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Introduction a la
cartographie des
génomes complexes

Résume. Les technologies mises en place dans le cadre des projets sur les génomes humain et
murin ont stimulé le développement de la cartographie des espéces d’intérét agronomique. Des
cartes ont été construites pour les ruminants, le porc, le cheval et le poulet, permettant de loca-
liser des genes d'intérét agronomique ou des QTL (quantitative trait loci) chez ces especes. Ces
travaux de cartographie génétique, cytogénétique et physique devraient se révéler étre des outils
indispensables pour le clonage positionnel de ces génes ou QTL.

Les activités de cartographie sont classiquement
subdivisées en cartographie génétique et cartogra-
phie physique. La cartographie génétique, basée sur
I'analyse de ségrégation, consiste a positionner de
facon relative des locus, avec comme objectif la
mise en évidence de liaisons avec des caractéres
d’'intérét. La cartographie physique, quant a elle,
cherche a déterminer la distance réelle en nucléo-
tides entre locus et a pour objectif ultime le séquen-
cage complet du génome. La distance physique
entre deux marqueurs constitue donc une mesure
absolue, contrairement & la mesure relative des
cartes génétiques. Le lien entre ces deux approches
complémentaires est assuré par la cartographie
chromosomique, dont I'objectif est I'assignation des
éléments de cartographie génétique et physique a
des chromosomes ou a des régions de chromo-
somes. De plus, la cartographie chromosomique
permet d'établir les cartes comparées entre les dif-
férentes especes d’intérét agronomique, 'Homme et
la souris.

1/ La carte génétique

Les premieres cartes génétiques ont été
construites au début du siécle chez la drosophile
par Morgan. Ces cartes se basaient essentiellement
sur la ségrégation de caractéres phénotypiques dis-
posés linéairement sur un chromosome et de I'exis-
tence de crossing-over se produisant a priori aléa-
toirement le long de celui-ci. Ainsi, plus la distance
séparant deux genes portés par le méme chromoso-
me est importante, plus la probabilité de recombi-
naison entre ces deux génes est élevée. La mesure
du taux de recombinaison reflete donc la distance
linéaire entre les génes. Le centimorgan (cM), cor-
respondant a 1 % de recombinaison, fut adopté
comme unité de distance génétique. L'analyse de
liaison, en suivant la transmission de caractéres
polymorphes, permet ainsi d’établir la position rela-
tive des genes sur le chromosome et de mesurer la
distance qui les sépare.

Chez 'Homme et les animaux d’élevage, la lon-
gueur de l'intervalle de génération et I'impossibilité
de réaliser des croisements contrélés entre indivi-
dus ayant un phénotype donné (que ce soit pour
d'évidentes considérations éthiques chez I'Homme
ou des raisons d'ordre économique chez les ani-
maux) ont longtemps limité le développement des
cartes génétiques. Chez les animaux d'élevage, les
premiers résultats obtenus concernaient les
groupes sanguins et les protéines du sang ou du lait.

La cartographie compléte du génome n’a pu étre
réalisée qu'avec l'apport des techniques de géné-
tigue moléculaire qui ont permis d’exploiter une
partie de la variabilité des génomes en augmentant
considérablement le nombre de locus potentielle-
ment polymorphes. En effet, par suite de la dégéné-
rescence du code génétique (plusieurs codons cor-
respondent au méme acide aminé), le polymorphis-
me protéique, observé sur gel d’électrophoréese, ne
reflete environ que le quart des mutations présentes
au niveau de la séquence d’ADN (Grosclaude 1988).
De plus, I'étude du polymorphisme protéique réduit
le champ d’investigation aux seules séquences
codantes (représentant 5 a 10 % seulement du génome),
alors que I'étude du polymorphisme nucléotidique
permet de positionner des marqueurs anonymes sur
I'ensemble du génome (Botstein et al 1980), sachant
gue ce réseau de marqueurs permettra ensuite de
détecter des liaisons avec des génes dont seul le
phénotype est connu et donc de les cartographier.

Parmi les marqueurs les plus utilisés, on peut citer
les RFLP et les microsatellites. D’autres techniques
ont aussi été développées comme les techniques de
RAPD et d’AFLP qui permettent, a des colts moins
élevés, d’identifier un polymorphisme.

2 | La carte chromosomique

Alors que la cartographie génétique produit une
information de liaison, déconnectée du support
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physique que constituent les chromosomes, la car-
tographie chromosomique a pour objectif la locali-
sation des locus sur les chromosomes et recouvre
deux approches différentes : les hybrides soma-
tiques et la carte cytogénétique.

2.1/ Les cartes d’hybrides somatiques
ou d’irradiation

Les hybrides de cellules somatiques ont été déve-
loppés dans les années 1960, apres la mise en évi-
dence des phénomeénes de fusion cellulaire sponta-
née et la mise au point de techniques d’'induction
(virus de Sendai, PEG). Ces hybrides résultent de la
fusion de cellules primaires de I'espéce étudiée et
d’une lignée établie de rongeur (souris ou hamster
en général). Au cours de leur prolifération en cultu-
re, les clones de cellules hybrides perdent aléatoire-
ment des chromosomes de la lignée primaire, alors
que les chromosomes de rongeur sont conservés. |l
est ainsi possible de créer une collection d’hybrides
comportant chacun un jeu différent de chromo-
somes de la lignée primaire. Le nombre de chromo-
somes retenus est variable, en fonction de la durée
de culture, et peut étre réduit a un seul dans le cas
d’hybrides monoporteurs, comme il en existe chez
I'Homme ou le porc (Cuthbert et al 1995).

Les clones de la collection d’hybrides sont analy-
sés par tests d’expression enzymatique, hybridation
de sondes, amplification PCR, etc, afin de définir
tout d’abord des synténies, c’est-a-dire des groupes
de locus conservés ou perdus ensemble et donc
localisés sur le méme chromosome. L'utilisation des
hybrides somatiques permet ainsi d’assigner des
locus a des chromosomes et éventuellement d’obte-
nir une localisation régionale si les hybrides ne
contiennent qu’un fragment d’'un chromosome et/ou
si leur analyse caryotypique est réalisable.

La construction d’hybrides d’irradiation suit le
méme protocole, mais, dans ce cas, les cellules de la
lignée primaire sont soumises a une irradiation qui
fragmente les chromosomes avant fusion. Les
cartes d’hybrides d’irradiation sont basées sur I'ap-
parition de cassures dues aux rayons X, tout comme
les cartes génétiques sont basées sur I'apparition de
cassures dues aux recombinaisons lors de la méio-
se et sur la recherche de liaisons entre locus. En
revanche, les marqueurs n'ont pas besoin d'étre
polymorphes pour étre informatifs et la résolution
obtenue ne dépend que de la fréquence de cassure
et de la fréquence de rétention. La fréquence de cas-
sure est fonction de I'intensité d'irradiation et il est
possible, en modifiant ce parameétre, de construire
des hybrides dont la résolution est adaptée a la den-
sité de marqueurs disponibles. Dans la mesure ou
les hybrides d'irradiation contiennent plusieurs
fragments, I'ordre des locus ne peut pas étre établi
a partir d’'un seul hybride, mais uniquement a partir
d’une collection d’hybrides. Il a été montré qu’'une
centaine d’hybrides suffisent pour déterminer
I'ordre des marqueurs et donc établir des cartes.
Une analyse statistique des données sur I'ensemble
de la collection est nécessaire pour déterminer cet
ordre. Les distances calculées sont exprimées en
centiRays (cR). Par définition, 1 CR(y raq) COrres-
pond a une fréquence de cassure de 1 % entre deux
locus, aprés exposition a une dose de N rad de
rayons X. L'équivalence avec la distance physique
réelle n'est pas stricte et dépend de I'intensité d'ir-
radiation : 1 cR représente environ 50 a 100 kb. La

résolution est donc 10 a 20 fois supérieure a celle
obtenue classiquement par cartographie génétique
(1 cM, soit 1000 kb).

2.2 | Les cartes cytogénétiques

L'hybridation moléculaire in situ sur métaphases
colorées (FISH) permet de localiser et d’'ordonner
directement des sondes correspondant a des genes,
des marqueurs génétiques, etc. Il est ainsi possible
d’établir des cartes cytogénétiques dont la résolu-
tion maximale est la bande, soit environ 3 a 10 cM,
ce qui implique, dans le meilleur des cas, une réso-
lution d’environ une a trois Mb. En revanche,
lorsque cette méme technique est appliquée sur
chromosomes interphasiques (Rappold et al 1984),
la chromatine étant prés de 20 fois moins conden-
sée, la résolution peut atteindre 50 a 1000 kb (Trask
et al 1989, Lawrence et al 1990). Une résolution de
10 & 200 kb peut étre obtenue en hybridant les
sondes directement sur la chromatine extraite des
noyaux (I'’ADN décondensé forme des boucles
autour des restes de matrice cellulaire, donnant
'impression d’'un halo). Enfin, une précision de
I'ordre de la kb est a présent atteinte avec I'hybrida-
tion sur chromosomes étirés (Fiber FISH et peigna-
ge moléculaire). Les segments d’ADN, étirés au
point d’atteindre un état double brin relaché, per-
mettent I'’hybridation et sont visibles sous micro-
scope. Lutilisation de fluorochromes différents pro-
duit une image multicouleur & partir de laquelle il
est possible d’'orienter, d’ordonner des contigs de
YAC, BAC ou cosmides, de mesurer la taille des
recouvrements et des trous et donc d'établir une
carte fine de la région concernée.

3 / La cartographie comparée

La cartographie comparée consiste a déterminer
les régions chromosomiques homologues conser-
vées dans plusieurs espéces et a en préciser les bor-
dures. Deux approches concourent a établir la carte
comparée : d'une part, la localisation de génes
homologues dans plusieurs espéces, permettant de
définir des segments conservés et, d’autre part, la
cytogénétique comparée, permettant, par une
approche plus globale, d’'identifier de grandes
régions d’homologie. Lidentification de ces seg-
ments homologues permet de transposer les
connaissances acquises dans des espéeces tres étu-
diées comme I'Homme ou la souris a des espéces
moins bien connues comme les ruminants, facilitant
ainsi le clonage positionnel. De plus, la cartographie
comparée apporte un éclairage sur I'évolution des
génomes.

Le développement des techniques de biologie
moléculaire, la construction des collections d’hy-
brides somatiques et I'établissement des cartes
génétiques a base de RFLP ont permis I'essor de la
cartographie comparée. Hybrides somatiques et
cartes genétiques ne fournissent cependant pas la
méme information.

En effet, I'assignation & un chromosome par la
voie des hybrides somatiques permet de détecter la
conservation de synténies, c'est-a-dire la localisa-
tion d'un ou plusieurs genes homologues sur les
chromosomes homologues de deux (ou plusieurs)
especes.
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La carte génétique permet en plus d'étudier
I'ordre des genes et donc d’'identifier des segments
conservés, c'est-a-dire des associations synténiques
de deux (ou plus) génes non interrompues par
d'autres fragments chromosomiques, et des seg-
ments d’ordre conservé, c'est-a-dire des associa-
tions synténiques de plusieurs genes localisés dans
le méme ordre sur les chromosomes homologues de
deux especes. La localisation chromosomique par
hybridation in situ ou par hybrides d’irradiation
fournit une information équivalente a I'information
de liaison, mais avec une résolution moindre pour
I'hybridation in situ et supérieure pour les hybrides
d’irradiation. Le terme de SCEUS (pour Smallest
Conserved Evolutionary Unit Segment) désigne le plus
petit segment conservé entre plusieurs especes.

Les études comparatives, basées sur la morpholo-
gie et le dessin des bandes des chromosomes, s’'ap-
pliquent difficilement aux espéeces éloignées sur le
plan phylogénétique et ayant subi de profonds
remaniements, sauf cas particuliers comme ceux de
I'Homme et du lapin (Dutrillaux et al 1980) et de
I'Homme et du chat (Nash et O’Brien 1982) pour les-
quels le dessin des bandes est conservé pour cer-
tains chromosomes. C’est pourquoi d’autres tech-
niques comme I'hybridation de sondes marquées
sur chromosomes métaphasiques ont été dévelop-
pées. Lhybridation in situ en fluorescence de
sondes produites a partir de chromosomes isolés
(triés, bralés ou microdisséqués, amplifiés par DOP-
PCR, PARM-PCR, etc) d'une espéce de référence
(généralement 'Homme) sur les métaphases d’es-
péces appartenant a des ordres différents (porc,
ruminants, cheval par exemple) permet de détecter
les régions chromosomiques homologues entre ces
espéces et ainsi d’étudier globalement la synténie et
les remaniements chromosomiques. Les résultats
obtenus sont cependant relativement imprécis
puisque seuls les remaniements inter-chromoso-
miques peuvent étre mis en évidence. En revanche,
I'hybridation de sondes contenant des genes sélec-
tionnés a partir de leur position sur la carte humai-
ne, permet d’observer les régions de rupture de syn-
ténie de facon précise, les régions sans information
de cartographie comparée et, enfin, les éventuels
remaniements intra-chromosomiques.

4 | La carte physique

Le but ultime des projets de cartographie est I'étu-
de de genes responsables de maladies chez
I'Homme et I'étude de génes d’intérét économique
pour les especes d’élevage. Cette étude suppose de
disposer de ces génes sous forme clonée. Or, ni la
carte génétique ni la carte chromosomique ne per-
mettent d’accéder directement a I’ADN cloné,
contrairement a lI'approche physique pour laquelle
les banques d’ADN génomique constituent I'outil
fondamental. En effet, comme la taille maximale
d’une séquence est de 600 a 1000 paires de bases, le
séquencage s'effectue a partir de fragments d’ADN
clonés en plasmides. Lorganisation des séquences
obtenues nécessite alors de positionner ces frag-
ments, a la fois les uns par rapport aux autres et par
rapport aux chromosomes dont ils sont issus, afin
de reconstituer le génome dans sa globalité. C'est
pourquoi la cartographie physique recouvre plu-
sieurs technologies différentes et complémentaires
permettant d’assurer la continuité de I'échelle du
génome a I'échelle de la séquence : la cartographie
en champ pulsé, les alignements de contigs.

De la méme facon que I'on réalise une carte de
restriction d’un plasmide avec différentes combinai-
sons d’enzymes de restriction et de sondes, il est
possible d’'établir une carte physique d’'un génome
complexe. La distance entre deux locus peut étre
déterminée directement par analyse de fragments
de restriction : la taille du plus petit fragment conte-
nant les deux locus permet d’estimer la distance qui
les sépare. En régle générale, les locus utilisés cor-
respondent a des marqueurs génétiques espacés de
plusieurs cM, soit plusieurs mégabases. Il est donc
nécessaire de réaliser des digestions partielles et/ou
d'utiliser des enzymes de restriction a sites rares
(Notl, Mlul) afin de libérer des fragments d’ADN
suffisamment grands. Compte tenu de leur taille
importante, les fragments générés peuvent étre
séparés par électrophorése en champ pulsé.

Lalignement de clones chevauchants (contigs)
couvrant I'ensemble du génome correspond a la
premiére étape de la cartographie physique. Ce tra-
vail d’alignement a été réalisé tres tot pour des orga-
nismes ayant un génome de taille modeste. Une
carte physique d’E. Coli, par exemple, a été cons-
truite des 1987 par alignement de phages sur 4,7 Mb.
Mais il est évident que ces alignements ne sont pas
envisageables dans le cas des mammiféres dont la
taille du génome est estimée a 3000 Mb. L'effort de
construction des contigs étant inversement propor-
tionnel a la taille des fragments étudiés, plusieurs
types de vecteurs ont été développés afin de per-
mettre le clonage de grands fragments, certains
pouvant dépasser la mégabase :

les cosmides sont des vecteurs hybrides,
construits a partir de séquences plasmidiques et des
séquences cos du phage lambda. LADN génomique
est cloné classiquement dans le vecteur cosmidique.
La taille des fragments a cloner doit impérativement
se situer entre 35 et 45 kb afin de permettre I'en-
capsidation ;

- les YAC ont été développés a partir des trois élé-
ments de séquences nécessaires et suffisants a la
duplication et la ségrégation des chromosomes chez
la levure (origine de réplication, centromere et télo-
mere). lls constituent ainsi de véritables chromo-
somes artificiels de levure, d’ou leur nom « Yeast
Artificial Chromosomes ». Leur capacité de clonage
atteint deux mégabases (Méga YAC), avec une taille
moyenne de 400 kb habituellement ;

- les P1 dérivent du phage P1 et permettent le clo-
nage de fragments de 70 a 100 kb ;

- le vecteur PAC dérive du phage P1, en conserve
les avantages, mais autorise une transformation
plus simple par électroporation, ce qui permet de
s'affranchir des limites d’encapsidation et de cloner
des fragments plus grands, de 100 a 300 kb ;

- le systéme BAC utilise un vecteur basé sur le fac-
teur F d’E. Coli dont la réplication est strictement
contrblée, améliorant ainsi la stabilité des inserts de
méme taille que les PAC.

La mise au point de ces nouveaux vecteurs a ré-
volutionné le domaine de la cartographie physique.
En effet, il devenait envisageable de constituer des
banques ordonnées de clones individualisés et, en
utilisant ces nouveaux outils, d’ordonner ces
clones en contigs couvrant tout ou partie du géno-
me. Pour ce faire, plusieurs techniques ont été
développées : I'analyse de fragments de restriction
(fingerprint), I'analyse du contenu en STS et I'hy-
bridation croisée.

INRA Productions Animales, 2000, hors série Génétique moléculaire



72 | E.P. CRIBIU, L. SCHIBLER

L'approche de fingerprinting, déja utilisée pour la
cartographie en phage d’E. Coli, de la levure ou du
nématode Caenorhabditis elegans, a été appliquée
pour I'établissement de la carte physique humaine.
Le principe de cette technique est basé sur I'analyse
comparée des fragments de restriction entre clones,
afin de déterminer des fragments communs et donc
le chevauchement.

Le développement de la cartographie génétique a
I'aide de microsatellites a fourni un nombre important
de marqueurs STS (Sequence-Tagged Site), faciles a uti-
liser par PCR. Le criblage des banques avec ces mar-
queurs permet d’isoler des clones chevauchants et
I'analyse du contenu en STS de I'ensemble des clones
permet la reconstitution de I'ordre chromosomique.

Les différentes stratégies exposées précédem-
ment possedent toutes de sérieuses limitations.
C'est pourquoi, lors de la réalisation de la premiére
carte physique compléte du génome humain, I'équi-
pe du Généthon (Cohen et al 1993) a cherché a tirer
profit de toutes les techniques pour en combiner les
avantages tout en minimisant les inconvénients. En
effet, une partie des 98208 clones de la banque, soit
33000 YAC de 900 kb de moyenne, ont été analysés
a la fois par fingerprinting (trois enzymes de res-
triction et deux sondes répétées), par leur contenu
en STS (2100 marqueurs microsatellites incorporés
dans la carte génétique) et par hybridation avec des
sondes de PCR inter-Alu provenant de 25000 YAC.
De plus, 500 YAC positifs pour des marqueurs géné-
tiques ont été localisés cytogénétiquement par
FISH. La poursuite de ce travail a conduit deux ans
plus tard a la publication d’'une carte de seconde
génération (Chumakov et al 1995), couvrant pres de
75 % du génome en 225 contigs de 10 Mb de moyen-
ne et comportant prés de 4500 STS.

Conclusion

Les travaux de cartographie génétique, cytogéné-
tiqgue et comparée ont permis de mettre en place les
outils indispensables au clonage positionnel des
genes d’'intérét agronomique chez les animaux d’éle-
vage. Le développement de la cartographie compa-
rée avec I'Homme ou la souris, mais aussi entre
toutes les espéces d'élevage (ruminants, porc et
cheval), devrait permettre d’identifier des segments
conservés entre toutes ces especes, afin d’enrichir
virtuellement la carte d’'une espece avec les génes
localisés dans les autres ou méme d'identifier cer-
tains genes ou QTL dans une espéce sur la base de
I'existence d’un QTL dans une autre. On peut par
exemple imaginer que certains QTL de production
de viande ou de prolificité détectés chez le porc
soient également présents chez les bovins ou le
mouton. Une approche ciblée utilisant ces QTL
«candidats» pourrait peut-étre permettre de rattra-
per le retard accumulé dans ces domaines chez les
ruminants.

Chez les animaux d’élevage, I'enjeu majeur des
prochaines années résidera probablement dans
notre capacité a exploiter efficacement en sélection
les génes ou QTL mis en évidence. A moyen terme,
il est cependant probable qu'il soit nécessaire
d’identifier et de cloner les genes responsables des
caractéres d'intérét, d'une part pour permettre une
utilisation optimale de la sélection et d’autre part,
pour permettre la création d’animaux transgé-
niques. La difficulté majeure pour les généticiens
résidant alors dans I'obtention de clones contenant
les génes d'intérét, le moment est donc venu de rele-
ver le défi du passage de la carte génétique a la carte
physique.
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