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Résumeé. Les cartes géniques des espéces domestiques sont restées trés rudimentaires, voire
inexistantes, jusqu’au début des années 1990. La situation a évolué a cette période avec la mise
en place de vastes programmes de cartographie du génome, aussi bien au plan national (pro-
grammes de cartographie de 'INRA, programmes Génome Francais) qu’européen (programmes
Bridge) pour quelques especes mageures dont les especes bovine et porcine. Il est en effet appa-
ru clairement que la connaissance du génome, indispensable pour l’isolement et le clonage des
genes d’intérét agronomique, passait par la construction des cartes génétique (mise en place
d’'un réseau de marqueurs polymorphes par analyse de liaison sur des familles de référence) et
cytogénétique (localisation de marqueurs et de genes sur les chromosomes). Les principales
méthodes mises au point pour établir, dans un premier temps, la carte cytogénétique puis, dans

un deuxieme temps, la carte physique a haute résolution sont présentées.

D’une maniere générale, la cartographie génique
vise a localiser les principaux genes impliqués dans
le déterminisme de caractéres jugés importants.
Mais les applications sont différentes selon I'espece
étudiée. Chez 'Homme, cette localisation a essen-
tiellement un but médical : il s’agit d’identifier les
génes responsables des maladies génétiques pour
mieux comprendre leur étiologie, mettre au point
des méthodes de diagnostic, soigner les individus
atteints ou prévenir la survenue de la maladie. Chez
les animaux domestiques, la cartographie s’intéres-
se aux genes intervenant dans les caracteres d’inté-
rét zootechnique (croissance, résistance aux mala-
dies, production de lait, de viande, de laine...) avec
des applications en sélection.

La cartographie génique consiste a repérer I'em-
placement des genes ou des marqueurs génétiques,
soit les uns par rapport aux autres par analyse de
liaison : on construit alors la carte génétique, soit
par rapport au support physique que constituent les
chromosomes : on développe dans ce cas la carte
cytogénétique. Il est bien stir indispensable d’établir
des jonctions entre ces deux types de carte. La loca-
lisation cytogénétique de marqueurs génétiques per-
met en effet d’estimer la couverture des chromo-
somes par la carte génétique et d’orienter les
groupes de liaison sur les chromosomes.

Selon la méthode utilisée pour localiser un gene
ou un marqueur, on peut construire deux types de
cartes de résolution différente (figure 1) :

- la carte cytogénétique ou chromosomique, la
localisation des marqueurs étant réalisée sur chro-
mosomes. La résolution est, dans ce cas, de I'ordre
de 5 a 10 mégabases (environ une bande cytogéné-
tique). Cette résolution peut étre améliorée si on
réalise I'hybridation sur des chromosomes plus éti-

rés, obtenus a un stade plus précoce de la mitose
(en général la prophase) ;

- 1a carte physique a haute résolution, qui consiste
a ordonner des génes ou marqueurs trés proches
(distants de quelques kilobases) pour reconstituer
la carte a I’échelle de la séquence d’ADN. La locali-
sation des marqueurs est effectuée sur I’ADN
décondensé.

1 / Etablissement de la carte
cytogénétique

Deux méthodes principales sont utilisées pour
construire la carte cytogénétique : I'utilisation d’hy-
brides somatiques interspécifiques et I'’hybridation
in situ sur chromosomes.

1.1/ Les hybrides somatiques
inter-spécifiques

Lutilisation des hybrides cellulaires a été pendant
longtemps la technique la plus productive pour
développer la carte cytogénétique. Les hybrides de
cellules somatiques ont en effet été développés
dans les années 1960, apres la mise en évidence de
phénomeénes de fusion cellulaire spontanée. Ils per-
mettent I'assignation de genes a des chromosomes
spécifiques et 1'établissement de groupes de synté-
nie, c’est-a-dire de groupes de genes qui sont portés
par le méme chromosome sans étre forcément
génétiquement liés. Ils sont obtenus apres fusion de
cellules primaires de I'espece étudiée avec des cel-
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Figure 1. Les différents types de
cartes cytogénétiques et physiques
et leurs résolutions.

Carte cytogénétique 1 bande = 10 Mb

e Hybrides somatiques
e Hybridation in situ sur chromosomes
métaphasiques

e Hybridation in situ sur noyaux

0
oeduénd omomennom

Famille de référence

Analyse de liaison

i1l NEEIE B

?

interphasiques [

A et B : marqueurs génétiques
de 50 a 800 kb

selon la technique

A B
| o4
- = génétique

\
N

Carte d'hybrides

Cartes physiques a haute résolution

«
<«

e Carte de restriction par
électrophorése en champ pulsé

20 kb a 10 Mb
e Peignage moléculaire
YAC : 150 kb a 1 Mb

e Contigs : collections

0 ¢ 0~ ook

200 kD>
B

irradiés

A

e
|

Gene d'intérét

de clones chevauchants
d'ADN génomique BAC : 150 kb

Séquence de I'ADN 1 paire de base

lules d'une lignée établie (de rongeur en général :
souris ou hamster). La culture en milieu sélectif
apreés fusion permet d’isoler des clones indépen-
dants qui, au cours de leur prolifération, perdent
aléatoirement des chromosomes de la lignée pri-
maire, alors que les chromosomes de la lignée éta-
blie sont conservés. On génere ainsi une collection
(dénommée «panel») de cellules hybrides conte-
nant chacune une combinaison différente de chro-
mosomes de la lignée primaire. Lanalyse détaillée
du contenu de chaque hybride permet d’identifier
tous les chromosomes ou fragments chromoso-
miques retenus. Lorsque cette caractérisation est
réalisée pour I'’ensemble des hybrides constituant le
panel, ce dernier peut étre utilisé pour localiser un
géne ou un marqueur sur une bande chromoso-
mique. Les hybrides sont soumis a des tests d’am-
plification par PCR avec des amorces spécifiques du
marqueur a localiser. On procéde ensuite a une ana-
lyse visant a établir une corrélation entre le com-
portement positif ou négatif des hybrides vis-a-vis
de ces tests et la présence ou 'absence d'un frag-
ment chromosomique (figure 2).

Chez 'Homme, des panels d’hybrides couvrant
I'ensemble du génome (Nguyen et al 1986) ou con-
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tenant un seul chromosome (Cowell et Mitchell
1989) ont été construits. Pour les especes d’éleva-
ge, trois panels ont été fabriqués pour 1'étude du
génome porcin (Rettenberger et al 1994, Yerle et al
1996, Zijlstra et al 1996). Lun d’entre eux a été
caractérisé et permet d’obtenir des localisations
régionales (Robic et al 1996, Yerle et al 1996). 11 a
été distribué dans une trentaine de laboratoires en
Europe et aux Etats-Unis et a permis jusqu’a pré-
sent de localiser régionalement environ 400 mar-
queurs sur le génome porcin. Un programme infor-
matique accessible sur Internet a été développé
(Chevalet et al 1997) ; il permet I'analyse statistique
des résultats expérimentaux obtenus sur ces
hybrides. Dans le cas des bovins, trois panels ont
également été produits (Womack et Moll 1986,
Arruga et al 1992, Guérin et al 1994), mais ils n’ont
pu étre caractérisés de facon détaillée. Ils sont
donc utilisés pour établir des groupes de synténie
et assigner des marqueurs a un chromosome
donné, mais ne permettent pas d’obtenir une locali-
sation régionale. Chez le mouton, la situation est
identique a celle des bovins : 350 marqueurs ont été
assignés a un chromosome porteur grace a I'un des
deux panels produits (Saidi-Mehtar et al 1981,
Burkin et al 1998).
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Figure 2. Localisation régionale des microsatellites SW905 et SW225 sur le chromosome 8 du porc en utilisant un
panel d’hybrides somatiques (Yerle et al 1996). La présence du chromosome 8 ou d’un fragment de ce chromosome
dans les 27 hybrides est représentée par des traits noirs. La PCR est réalisée sur 'ADN des 27 clones hybrides en uti-
lisant les amorces spécifiques des 2 microsatellites. Le signe + indique qu’un produit d’amplification a été obtenu. La
corrélation entre la présence d’un produit d’amplification et celle d’un fragment chromosomique permet de localiser le

marqueur dans une région chromosomique (fleches).
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Cette technique présente de nombreux avantages :
elle est simple et rapide et tous les types de mar-
queurs peuvent étre localisés : polymorphes ou non
polymorphes, de taille variable incluant ceux de
petite taille. Cependant, I'inconvénient majeur est
qu’'elle ne permet pas d’ordonner les marqueurs
avec précision. La résolution est dépendante de la
taille des fragments chromosomiques retenus dans
les cellules hybrides. Par ailleurs, l'analyse du
contenu chromosomique des hybrides est souvent
extrémement complexe du fait des remaniements
chromosomiques intraspécifiques ainsi qu’interspé-
cifiques qui se produisent dans ces clones. Mais elle
reste indispensable si I'on souhaite utiliser les
hybrides pour réaliser des études de cartographie
régionale. Sans cette analyse, ils ne permettent que
I’établissement de groupes de synténie.

1.2 / Lhybridation moléculaire in situ
a / Sur chromosomes métaphasiques

Lhybridation moléculaire in situ sur métaphases
permet de visualiser directement la position dun
gene ou d'un marqueur génétique sur un chromoso-
me. Elle consiste a réaliser I'association (ou I'’hybri-
dation) de deux brins d’ADN de séquences totale-
ment ou partiellement complémentaires, I'un étant
la cible (le chromosome) et l'autre la sonde
(séquence a localiser) (figure 3). Les conditions
d’hybridation sont primordiales : si elles sont opti-
males, seules les séquences totalement complémen-
taires peuvent se réassocier et la sonde ne se fixe
que sur la ou les séquences cibles. Mais, des que I'on
s’écarte de ces conditions, des mésappariements
sont possibles et la sonde est susceptible de se fixer
sur toute séquence présentant un degré d’homolo-
gie avec la séquence cible. Les chromosomes sont
obtenus a partir de cultures de cellules primaires ou
de lymphocytes arrétés au stade de la métaphase.
Ils sont étalés et fixés sur lame de microscope. Ils
subissent ensuite différents traitements cytolo-

giques qui font apparaitre des bandes (bandes G ou
R) permettant I'identification univoque des chromo-
somes. La sonde est préalablement marquée afin de
détecter les sites d’hybridation. Lors de la mise au
point de la technique (Gall et Pardue 1969), le mar-
quage était réalisé par incorporation de nucléotides
radioactifs et détection par autoradiographie (pré-
sence de grains d’argent a I’endoit ou la sonde s’est
hybridée). Malgré sa grande sensibilité permettant
la détection de sondes de petite taille (600 paires de
bases) présentes dans le génome sous forme de
copie unique, ce type de marquage des sondes est
peu utilisé aujourd’hui car la présence de nombreux
signaux non spécifiques impose une analyse statis-
tique de la distribution des grains d’argent sur 1'en-
semble du génome. De plus, la résolution est sou-
vent limitée (plusieurs bandes cytogénétiques) du
fait du rayon d’émission de I'isotope radioactif. Le
marquage froid est maintenant largement utilisé : il
s’agit d’incorporer un nucléotide lié a un haptene
(en général biotine ou digoxigénine) qui est ensuite
repéré grace a une molécule ayant une forte affinité
pour cet hapténe et elle-méme liée a un fluorochro-
me. Un microscope a fluorescence équipé d’une
caméra est utilisé pour détecter les signaux d’hybri-
dation. Cette technique est dénommée FISH pour
«fluorescence in situ hybridisation». Si la précision
est augmentée (localisation sur une bande cytogé-
nétique), la sensibilité est diminuée par rapport a la
radioactivité. Seules les sondes de plus de 2000
paires de bases peuvent étre facilement localisées
par FISH. Cette technique s’est donc largement
développée grace a la mise au point des vecteurs
permettant l'insertion de grands fragments d’ADN :
d’abord les cosmides puis les YAC (Yeast Artificial
Chromosome) et les BAC (Bacterial Artificial
Chromosome) contenant des fragments d’ADN de
50 kb (kilobases), 1 Mb (Mégabase) et 150 kb res-
pectivement. Liun des grands avantages de la FISH
est qu’elle permet de localiser simultanément plu-
sieurs sondes par l'utilisation combinée de diffé-
rents fluorochromes et donc d’ordonner des génes
ou marqueurs dans une région.
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Figure 3. Les différentes étapes de la FISH.
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b / Sur noyaux interphasiques

La technique de FISH ne s’applique pas qu’aux
chromosomes métaphasiques ou prométapha-
siques (stade plus précoce de la mitose ou les
chromosomes sont plus étirés), mais aussi aux
fibres d’ADN, qu’elles soient enfermées dans les
noyaux en interphase (voir revue de Herrington
1994) ou extraites de ces noyaux et artificielle-
ment décondensées (fiber FISH ou peignage molé-
culaire, détaillé plus loin). Ce qui est recherché
n’est plus seulement la localisation, mais aussi la
détermination d'un ordre le plus précis possible
pour les séquences étudiées. La résolution est la
distance minimale exprimée en paires de bases,
qui doit séparer deux séquences le long de la fibre
d’ADN pour qu’elles puissent étre discriminées et
ordonnées. Cette résolution dépend du degré de
condensation de la fibre d’ADN. La cartographie
sur chromosomes métaphasiques, dans lesquels la
chromatine est treés condensée, atteint une résolu-
tion de I'ordre de 5 & 10 Mb. Si la FISH est réalisée
sur noyaux interphasiques dans lesquels la chro-
matine est environ 20 fois moins condensée, des
sondes distantes de 50 a 1000 kb peuvent étre
ordonnées. Cependant la cartographie sur noyaux
interphasiques reste tres délicate. Les noyaux doi-
vent étre bloqués au stade G1 du cycle cellulaire,
et une analyse statistique doit étre réalisée sur au
moins une centaine de noyaux. De plus, les
signaux d’hybridation des différentes sondes sont
souvent dans un plan différent, rendant ’analyse
délicate et nécessitant souvent l'utilisation d’un
microscope confocal.

1.3/ La PCR (Polymerase Chain
Reaction) in situ

La FISH est une trés bonne méthode de localisa-
tion de séquences répétées (présentes sous forme
de nombreuses copies dans le génome) ou uniques,
mais elle ne permet pas la détection de séquences
de petite taille comme indiqué précédemment. C’est
pour tenter de pallier cet inconvénient que plusieurs
techniques basées sur l'utilisation de la PCR direc-
tement sur chromosomes ont été développées. Elles
consistent a hybrider des amorces spécifiques d'un
gene, d'un marqueur génétique ou dune séquence
répétée directement sur 'ADN de chromosomes
métaphasiques étalés sur lame puis de procéder, en
présence dun nucléotide couplé a un hapténe ou
directement a un fluorochrome, soit a une élonga-
tion, soit a une série de cycles PCR. La premiéere de
ces techniques dénommée PRINS (PRimed IN Situ
labelling ; Koch et al 1989) est une méthode rapide
et efficace qui permet la détection des séquences
répétées en procédant seulement a une élongation.
Elle est tres utilisée en génétique humaine pour la
détection des séquences d’ADN satellite a, spéci-
fiques des centromeres (diagnostic prénatal : détec-
tion des aneuploidies) (Pellestor et al 1996).

Chez le porc, la PRINS a été utilisée pour déter-
miner le nombre et la taille des fragments de chro-
mosomes porcins retenus dans les hybrides soma-
tiques (Yerle et al 1998) grace a l'utilisation
d’amorces permettant 'amplification sélective de
I’ADN porcin (amorces spécifiques des séquences
répétées SINE). Des amorces spécifiques des
séquences satellites a centromériques ont égale-
ment été mises au point pour 'amplification sélecti-
ve des centromeres de deux groupes de chromo-
somes (Rogel-Gaillard et al 1997).

La PRINS ne permettant pas la détection de
séquences présentes sous forme de copie unique
dans le génome, la DISC-PCR (Direct Single Copy -
PCR) basée sur la réalisation d’'une ‘vraie’ PCR avec
plusieurs cycles d’amplification a été développée
par Troyer et al (1994). Mais cette méthode, apres
des premiers résultats trés prometteurs, s’est révélée
peu fiable (faible nombre de mitoses présentant un
signal spécifique, faible reproductibilité des résultats).

2 / Etablissement de la carte
physique a haute résolution

Comme nous l'avons vu précédemment, la carte
cytogénétique permet de positionner un réseau de
genes et de marqueurs génétiques sur les chromo-
somes. Ce réseau ainsi que celui constitué par la
carte génétique sont indispensables pour lisole-
ment ultérieur des geénes d’intérét zootechnique.
Cependant, la résolution de cette carte est de
l'ordre d'une bande cytogénétique, soit quelques
mégabases (1 a 10 selon la technique utilisée). Or,
pour atteindre le but ultime de nos projets de carto-
graphie (clonage de génes d’intérét zootechnique),
une résolution supérieure est nécessaire, jusqu’a
atteindre celle de la séquence d’ADN. Différentes
technologies complémentaires sont développées
actuellement pour établir la carte physique a haute
résolution. La premiére étape a consisté a construi-
re des hybrides d’irradiation qui ont permis d’aug-
menter la résolution de la carte cytogénétique et de
la carte génétique d’au moins un facteur 10.
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2.1/ Les hybrides d’irradiation

Les hybrides irradiés sont obtenus de la méme
facon que les hybrides somatiques a la différence
que les cellules de la lignée primaire sont soumises,
avant la fusion, a une irradiation destinée a casser
les chromosomes. Les hybrides contiennent alors
des fragments de taille variable, fonction de la dose
d’irradiation utilisée (figure 4).

Plus cette dose est élevée, plus les chromosomes
sont cassés en petits fragments et plus la résolu-
tion de la cartographie sera grande. Les clones
obtenus sont soumis a des tests PCR destinés a
détecter la présence ou 'absence de genes ou de
marqueurs. Les cartes d’irradiation sont donc
basées sur l'apparition de cassures dues aux
rayons X, tout comme les cartes génétiques sont
basées sur l'apparition de cassures dues aux
recombinaisons lors de la méiose et sur la
recherche de liaisons entre loci. 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 fré-
quence de rétention (pourcentage du génome rete-
nu dans les hybrides sous forme de fragments
chromosomiques). Chaque hybride contient une
portion du génome et il faut environ une centaine
d’hybrides de ce type pour couvrir I'ensemble du
génome. L'établissement des cartes a partir de ces
hybrides est obtenu par des analyses statistiques :
deux marqueurs initialement localisés a proximité
I'un de I'autre ont plus de chances d’étre simulta-
nément retrouvés dans les mémes hybrides que
deux marqueurs initialement éloignés. Les dis-
tances calculées entre les marqueurs sont expri-
mées en centiRays (cR). Par définition 1 cR (pour
une dose d’irradiation donnée) correspond a une
fréquence de cassure de 1 % entre deux marqueurs.
Alors que la carte génétique donne une résolution
de 1 cM (centiMorgan), soit 1 Mb en moyenne, la
résolution des hybrides irradiés chez 'Homme est
environ dix fois supérieure et de 'ordre de 100 kb.
Cette approche est donc extrémement utile pour
déterminer 'ordre de séquences trop proches sur
la carte génétique pour étre distinguées les unes
des autres.

Plusieurs panels d’hybrides irradiés ont été pro-
duits chez 'Homme. A ce jour, trois collections
sont utilisées : 1a premiere a été établie grace a une
collaboration entre Cambridge et Généthon (col-
lection GeneBridge GB4, Gyapay et al 1996), la
deuxieme a été constituée a Stanford (collection
G3, Stewart et al 1997) et la troisieme a également
été produite a Stanford (TNG4). Ces collections
different essentiellement par la dose d’irradiation
utilisée : GB4 a été faiblement irradiée (a 3000
rads) et permet d’ordonner des marqueurs assez
éloignés ; la collection G3 a été irradiée a 10 000
rads et permet d’ordonner des marqueurs proches
et, enfin, TNG4 a été irradiée a tres forte dose (50
000 rads) rendant possible le classement de mar-
queurs tres proches. En 1998, 30 000 étiquettes de
genes ont été localisées par un consortium
d’équipes utilisant les deux panels GB4 et G3.
Lutilisation de TNG4 est encore assez limitée car il
faut une densité de marqueurs tres élevée pour
pouvoir établir des liens entre les marqueurs. Ce
panel est surtout utilisé pour affiner des cartes éta-
blies dans des régions d’intérét.

Pour les espeéces d’élevage, un panel de 118
clones hybrides (irradiation : 7000 rads) a été pro-
duit pour le porc par le Laboratoire de Génétique
Cellulaire - INRA Toulouse (Yerle et al 1998). Ce
panel a été caractérisé par I'équipe de Larry
Schook (Université du Minnesota) par la localisa-
tion de 750 marqueurs. Des cartes irradiées ont été
établies pour I'ensemble des chromosomes por-
cins (Hawken et al 1999) avec une résolution
moyenne de 10 a 15 fois supérieure a celle de la
carte génétique. Chez les bovins, un panel de 100
hybrides (irradiation : 5000 rads) a été produit
(Womack et al 1997) et est en cours de caractéri-
sation.

Figure 4. Fabrication d’hybrides d'irradiation. Les cel-
lules donneuses (espéece étudiée) sont irradiées puis
fusionnées avec des cellules d’une lignée permanente,
en général lignée de rongeur. Aprés fusion et sélection
pour éliminer les cellules de rongeur (les cellules don-
neuses n’'étant plus viables apres irradiation), on obtient
des cellules hybrides contenant le génome de la lignée
receveuse en intégralité et des fragments chromoso-
miques de la lignée donneuse présents soit sous forme
de microchromosomes, soit intégrés au genome ron-
geur.

Cellule porcine (donneuse) Cellule de rongeur (receveuse)

Irradiation

Fusion

Cellule hybride

2.2 / La cartographie en champ pulsé
(PFGE : Pulse Field Gel
Electrophoresis)

L'électrophorése conventionnelle permet de
séparer des fragments d’ADN d’une taille inférieu-
re a 20 kb. Liélectrophorese en champ pulsé per-
met de séparer des fragments jusqu’a une taille de
10 Mb, soit la taille moyenne d'une bande chromo-
somique. La séparation des grands fragments est
obtenue en faisant varier de facon cyclique I'orien-
tation du champ électrique, ce qui force les molé-
cules d’ADN a se réorienter a travers le gel d’aga-
rose et permet une séparation en fonction du poids
moléculaire. Lhybridation de deux sondes sur un
méme fragment d’ADN permet de conclure a la
synténie des deux marqueurs et d’estimer la dis-
tance réelle en nombre de nucléotides. Il est alors
possible d’établir une carte moléculaire tres préci-
se dans laquelle les geénes et les fragments d’ADN
sont placés physiquement les uns par rapport aux
autres.
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2.3 / Les alignements de clones
chevauchants : les contigs

Lalignement de clones chevauchants couvrant
I’ensemble du génome est une étape capitale dans la
construction de la carte physique a haute résolu-
tion. Mais, considérant la taille du génome des
mammiferes estimée a 3000 Mb, il était indispen-
sable de mettre au point des vecteurs permettant le
clonage de grands fragments d’ADN de facon a pou-
voir constituer des banques ordonnées de clones et
ordonner ces clones en contigs couvrant tout ou
partie du génome. Ces vecteurs ont également été
tres utilisés pour développer la FISH : il s’agit des
cosmides (contenant des fragments de 40 kb), des
YAC (Yeast Artificial Chromosome, 1000 kb), des
PAC (Phage Artificial Chromosome, 70 a 100 kb) et
les BAC (Bacterial Artificial Chromosome, 140 kb).
Pour ordonner ces clones, plusieurs méthodes peu-
vent étre utilisées :

- les empreintes ou «fingerprints» : les clones a
grands fragments sont digérés par plusieurs
enzymes de restriction (deux ou trois en général).
Un profil de digestion est obtenu pour chaque clone
apres électrophorese, transfert et hybridation avec
une séquence répétée (ce profil est dénommé «fin-
gerprint»). Les profils sont interprétés par analyse
d’image et leur comparaison deux a deux permet de
définir, pour chaque paire de clones, une probabili-
té de chevauchement et une taille de chevauche-
ment la plus probable. Ensuite, I'alignement est réa-
lisé en sélectionnant les clones appariés avec une
probabilité suffisante. Cette approche a été utilisée
par I'équipe du Centre d’Etude du Polymorphisme
Humain pour établir la premiere carte physique
humaine (plus de 1000 contigs comportant 22 000
YAC ; Bellane-Chantelot et al 1992) ;

- il est possible de cribler ces banques de clones a
grand insert avec des marqueurs déja positionnés
sur la carte génétique et d’isoler des clones chevau-
chants. Lanalyse du contenu de ces clones en mar-
queurs permet la reconstitution de 'ordre chromo-
somique.

Ces deux méthodes permettent la mise en place
de nombreux contigs, mais il faut ensuite les relier
les uns aux autres. Pour cela, les clones d’extrémité
de contigs sont utilisés comme sondes pour cribler
I'ensemble de la banque et trouver les clones per-
mettant de relier les contigs.

Combinant plusieurs méthodes (fingerprinting,
marqueurs, FISH...), I'équipe du Généthon a établi
la premiere carte du génome humain qui a été com-
plétée pour aboutir deux ans plus tard a la publica-
tion d'une carte de deuxieéme génération couvrant
pres de 75 % du génome (220 contigs de 10 Mb ;
Chumakov et al 1995). Cependant, ces contigs n’ap-

portent pas d’'information précise sur la taille du
chevauchement entre deux clones ni sur la distance
exacte entre clones ou marqueurs au sein du contig.
Une technique dérivée de la FISH a été développée
pour positionner tres finement les marqueurs sur la
carte physique : le peignage moléculaire d’ADN.

Pour les especes d’élevage, on est encore loin de
cette définition, mais des projets se mettent en
place actuellement pour aboutir a ce type de carte
sur 'ensemble du génome. Néanmoins, des contigs
de BAC ont déja été construits dans quelques
régions d’intérét par exemple chez le porc (sur le
chromosome 15 dans la région portant le gene RN et
sur le chromosome 7 dans la région portant les
geénes codant pour le systeme d’histocompatibilité)
et chez la chevre (sur le chromosome 1 autour du
gene PIS).

2.4 / Le peignage moléculaire d’ADN

Le peignage moléculaire désigne un procédé de
fixation de T'ADN purifié sur des surfaces
(Bensimon et al 1994). 1l consiste a ancrer spécifi-
quement par leurs extrémités des molécules d’ADN
en solution et a les étirer a 'aide de la tension super-
ficielle d’'un ménisque en mouvement. Les molé-
cules d’ADN sont étirées et fixées de facon irréver-
sible sur la surface. La particularité de cet étirement
réside dans son extréme régularité: toutes les molé-
cules d’ADN sont étirées de la méme facon et sur
toute leur longueur et se retrouvent paralleles les
unes aux autres, du fait de I'unicité de la direction
du mouvement du ménisque (d’ou le nom de pei-
gnage moléculaire). Il est ensuite possible de réali-
ser la FISH sur ces fibres d’ADN pour détecter,
mesurer et positionner des sondes nucléotidiques. Il
est donc possible d’ordonner des BAC ou des cos-
mides sur un YAC, mais aussi de travailler a I'échel-
le du génome entier et d’'ordonner des YAC ou des
BAC sur fibre d’ADN du génome avec une tres gran-
de précision, de I'ordre de quelques kilobases.

Cette technique a été utilisée avec succes dans le
cadre de I'étude de contigs couvrant une région du
chromosome 9 humain impliquée dans une forme
de sclérose tubéreuse. La taille du génome humain
diploide apreés peignage représente environ trois
metres, sur lesquels seules quelques centaines de
micrometres représentent la région a cartographier.
Malgré cette différence, Michalet et al (1997) ont pu
déterminer a quelques kilobases pres la distance
séparant deux cosmides. La FISH sur ADN peigné
apparait comme une technique de cartographie phy-
sique a haute résolution tres performante, encore
peu répandue car relativement délicate a mettre en
ceuvre.
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