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Résumeé. La cartographie comparée des génomes consiste & étudier le plus précisément pos-
sible les homologies existantes dans la structure des génomes des organismes vivants. Ces infor-
mations sont trés utiles notamment pour I'étude des animaux domestiques. Elles permettent
d’accélérer l'acquisition et I'exploitation des données de cartographie génétique dans chaque
espéce. Les méthodes et les techniques utilisées sont présentées dans un cadre historique et les
résultats les plus marquants sont résumés. Cette présentation permet de comprendre pourquoi
cette activité évolue rapidement aujourd’hui dans le cadre du développement des cartes géné-
tiques dites a haute densité. Dans ce contexte sont précisées les limites de ces études et les
méthodes d’analyse a privilégier ou a développer.

Les travaux actuels sur le génome humain, a notre
connaissance, sont : le programme Hugo pour obtenir
la séquence compléte du génome humain, les diffé-
rents programmes pour realiser des cartes a haute
densité avec des marqueurs de type SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) disposés tous les 50/10 kb
sur le génome et le programme Unigene d’obtention
de la collection complete des genes humains.

Les projets de séquencage complet du génome d'es-
péces comme la poule, les bovins, le porc, sont une
suite logique aux efforts consentis sur le génome
humain. Le séquencage intégral des génomes est, en
effet, le seul moyen slr d’accéder a la totalité des
génes. Cette connaissance est importante, par
exemple dans le cas du porc pour lequel des xéno-
transplantations sont envisagées chez 'Homme. Plus
généralement, la possession d'un réseau dense de
marqueurs permet des analyses globales et systéma-
tiques grace aux technologies émergentes des filtres a
haute densité et des puces a ADN. Ces données pour-
ront étre corrélées aux variations des performances
zootechniques des animaux d’élevage ; c’est une solu-
tion pour étudier les QTL dans I'ensemble des popula-
tions animales (Kruglyak 1999). Nous pourrons égale-
ment quantifier globalement la ‘réactivité’ du génome
aux variations de I'environnement et aux agressions
des pathogénes, apprécier la diversité génétique des
especes et assurer une ‘tracabilité’ des produits de
I'agro-alimentaire.

Les différentes stratégies de cartographie comparée
présentées dans cet article ont permis d'obtenir des
premiéres cartes comparées génétique et physique des
génomes des animaux en utilisant principalement des
données disponibles essentiellement chez I'Homme.
Cette activite - comme les autres concernant le géno-
me - devient globale et systématique et ceci en accord
avec l'accumulation des données dans un plus grand
nombre d'especes. Dans ce cadre, les initiatives de

séquencage deviennent prépondérantes. La comparai-
son des séquences d’ADN est un travail de bioinfor-
matique, activité dite ‘in silico’, qui consiste a intégrer
au mieux les données de séquences - devenant la base
de I'analyse dans les comparaisons des génomes - avec
des données supplémentaires aussi différentes que les
localisations chromosomiques, les fonctions et les
régulations des genes orthologues® décrites dans
chaque espéce.

1/ Le concept de la cartographie
comparée

La cartographie comparée consiste a déterminer les
régions chromosomiques homologues conservées
dans plusieurs espéces. Il convient de préciser ces
homologies de plus en plus finement.

Les génomes des vertébrés, et plus précisément des
mammifeéres, sont batis avec un plan d’ensemble assez
commun. Celui-ci a été par la suite plus ou moins
‘brouillé’ par la spéciation, mais I'organisation spatiale
des génes est souvent restée semblable pour les diffé-
rentes especes. La comparaison de toutes les especes
entre elles doit, & terme, permettre de comprendre
guelques grands mécanismes de I'évolution et relier la
localisation des génes sur les chromosomes a leurs
fonctions dans la cellule. On utilise actuellement, de
facon pragmatique, les données partielles obtenues
dans une espéce pour faire des hypothéses sur la
structure génomique locale dans une autre et progres-
ser ainsi plus vite dans la recherche des QTL et des
génes majeurs.

@ Un géne orthologue est un géne homologue dans différentes espéces ayant le méme géne ancétre provenant du plus

proche ancétre commun.
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L'assignation a un chromosome permet de détec-
ter la conservation de synténies, c'est-a-dire la loca-
lisation d’un ou plusieurs génes homologues sur les
chromosomes homologues de deux (ou plusieurs)
especes. L'étude, dans les différentes espéces, de
I'ordre des génes permet de définir d’'une part des
segments conservés, c’est-a-dire des associations
synténiques de deux génes (ou plus) non interrom-
pues par d'autres fragments chromosomiques, et,
d’autre part, des segments d’ordre conservé, c'est-a-
dire des associations synténiques de plusieurs
genes localisés dans le méme ordre sur les chromo-
somes homologues de deux espéces.

Ces données permettent d’augmenter le nombre
de marqueurs disponibles dans une zone chromoso-
mique ou un géne majeur ou un QTL ont été repérés.
Prenons un exemple : sur le chromosome p du porc,
nous avons repéré une région qui contient un géne,
pour le moment inconnu, intervenant de fagon
majeure dans la vitesse de croissance de I'animal.
Trois marqueurs génétiques permettent de délimiter
une zone de quelques cM a l'intérieur de laquelle se
trouve ce gene. En étudiant les données disponibles
sur la carte humaine, on constate que ces trois
genes marqueurs (les versions supposées ortho-
logues de ces genes) sont également synténiques
chez I'Homme. Ils sont localisés dans une zone res-
treinte a quelques cM sur le chromosome humain h
dans une région bien connue. Des recherches plus
nombreuses chez I'Homme ont permis d’isoler aux
alentours un grand nombre de marqueurs supplé-
mentaires. Ces marqueurs sont potentiellement uti-
lisables et donnent de nouvelles informations sur la
zone du chromosome p du porc. Bien entendu, il
sera parfois difficile ensuite de trouver un phénoty-
pe équivalent chez 'Homme et de pister directe-
ment un gene candidat.

Plusieurs résultats montrent I'intérét zootech-
nigue de ces méthodes pour caractériser un géene et
la mutation responsable d’'un phénotype remar-
quable. Les deux exemples les plus typiques sont
d’'une part la recherche du gene halothane chez le
porc (McCarthy et al 1990) et, dautre part, la
recherche du géne culard chez les bovins (Grobet et
al 1997). Des exemples plus actuels concernent le
gene RN chez le porc, le géne Booroola chez le mou-
ton et le géne PIS chez la chévre.

2 | Les grandes étapes des progres
méthodologiques

On peut discerner quatre types d’approche :

- créer le plus possible de points d’ancrage, c’est-
a-dire de reperes, communs aux différents
génomes. On utilise alors des genes faciles a com-
parer et a étudier d’'une espéce a l'autre ;

- localiser physiquement des genes sur les chro-
mosomes. On utilise des panels d’hybrides, cellu-
laires ou d’irradiation, ou des hybridations in situ
sur des chromosomes en métaphase ;

- hybrider in situ avec des sondes complexes sur
les chromosomes pour évaluer les grandes régions
d’homologie sur I'ensemble des chromosomes. Il
s'agit d’expériences de ‘painting’ ;

- réaliser la collection systématique des genes de
chaque espéce et comparer les structures des
génomes ‘in silico’. Il s’agit, dans ce dernier cas, de
I'approche bioinformatique.

Une bréve présentation historique est nécessaire.
Pour comparer les génomes, on a utilisé essentielle-
ment des méthodes de cartographie physique. Dans
un premier temps (a partir de 1980), les recherches
ont porté sur I'analyse de I'expression des protéines
dans des hybrides cellulaires inter-spécifiques. Les
premiéres comparaisons ont concerné la conserva-
tion éventuelle de synténies d’'une espéce a l'autre.
Rapidement, la biologie moléculaire a permis lI'ana-
lyse de I'’'ADN des génes, qu'’ils soient ou non expri-
meés sous forme de protéines dans I'hybride cellulai-
re. Cette analyse devenait donc plus globale et plus
fiable. Néanmoins, elle restait complexe car réalisée
par une technique assez laborieuse (RFLP et
Southern Blotting) et avec des sondes d’ADN sou-
vent, a cette époque, d’origine humaine qui ne fonc-
tionnaient pas toujours tres bien sur I’ADN des ani-
maux étudiés.

Les premiéres cartes physiques composées de
groupes de synténie sont apparues, permettant
I’étude du maintien ou non de ces synténies d'une
espéce a l'autre. L'assignation des genes sur un
chromosome était rarement réalisée vu la com-
plexité du caryotype des hybrides cellulaires.
Néanmoins, quelques assignations sur un chromo-
some ou fragment de chromosome ont été effec-
tuées de cette facon. Ce type d’analyse, fort com-
plexe a I'époque et peu sdr, a été rapidement laissé
de c6té. En 1990, alors que chez 'Homme on dispo-
sait déja d'une carte génétique, certains chromo-
somes étaient encore dépourvus de tout marqueur
dans les espéces d'élevage. Un grand nombre de
groupes de liaison et certaines synténies n'étaient
pas assignées a un chromosome (moins de 40 génes
étudiés chez le porc par exemple).

Lhybridation in situ s’est développée dés que
I'usage des sondes d’ADN s’est répandu (a partir de
1985). Elle permet une localisation sur un chromo-
some et pas seulement une assignation. Il a fallu,
pour plus d'efficacité, essayer de récupérer des
sondes d’ADN spécifiques de I'espéce. Les pre-
mieres localisations in situ ont été obtenues par
une méthode laborieuse d’hybridation avec des
sondes marquées au tritium. Rapidement est appa-
rue I'hybridation in situ en fluorescence (FISH :
Fluorescence In Situ Hybridisation) que I'on pra-
tigue beaucoup actuellement. Sa sensibilité est
excellente avec les grands vecteurs de clonage (cos-
mides, BAC).

D’importants programmes de cartographie, aux-
quels participe I'INRA (Gellin et Grosclaude 1991),
ont été initiés en Europe : pour le porc en 1990
(PiGMaP, A. Archibald, Roslin Institute, UK), pour
les bovins en 1992 (BovMap, H. Levéziel, INRA),
puis pour la poule en 1996 (ChickMap, D. Burt,
Roslin Institute, UK). Simultanément, des proto-
coles expérimentaux de grande ampleur étaient mis
en place a I'INRA pour recueillir des informations
sur les performances des animaux et chercher des
QTL. C'est dans ce contexte général et pour accélé-
rer ces travaux que la cartographie comparée s'est
développée.

Avec l'utilisation systématique de la technique
PCR, les données s'accumulent maintenant trés
vite. Les panels d’hybrides cellulaires permettent
une analyse plus fine. Le contenu en chromosomes
ou fragments de chromosomes de chaque hybride
est étudié par des méthodes de painting (Yerle 2000,
cet ouvrage) et I'analyse de synténie est ainsi asso-
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ciée a une localisation plus ou moins précise du
gene sur un chromosome. L'analyse des panels d’hy-
brides d'irradiation représente la méthode de locali-
sation la plus récente et la plus fine (Yerle 2000, cet
ouvrage). Ce niveau d'analyse est devenu nécessai-
re avec I'obtention des cartes de plus en plus denses
qui apparaissent a I'heure actuelle.

3 / Localisation systématique de
génes dans différentes especes

3.1/ La méthode ZooPCR

L'idée pour comparer les génomes a été de locali-
ser dans d'autres espéces des geénes bien connus
localisés chez 'Homme et la souris. Ce sont des
genes essentiels au métabolisme de base des cel-
lules, qui sont exprimés sous forme de protéines
dans tous les tissus. lls sont utilisés ici comme mar-
queurs physiques (des balises en quelque sorte) pla-
cés sur un chromosome permettant d’accumuler
des données de synténie. Aprés une analyse géné-
tique adéquate, ils peuvent devenir des marqueurs
génétiques s'ils sont polymorphes. Appelés mar-
queurs de type | ou «d’ancrage», ils sont a opposer
aux marqueurs de type Il, comme les microsatel-
lites, trés polymorphes mais qui ne permettent pas,
en général, la transposition de I'information d’'une
espece a l'autre.

Une coordination de ces recherches a été propo-
sée par O'Brien et al (1993) qui ont publié une liste
de 321 locus d'ancrage. L'idée essentielle était de
coordonner et focaliser les efforts afin d’optimiser
les possibilités de comparaison de I'ensemble des
vertébrés. Ces locus, localisés dans les deux
espéeces (Homme et souris), ont également été choi-
sis pour couvrir au mieux les chromosomes
humains en espérant observer également une bonne
distribution dans les autres espéces. Cependant,
cette premiére liste désignait des génes ne couvrant
pas vraiment tous les chromosomes humains. A
cette époque ces marqueurs étaient étudiés avec la
technique RFLP et le Southern Blotting (Riquet et
Pitel 2000, cet ouvrage) sur un panel d’hybrides cel-
lulaires. Cette technique n’était pas simple a mettre
en ceuvre. Les hybridations in situ pouvaient égale-
ment étre utilisées, mais en marquant les sondes au
tritium, ce qui n’était pas aisé non plus. Cette initia-
tive a néanmoins orienté le choix de génes a locali-
ser et a facilité la synthése des données recueillies
dans le cadre de publications réguliéres par O'Brien
et ses collaborateurs.

Le concept de O'Brien et al (1993) a été repris
dans le cadre des nouvelles possibilités techniques
de la PCR. Les séquences d’ADN de nombreux
genes sont maintenant disponibles. Ces données ‘in
silico’ sont souvent recueillies pour différentes ver-
sions orthologues du méme géne aprés des études
dans diverses espéces. La comparaison de ces
séquences permet de définir des amorces ‘consen-
sus’ qui, en PCR, amplifient le géne correspondant
dans différents génomes suffisamment apparentés.
Afin de vérifier que les amorces ont bien fonctionné
et bien amplifié le gene ciblé, la spécificité du pro-

duit obtenu est contrélée par séquencage. Ces
méthodes (ZooPCR) ont permis d'ajouter beaucoup
de nouveaux marqueurs de type | sur les cartes des
animaux domestiques. Des approches différentes,
mais tres similaires, ont été présentées dans la litté-
rature (CATs, TOASTs, ComparEST, COMPASS...).
Dans tous ces cas, les localisations sont obtenues
avec des panels d’hybrides cellulaires ou les panels
d’hybrides d’irradiation disponibles chez les bovins,
le porc et bientdt chez la poule.

Lyons et al (1997) ont prolongé linitiative de
O'Brien en sélectionnant des amorces pour les
genes sélectionnés : 537 génes ont été répertoriés et
des amorces consensus ont été caractérisées pour
une utilisation potentielle chez les vertébrés. Des
amorces ont été finalement définies pour 410 génes
qui ont été appelés des CATs (Comparative Anchor
Tagged Sequences).

Dans le cas des CATs, les amorces sont en général
définies dans des exons consécutifs, I'idée étant
d’'optimiser les différences dans la taille des frag-
ments amplifiés entre les différences especes et de
faciliter la localisation des génes. La localisation
effectuée avec des hybrides cellulaires ou d'irradia-
tion (hamster ou souris / animaux domestiques,
porc, bovins) aboutit souvent a I'amplification du
gene dans les deux espéces composant I’hybride. Si
la différence de taille des deux produits d’amplifica-
tion est suffisamment grande, un simple gel d'aga-
rose suffit pour la visualisation et I'analyse des
clones positifs et négatifs. Dans le cas contraire, il
est nécessaire d'utiliser des gels SSCP plus résolu-
tifs mais plus compliqués a mettre en ceuvre et
d’'optimiser la probabilité de trouver un polymor-
phisme du géne dans chaque espéce grace a la par-
tie non codante amplifiée. Dans le cas des CATs, le
choix des séquences consensus est en fait orienté
pour amplifier correctement I’ADN du chat (espéce
favorite des auteurs de la méthode). Ces amorces
fonctionnent en effet avec un bon pourcentage pour
cette espece. L'usage des CATs pour les autres
especes comme le porc et les bovins donne des
résultats variables et pas toujours faciles a interpré-
ter. Les choix des auteurs ont des inconvénients
importants. En effet, les amorces choisies de part et
d’autre d'un intron donnent comme on l'a vu des
produits de taille variable d’une espéce a I'autre. Cet
effet positif est contrebalancé par le fait qu'il est
souvent difficile d’affirmer qu’il s’agit bien d’une
amplification spécifique, c'est-a-dire de I'amplifica-
tion du géne orthologue. En fait, il est recommandé
dans tous les cas de séquencer le produit obtenu
pour une vérification finale, ce qui alourdit beau-
coup les expériences.

Les initiatives sur les marqueurs d’ancrage ont
permis de faire progresser les cartes comparées et
ont aussi popularisé le concept d’amorces consen-
sus malgré les résultats en demi-teinte de I'ap-
proche CATs. Les choix, pour définir les amorces
consensus, n'‘ont pas toujours été des plus perti-
nents. Des résultats ont néanmoins été publiés
(Lyons et al 1999).

De nouveaux marqueurs d’ancrage ont également
été proposés avec des criteres différents de choix de
séquences d’amorces consensus. Les TOASTSs (Traced
Orthologous Amplified Sequence Tags) ont été récem-
ment développés par Jiang et al (1998).Comme pour
les CATs, des couples d’amorces spécifiques de 146
génes orthologues ont été choisis aprés comparaison
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de séquences de différentes espéces pour les utiliser
en cartographie comparée. Cependant, ces marqueurs
TOASTSs sont plus prometteurs pour la cartographie
comparée, notamment chez le porc, puisque les
amorces correspondantes ont essentiellement été
choisies sur des séquences porcines et en excluant la
plupart du temps des séquences introniques.
Aujourd’hui, sur ces 146 TOASTSs, 50 genes sur 66 tes-
tés ont été localisés et séquencés. Beaucoup des loca-
lisations obtenues sont en accord avec les données de
cartographie comparée déja recueillies. Actuellement
les TOASTSs sont testés chez le chien (Vignaux et al
1999) et aussi utilisés pour isoler les BAC correspon-
dants chez le cheval (G. Guérin, communication per-
sonnelle).

Depuis 1996, notre groupe s'est engagé avec d’autres
dans des programmes d'utilisation d'étiquettes (ou
EST : expressed sequence tags) humaines comme
outil de cartographie des génomes des vertébrés. Le
but est également de multiplier les points d'ancrage
sur les différents génomes étudiés. Le Généthon nous
a fourni les amorces humaines correspondant a des
EST finement cartographiées chez 'Homme avec un
panel d’hybrides d’irradiation. Dans le cadre du projet
de cartographie humaine, les chercheurs du Généthon
ont testé en ZooPCR environ 10 000 EST sur 'ADN de
porc, de beeuf, de chien et de souris. Les amorces qui
amplifient 'ADN de ces différentes especes ont éte
fournies aux laboratoires impliqués dans la cartogra-
phie des espéces en question : 10 % des amorces ampli-
fient '’ADN d’au moins une espéce autre que 'Homme.
344 EST ont été testées chez le porc et 600 chez les
bovins. Aujourd’hui, aprés analyse sur les panels d’hy-
brides cellulaires de chaque espéce, 65 EST sont loca-
lisées chez le porc et 120 chez les bovins.

La synthése des résultats reste a faire. Un certain
nombre d’EST ont été testées chez la souris ou le
chien. Il semble difficile d’obtenir des EST consensus,
c'est-a-dire fonctionnant chez de nombreuses espéces.
En effet, ces EST sont trés peu nombreuses contraire-
ment a ce que I'on espérait au début du projet et sont
les plus difficiles & utiliser. D’une part, ils amplifient,
comme attendu, I’ADN du hamster présent dans les
hybrides cellulaires aussi bien que 'ADN de I'espece
et, d'autre part, donnent souvent la méme taille d'am-
plification pour toutes les espéces. Ceci oblige, pour
I'analyse sur des panels d’hybrides cellulaires, a utili-
ser des méthodes de séparation d’ADN sur gel plus
sophistiquées gu'un classique gel d’'agarose.

H. Lewin et collaborateurs ont voulu rendre encore
plus systématique cette idée de comparaison. Ces
auteurs définissent une nouvelle notion pour la carto-
graphie comparée qu'ils intitulent COMPASS
(COmparative Mapping by Annotation and Sequence
Similarity ; Ma et al 1998, Ozawa et al 2000). Les don-
nées de séquences recueillies dans les bases interna-
tionales sont analysées pour prédire la localisation des
EST bovines en se basant sur I'ensemble des informa-
tions plus ou moins complétes de cartographie com-
parée. lls ont localisé ainsi ‘in silico’ plus de 1000 EST.
De l'ordre de 100 EST ayant un géne humain ortho-
logue ont été réellement localisées sur un panel d’hy-
brides d'irradiation et beaucoup se localisent dans la
zone attendue. Cette approche COMPASS préfigure la
cartographie comparée de demain qui sera essentielle-
ment fondée sur la gestion bioinformatique des don-
nées de localisations chromosomiques des séquences
spécifique obtenues dans chaque espéce.

3.2/ Les méthodes FISH, de painting et
ZooFISH

Parallélement aux approches de biologie molécu-
laire, la cartographie essentiellement cytogéné-
tique a permis le développement d’une connaissan-
ce moins précise mais plus systématique et globale
des similitudes entre les génomes des mammifeéres.

Le ‘painting hétérologue’ consiste a utiliser une
sonde complexe spécifique d'un chromosome
d'une espéce donnée et de I'hybrider (par FISH)
sur les chromosomes en métaphase d’'une autre
espéce, afin de déterminer les équivalences au
niveau chromosomique. Cette technique permet
d’obtenir une vue générale comparée de la structu-
re des génomes des mammiféres et de définir les
grands fragments de synténie conservés. Les
détails comme I'ordre des génes et les limites
exactes des fragments conservés ne peuvent ici
étre analysés ; on obtient uniquement un schéma
général de comparaison. Cette approche, d’abord
mise au point pour déterminer les homologies
entre les chromosomes humains et ceux de divers
primates, a été ensuite appliquée a la comparaison
des chromosomes humains avec ceux de mammi-
féres plus éloignés sur le plan phylogénétique, tels
que le porc et le bovin.

Des hybridations de I'ADN de chaque chromoso-
me porcin ont été effectuées sur des chromosomes
humains en métaphase, et I'expérience a également
été réalisée dans le sens inverse, c’est-a-dire une
hybridation des sondes spécifiques de chaque
chromosome humain sur des chromosomes de
porc en métaphase. Ce processus bidirectionnel de
painting a permis de déterminer les homologies
entre les chromosomes des deux espéces segment
a segment (tableau 1 et figure 1, Goureau et al
1996).

Des études similaires ont été réalisées entre
I'Homme et les bovins et entre le porc et les bovins.
La synthése de I'’ensemble de ces données permet
d’établir les homologies entre les chromosomes
humains, porcins et bovins. Elles sont d’une grande
aide dans des stratégies de recherche de génes can-
didats. Par exemple, pour I'étude du géne porcin
RN, localisé sur Sscr 15 (Sscr 15 pour Sus scrofa
chromosome 15). Cette région du Sscr 15 étant
équivalente a la région Hsap 2q12-937 (Hsap 2 pour
Homo sapiens chromosome 2), des recherches de
nouveaux marqueurs et de génes candidats ont été
entreprises dans cette zone du chromosome
humain (Milan et al 2000, cet ouvrage).

Les résultats de painting chez le porc sont
détaillés sur le site internet du Laboratoire de
Génétique Cellulaire - INRA Toulouse (http://www.
toulouse.inra.fr/lgc/pig/compare/compare.htm) et,
pour les animaux d’élevage en général, dans une
revue de Chowdhary et al (1998). Aujourd’hui, ce
travail a été réalisé dans les principales especes
zootechnigues comme les bovins, le porc, le lapin,
le mouton et le cheval. Des effort complémentaires
doivent étre faits chez la poule, espéce pour laquelle
un painting hétérologue n'a pu étre obtenu jusque
la. Des essais sont en cours actuellement sur les
génomes de la poule et du canard (A. Vignal, com-
munication personnelle).
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Tableau 1. Schéma général des homologies entre les
chromosomes humain et porcin.

La technique de painting hétérologue (voir le texte) per-
met d’obtenir une vue générale comparée de la structu-
re des génomes des mammiferes et de définir les grands
fragments de synténie conservés. Les détails, comme
I'ordre des geénes et les limites exactes des fragments
conservés, ne peuvent ici étre analysés ; on obtient uni-
guement un schéma général de comparaison.

Hsap pour Homo sapiens et Sscr pour Sus scrofa.

Les résultats de painting chez le porc sont détaillés sur
le site internet du Laboratoire de Génétique Cellulaire -
INRA Toulouse (http:/Mmww.toulouse.inra.fr/lgc/pig/compa-
re/compare.htm)

ggggno- Correspondances avec
humain les chromosomes porcins
Hsap1l | Sscr04, Sscr06, SscrQ9, Sscr 10, Sscr 14
Hsap2 | Sscr03, Sscr 15

Hsap 3 Sscr 13

Hsap 4 Sscr 06 , Sscr 08, Sscr 15, Sscr 17
Hsap 5 Sscr 02, Sscr 16

Hsap 6 Sscr 01, Sscr 07

Hsap 7 Sscr 03, Sscr 09, Sscr 18

Hsap 8 Sscr 04, Sscr 14, Sscr 15

Hsap 9 Sscr 01, Sscr 10, Sscr 14
Hsap 10 | Sscr 10, Sscr 14

Hsap 11 | Sscr 02, Sscr 09

Hsap 12 | Sscr 05, Sscr 14

Hsap 13 | Sscr 1l

Hsap 14 | Sscr 01, Sscr 07

Hsap 15 | Sscr 01, Sscr 07

Hsap 16 | Sscr 03, Sscr 06

Hsap 17 | Sscr 02, Sscr 12

Hsap 18 | Sscr 01, Sscr 06

Hsap 19 | Sscr 02, Sscr 05, Sscr 06, Sscr 07
Hsap 20 | Sscr 17

Hsap 21 | Sscr 06, Sscr09, Sscr 13
Hsap 22 | Sscr 05, Sscr 14

Figure 1. Comparaisons entre le chromosome 7 porcin (Sscr 7) et les fragments équivalents sur des chromosomes

humains (Hsap 6, 14, 15, 19).

Des hybridations de 'ADN de chaque chromosome porcin ont été effectuées sur des chromosomes humains en méta-
phase, et I'expérience a également été réalisée dans le sens inverse, c’est-a-dire hybridation de 'ADN de chaque chro-
mosome humain sur des chromosomes de porc en métaphase. Ce processus bidirectionnel de painting a permis de
déterminer les homologies entre les chromosomes des deux especes segment a segment (Goureau et al 1996). Des
marqueurs de type | (voir le texte) sont également indiqués et complétent la comparaison.

Hsap 19

Y
MOKZMOKZ‘
MPI
ANPEP .
IKBA
WARS
NP |CKB
AACT or
P DNCL
IGA| GGl WARS
PKM2][TCRA
TGFB3
Sscr 7
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La localisation cytogénétique (par FISH notam-
ment) de génes identifiés et de clones a grandes
insertions (BAC) contenant des génes ou des mar-
queurs génétiques est devenue I'approche fonda-
mentale pour I'établissement des homologies entre
génomes. Elle est maintenant potentiellement tres
utile, car il est démontré que I'on peut utiliser systé-
matiquement des BAC comme marqueurs d’ancra-
ge.
Schibler et al (1998) augmentent le nombre de
marqueurs de type | en fabriquant des amorces a
partir des informations ‘in silico’ sur la séquence de
genes localisés sur le génome humain et isolent, par
hybridation hétérologue, des BAC de chévres. Ces
BAC sont localisés in situ et constituent autant de
points de comparaison avec I'Homme. Ces BACs
ont également été localisés par FISH sur le génome
du porc (166 BACs de chévre ont été testés sur le
génome du porc, 114 ont été localisés sur le génome
du cheval).

Chez la poule, les nombreux microchromosomes,
impossibles a différencier par des méthodes de
«banding» classique, ont été «étiquetés» en utilisant
des BAC en FISH et par analyse du marquage des
sondes en deux couleurs (Fillon et al 1998). Il faut
également noter que ces BAC de poule semblent
fonctionner a 100 % sur le génome du canard (V.
Fillon, communication personnelle).

Les BAC présentent donc aujourd’hui un intérét
fondamental pour multiplier les points de compa-
raison entre plusieurs espéces. Toutes ces études en
ZooFISH utilisant des BAC contenant un gene sont
remarquablement efficaces. lls représentent le
meilleur compromis entre des vecteurs de clonage
permettant des insertions plus grandes mais struc-
turellement souvent chimériques et plus difficiles a
obtenir comme les YAC (extraction, préparation de
I’ADN). Les cosmides, quant a eux, ne clonent que
des petits fragments d’ADN. De plus, nous avons
constaté que les YAC sont plus difficiles que les
BAC a utiliser dans les conditions d’hybridation
hétérologue. lls donnent souvent des résultats en
FISH faibles ou non exploitables quelles que soient
les techniques utilisées pour préparer une sonde
fluorescente a partir de I’ADN de I'insertion. A cette
remarque il faut ajouter le fait que les grands projets
de «contigage» qui prendront corps rapidement
chez le porc, les bovins et la poule seront effectués
comme chez I'Homme avec des BAC. La possibilité
de croiser les données ‘in silico’ ou de FISH pour
comparer «<BAC a BAC» I'ordre des génes dans des
régions entieres de génomes de différents mammi-
féres sera probablement trés utile pour une aide a la
réalisation des cartes a haute densité. Les banques
de BACs sont maintenant disponibles pour toutes
les especes majeures (Rogel-Gaillard 2000, cet
ouvrage). Ces banques doivent étre bien représenta-
tives, suffisantes en terme d’équivalent génome et
étre constituées de clones avec de grandes inser-
tions non chimériques.

4 | Vers une carte complete du
génome pour chaque espéce

Malgré les résultats obtenus par ZooFISH et
ZooPCR, cette activité de comparaison au sens
strict a ses limites. Il est maintenant impératif
d’isoler les génes spécifiques de chaque espéce et
d’assurer ainsi une analyse compléte du génome.
Les banques d’ADNc obtenues chez 'Homme et
la souris ne sont pas suffisantes, ni pour I'étude
des QTL, ni pour isoler les génes que nous
recherchons chez les animaux domestiques. Il
faut en effet éviter une analyse trop complexe
sur des genes orthologues avec souvent des
familles de génes différemment structurées d’une
espece a l'autre, avec des différences fonction-
nelles importantes entre génes apparentés (sché-
mas d’expression, «enhancers», isoformes et
dosage de génes). L'analyse de la séquence des
genes ne permet pas toujours de discerner sans
ambiguité les orthologies des paralogies @, par
exemple pour les génes appartenant a des
familles multigéniques complexes.

Le Comité de suivi sur la génomique animale
entre les USA et I'Europe ®, qui a été créé en 1998
a I'occasion d’une réunion a Bruxelles (activités
de la commission européenne DG XIl) a proposé
de retenir comme actions prioritaires les travaux
sur l'isolement des EST et sur la bioinformatique
(isolement de banques d’ADNc a partir de diffé-
rents organes des especes majeures - bovin, porc,
poule, saumon - séquencage, localisation et inté-
gration des données dans des bases de données).
Cette priorité a été récemment rappelée dans un
workshop Hugo sur la cartographie comparée
(Gellin et al 1999).

De nombreuses initiatives sont déja engagées
dans ce sens. En Europe, le programme Genetpig
(Genes controlling economic traits in pig, 1999-
2000) consiste a localiser 800 nouveaux génes sur
le génome du porc en utilisant des banques
d’ADNc isolés de différents organes. CompRad
(Comparative Radiation hybrid mapping) est un
programme équivalent chez les bovins. Ces deux
projets doivent étre considérés comme des pro-
grammes pilotes dans ce domaine.

Il s’agit de créer un répertoire trés large des
génes exprimés (50 000 a 100 000 séquences). A
terme, l'objectif est un répertoire exhaustif de
tous les genes exprimés de l'espéce étudiée.
Cette information, qui sera alors complémentaire
de la connaissance totale de génomes des verté-
brés (Homme, souris, tétraodon ou fugu), per-
mettra d’accéder rapidement a I'identification de
génes impliqués dans la variabilité de fonctions
(analyse fonctionnelle), ainsi qu'a I'analyse géné-
tigue dans les populations (identification de

@ Des genes paralogues sont des genes qui se ressemblent chez un individu et qui appartiennent a une méme famille multigénique. lls
peuvent étre synténiques ou pas. lls sont issus d’une duplication ancestrale.

@ Steering group on Farm Animal Genomics. Dave Burt et Jim Womack sont les coordinateurs Europe/USA de ce groupe composé de
6 membres (3 pour les USA et 3 pour I'Europe, dont deux membres INRA).
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QTL) par la possibilité de définir de nombreux
polymorphismes SNP (marqueurs de type IIlI).
Ces données serviront bien entendu aux futurs
travaux de cartographie génétique comparée.

5/ Synténie et ordre des genes :
des idées nouvelles

En I'état actuel des connaissances, il est intéressant
de s'interroger sur I'existence de mécanismes spéci-
fiques pour I'évolution des génomes des mammiferes.
Les méthodes de localisation des génes sont nom-
breuses et deviennent plus précises (localisation
génétique en cM ou localisation physique en cR).
Nous pouvons maintenant ordonner les génes avec
une grande fiabilité et poser la question de la
conservation de cet ordre d'une espéce a l'autre
dans les zones de synténies conservées. Des travaux
sur la souris et sur I'Homme ont mis en évidence un
nombre insoupgonné de réarrangements internes
(Carver et Stubbs 1997). Mais la comparaison des
cartes de ces deux espéces a montré des particula-
rités que l'on ne peut pas généraliser aux autres
mammiferes.

Des panels d’hybrides d’irradiation permettent de
faire ce travail dans d’autres espéces. Les réarran-
gements sont fréquents, mais leur nombre et leur
nature dépendent de la zone étudiée. Des comparai-
sons ont été réalisées entre les bovins et la chévre
(Piumi et al 1998). Sun et al (1999) ont présenté une
comparaison détaillée de l'ordre des génes chez
I'Homme (Hsap 3) et le porc (Sscr 13) dans une zone
de synténie considérée comme conservée aprés des
études de painting hétérologue et montré I'existen-
ce de remaniements. Yang et Womack (1998) utili-
sent, quant a eux, la cartographie par hybrides d'ir-
radiation en paralléle dans les deux espéces qu'ils
comparent, réalisent un «paralleled RH mapping» et
montrent qu'il y a beaucoup de remaniements dans
les zones clairement définies jusque la comme des
zones de synténie conservées.

Nous devons faire la synthése de tous ces résul-
tats et de ceux qui vont s'accumuler maintenant tres
vite suite a la grande disponibilité prévisible des
EST, des panels d’hybrides d’irradiation dans la
majorité des espéces et du ‘contigage’ systématique.
L'existence fréquente de recombinaisons dans les
régions réputées conservées entre especes pose le
probléeme des limites de I'approche comparée.
Celle-ci peut devenir complexe a I'échelle plus pré-
cise de quelques kb quand on recherche un géne
particulier. On peut espérer que, dans de nombreux
cas, il y aura conservation de I'ordre. Des exemples
de grande conservation ont permis d'isoler rapide-
ment des génes comme ceux du syndrome halotha-

ne chez le porc et de la myostatine dans le phénoty-
pe culard chez les bovins. Néanmoins, ces difficul-
tés probables justifient, I'acquisition d’'une connais-
sance la plus compleéte possible sur chaque espeéce.

6 / Laide de I'informatique

Nous assistons a une accumulation trés importan-
te de données de séquencgage. L'analyse de ces
séquences deviendra a terme I'outil fondamental de
comparaison des génomes, la référence pour les
comparaisons étant, pour I'ensemble des mammi-
feres, la carte humaine et, secondairement, la carte
de la souris. Des informations complémentaires
(parentés évolutives, géographiques, fonctionnelles,
structurales) seront collectées et combinées d'une
fagcon systématique en continuant les comparaisons
entre mammiféres mais également chez des verté-
brés particuliers comme le fugu, le Tetraodon
nigroviridis, qui posséde des génomes compactes,
et la poule, au génome en partie compacté. Ainsi,
nous pourrons lever les ambiguités de localisation
dans le cas de genes paralogues ou appartenant a
des familles de génes. Ces données sont globale-
ment difficiles & utiliser. Trés disparates, elles sont
obtenues avec des méthodes plus ou moins pré-
cises. Les données utilisables sont, d'une part les
résultats de liaison génétique (analyse génétique
des familles informatives), exprimés en cM, et
d’'autre part les résultats de cartographie physique
(analyse des panels d’hybrides d’irradiation), expri-
meés en cR. Dans les deux cas, on a une bonne idée
de I'ordre des genes dans différentes espéces, ce qui
constitue un cadre pour la localisation la plus pro-
bable d’un nouveau géne. Les données complémen-
taires sont issues de cartographie physique, par
exemple de painting et bien entendu de localisation
chromosomique d’EST, de BAC et apres ‘contigage’
de ces éléments.

Conclusion

Des avancées trés importantes ont déja été obte-
nues par comparaison des cartes des différents
espéces animales. Aujourd’hui le développement
rapide des cartes génétiques a haute densité entrai-
ne une nécessaire évolution des concepts dans ce
domaine. Les banques de BACs et les banques
d’ADNc spécifiques d'organes et d’espéces repré-
sentent désormais les deux outils de base pour
construire des cartes détaillées. Les grands projets
de ‘contigage’ seront effectués avec des BAC, et les
collections de genes seront réalisées avec des
banques d’ADNc de référence. L'analyse des
séquences d’ADN devient de plus en plus le point
central de I'activité de comparaison des génomes et
cette nouvelle orientation suppose des développe-
ments informatiques conséquents.
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