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4 - Recherche de genes associés
a des fonctions

Cartographie fine
d’un gene : bilan INRA
et autres résultats
marquants

Résumeé. Plusieurs programmes de cartographie fine et d’identification de génes majeurs sont
actuellement en cours a U'INRA, et certains ont abouti (caséine, RN) ou devraient déboucher
rapidement sur l'identification de la mutation causale (PIS, Polled, Booroola). Les caractéris-
tiques des principaux programmes sont présentées, ainsi que les raisons de leur progression.
Les possibilités d’amélioration a court terme sont discutées.

On peut estimer, avec Georges et Andersson
(1996), que la génétique moléculaire s’est réelle-
ment développée a partir du moment ou la mise en
évidence des microsatellites a fourni les marqueurs
génétiques polymorphes, nombreux et d'usage rela-
tivement simple, qui étaient nécessaires au typage a
grande échelle. Au cours de la derniere décennie,
I'INRA a développé plusieurs programmes de loca-
lisation et d’identification de genes majeurs, dont
I'existence avait été préalablement démontrée par
une étude statistique de la distribution des perfor-
mances dans des pedigrees. Ces génes avaient été
mis en évidence dans la plupart des especes domes-
tiques (bovin, porc, poule, mouton, chévre, lapin) et
concernent une grande variété de caracteres (quali-
té de la viande ou du lait, résistance aux maladies,
efficacité alimentaire, prolificité, déterminisme du
sexe, etc). Dans plusieurs cas (PIS, RN et Booroola
notamment), le gene pertinent agit comme un fac-
teur clé dans un systeme biologique encore mal
connu (déterminisme du sexe, développement mus-
culaire et qualité de la viande, ovulation), son iden-
tification présente donc un intérét scientifique évi-
dent. Trois exemples, ceux des genes EAC chez les
bovins, PIS chez la chevre et RN chez le porc, sont
présentés dans d’autres articles de cet ouvrage. Les
stratégies utilisées ne seront pas détaillées ici, mais
les caractéristiques principales des programmes en
cours seront brievement présentées, en insistant
sur les raisons majeures de succes ou parfois
d’échec de ces programmes.

1 / Méthodologie

Jusqu’a maintenant, les différents programmes
d’identification de génes menés a 'INRA I'ont été de
facon relativement similaire. IIs ont été basés sur
des analyses classiques de ségrégation dans des
familles informatives, avec leurs trois étapes suc-
cessives : une premiere mise en évidence d’'un mar-
queur lié, la cartographie fine de la région chromo-
somique portant le gene étudié et, enfin, I'inventaire

et I'analyse des séquences codantes de la région
(Eggen 2000, cet ouvrage). Pour que ce type d’ana-
lyses familiales soit efficace, il est nécessaire de dis-
poser non seulement d'un nombre suffisant de
familles et de marqueurs, mais aussi d'une classifi-
cation satisfaisante du génotype des animaux au
locus du gene majeur supposé. Ces conditions sont
généralement remplies chez les especes d’intérét
zootechnique, ce qui explique 'homogénéité des
stratégies utilisées. Les principales différences
entre les programmes tiennent a I'importance plus
ou moins grande qui a été donnée aux différentes
méthodes possibles de cartographie fine : suivant
les cas, 'accent a été mis sur les hybrides d’irradia-
tion (RN), I'étude détaillée d’'un contig de BAC (PIS)
ou la cartographie comparée (Booroola).

1.1 / Animaux

Le nombre d’animaux informatifs des pro-
grammes INRA était en général de quelques cen-
taines (de 300 pour PIS a un millier pour RN), ce qui
est largement suffisant pour une premiere localisa-
tion et donne ensuite une précision potentielle de
I'analyse de liaison de moins d’'un centimorgan. Ces
tailles de population peuvent, lors de I'étape de car-
tographie fine, se révéler un peu faibles pour des
genes situés dans des régions chromosomiques a
faible taux de recombinaison (ou les distances phy-
siques entre marqueurs sont élevées par rapport a
leurs distances génétiques). Méme si le nombre d’in-
dividus informatifs est généralement moins limitant
dans les especes domestiques que chez ’'Homme, le
petit nombre d’animaux disponibles a été un des
éléments majeurs expliquant I'impossibilité de loca-
liser, jusqu’a présent, le géene présumé d’intersexua-
lité du porc.

1.2 / Marqueurs

1l est clair que la situation dans ce domaine a radi-
calement évolué au cours des années 1990. Si les
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premiers programmes (Booroola, par exemple) ont
souffert au début d'une certaine rareté des mar-
queurs disponibles, on dispose maintenant pour la
plupart des especes zootechniques de cartes géné-
tiques relativement détaillées, permettant au mini-
mum une premiere localisation du gene étudié (de
I'ordre de quelques centimorgans). De plus, la réali-
sation de banques de BAC (Rogel-Gaillard 2000, cet
ouvrage) a fourni l'outil «universel» permettant
ensuite de densifier la couverture par des mar-
queurs de la région définie autour du gene d’intérét
(marche sur le chromosome via le «contigage» et
recherche de microsatellites dans les BAC isolés).
On peut de fait constater que la convergence vers le
gene étudié a été relativement rapide pour les prin-
cipaux programmes au cours des deux dernieres
années.

1.3 / Classification

Il s’agit 1a d'un parametre important, parfois sous-
estimé, des programmes de recherche de genes. Les
causes d’erreurs de classification sont multiples :
erreurs de manipulation, «adoption» dun animal
par une autre mere, pénétrance incomplete du gene
étudié, mais aussi hétérogénéité génétique du carac-
téere étudié ou empreinte génétique. Les effets peu-
vent aller jusqu’'a I'impossibilité d’obtenir une loca-
lisation du gene (gene Mu affectant la composition
corporelle chez le porc). Ils se limitent le plus sou-
vent a une imprécision dans la localisation fine. A
titre indicatif, dans la population Booroola, sur 400
méioses informatives, dix correspondent a des
doubles recombinaisons n’affectant que le gene
FecB lui-méme, soit 2,5 %. Sans importance réelle si
les animaux ne sont pas recombinants, ce type d’er-
reurs de classification dues a une pénétrance
incomplete de la mutation étudiée aboutit a un
déplacement de la zone de localisation probable du
gene, quand elles affectent un animal porteur d'une
recombinaison proche du gene étudié.

2 / Situation actuelle

Seuls deux des genes étudiés a I'INRA ont été
identifiés pour le moment : le gene de la caséine
alpha-sl (revue : Grosclaude et al 1994), respon-
sable de la qualité fromagere du lait de chévre, et le
gene RN du porc, qui affecte la qualité de la viande
(Milan et al 2000, cet ouvrage). Dans trois autres cas
(Booroola, Polled et PIS), on peut considérer que
I’étape de cartographie fine est terminée : isolement
de marqueurs ne recombinant pas avec le locus étu-
dié, obtention d'un contig de BAC couvrant la
région d’intérét et, enfin, mise en évidence dun
déséquilibre de liaison. Néanmoins, dans ces trois
cas, la comparaison avec les données génétiques
humaines ne fournit pas pour le moment de gene
« candidat positionnel », ce qui impliquera la re-
cherche puis le test systématiques des séquences
codantes présentes dans le ou les BAC définissant
la région d’intérét. Ce travail sera rendu plus délicat
par notre connaissance souvent incomplete du site
et de la période d’expression du gene en cause. On
notera a ce sujet que le clonage positionnel sensu
stricto, sans gene candidat, n’a abouti, chez les ani-
maux de ferme, que dans le cas du gene RN. Les
autres mutations identifiées dans ces especes modi-
fient un gene « candidat fonctionnel » fort (caséine
par exemple) ou un gene « candidat positionnel »
(récepteur de la ryanodine pour la sensibilité a I'ha-

lothane chez le porc : Fujii et al 1991 ; myostatine
pour le phénomeéne d’hypertrophie musculaire chez
les bovins : Grobet et al 1997).

3 / Perspectives

Quelles sont les perspectives d’amélioration a
court terme de ces programmes ou de ceux qui sui-
vront ? Des gains non négligeables sont possibles
aux trois étapes de localisation, de cartographie fine
et d’identification indiquées plus haut. En ce qui
concerne la premiere localisation, dite grossiere,
d’un gene, il est envisageable de diminuer fortement
le travail de typage en remplacant dans un premier
temps les typages individuels par des typages des
« mélanges » ou pools des animaux de phénotype
extréme de chaque famille (Tixier-Boichard et al
1998). Toutefois, une telle approche parait difficile-
ment applicable aux especes peu prolifiques pour
lesquelles elle implique probablement des transferts
d’embryons. Une autre possibilité est I'analyse
directe d'un gene majeur par des méthodes d’identi-
té par descendance (IBD), qui a permis a Charlier et
al (1996) de localiser génétiquement le gene res-
ponsable de la syndactylie chez les bovins. Une telle
procédure n’a été que tres peu utilisée et son effica-
cité n’est sans doute pas systématique, en particu-
lier pour des mutations récentes. Par ailleurs, le
développement du typage semi-automatique de
marqueurs multiples comme les AFLP permet main-
tenant d’envisager I'analyse de genes trouvés dans
des especes mal «cartographiées» (caille ou lapin,
par exemple).

La cartographie fine devrait quant a elle bénéficier
de la réalisation de contigs régionaux de BAC, envi-
sagée dans quelques especes de référence.
Lordonnancement préalable des BAC d'une région
permettra en effet de remplacer la marche sur le
chromosome, a quoi correspond actuellement le
contigage, par des sauts sur le chromosome en choi-
sissant BAC et marqueurs potentiels.

Le dernier point, probablement le plus important,
concerne l'identification finale des mutations cau-
sales. Comme indiqué ci-dessus, cette identification
est actuellement rendue délicate par la rareté relati-
ve des genes «candidats positionnels». Le séquenca-
ge systématique du génome humain devrait bientot
fournir une masse d’informations sur les genes pré-
sents dans une région chromosomique donnée,
méme si la recherche informatique des séquences
codantes est encore tres imparfaite (a titre
d’exemple, trois des meilleurs logiciels actuels ne
proposent aucun gene potentiel commun a partir de
la séquence d’'un BAC). Combinée avec les résultats
du programme Asteroger (identification de tres
nombreux genes exprimés dans les principales
especes d’élevage), la disponibilité de cette infor-
mation de séquence devrait permettre de fortement
accélérer la recherche des genes candidats présents
dans une petite région chromosomique.

Conclusion

Le bilan des différents programmes INRA d’iden-
tification de genes majeurs parait positif : deux
genes ont été identifiés et trois autres devraient
I’étre prochainement. A I'avenir, ce type de pro-
gramme aura, semble-t-il, un concurrent qu’il
engendre lui-méme : la sélection assistée par mar-
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queurs (SAM) et ses variantes (introgression assis-
tée par exemple). Tout programme d’identification a
en effet comme résultat intermédiaire I'isolement
de marqueurs génétiques proches permettant une
sélection assistée par marqueurs efficace. La SAM
est d’ailleurs actuellement utilisée pour 1'obtention
de taureaux reproducteurs homozygotes pour le
gene «sans cornes» et, a titre encore expérimental,

pour la création d'un troupeau homozygote pour le
gene Booroola en race Romanov. Le choix entre les
deux démarches, identification de la mutation cau-
sale ou caractérisation indirecte a I'aide de mar-
queurs liés, devrait dépendre des progres des
méthodes d’identification d'un géne mais aussi de
I'intérét scientifique et/ou agronomique que peut
représenter sa connaissance.
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