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Analyse du génome
des especes
d’élevage :

projet d’établissement
de la carte génétique
du porc et des bovins )

Chez 'homme, I’analyse du génome est trés avancée puisqu’on connait

a ce jour plus de 5 000 marqueurs génétiques. La carte génétique met
notamment en évidence les liaisons génétiques entre ces marqueurs et des
genes intervenant dans les maladies héréditaires. Chez les especes
d’élevage, les cartes génétiques sont encore tres rudimentaires : 116 génes
étudiés chez le bovin, 40 chez le porc. Les recherches entreprises sur les
génomes de ces especes devraient conduire a une plus grande efficacité de
la sélection, par la meilleure connaissance du déterminisme des caractéres
et par I'identification précoce et plus précise des génotypes.

1 / Les motivations
et les perspectives

1.1 / Les finalités

L’amélioration génétique des espeéces d’éle-
vage porte actuellement sur un nombre res-
treint de caractéres considérés comme priori-
taires (croissance, efficacité alimentaire, quan-
tité de viande chez le porc, quantité de matieres
protéiques et de matiéres grasses du lait pour
les especes laitieres par exemple). Elle s’appuie
sur les méthodes de la génétique quantitative,

Résumé

Comparées a celles de 'homme et de la souris, les cartes génétiques des especes
d’élevage sont encore trés rudimentaires. Toutefois, la gamme des techniques
actuellement disponibles permet désormais de progresser rapidement dans I'éta-
blissement de ces cartes. L'objectif immédiat des équipes de génétique molécu-
laire et cytogénétique de 'INRA est d’identifier, pour les génomes bovin (a Jouy-
en-Josas) et porcin (a Toulouse essentiellement), un premier réseau de marqueurs
distants d’environ 20 centimorgans, soit un ensemble d’environ 150 marqueurs.
Compte tenu du fait que l'organisation du génome est relativement conservée
d’une espéce de mammiféres a Pautre, les connaissances acquises chez 'homme
et la souris permettront, dans une certaine mesure, de guider les travaux de car-
tographie des espéces d’élevage. On attend de ces recherches : 1} la mise en évi-
dence des régions du génome intervenant dans la variabilité des caractéres quan-
titatifs ; 2} des bases de départ pour le clonage des génes d’intérét zootechnique ;
3) le repérage précoce de génes majeurs a I'aide de génes marqueurs proches ; 4)
une meilleure appréciation de la diversité génétique des races et 5) une précision
accrue dans I'identification des animaux et le contréle des filiations. Des collabo-
rations internationales se mettent en place, notamment dans le cadre de la CEE.

qui suppose un déterminisme polygénique, et
nécessite la mesure des performances sur un
grand nombre d’animaux, opération lourde et
colteuse prise en charge pour une grande part
par les organisations d’élevage. Dans ce
contexte, faute de pouvoir étre mesurés de
maniére techniquement ou économiquement
acceptable, d’autres caractéres intervenant
dans 'économie des productions ne sont pas
pris en compte, ou ne le sont que tres partielle-
ment selon les espéces ou les situations (carac-
téres de reproduction, de résistance aux mala-
dies ou d’adaptabilité en général}. Or ces carac-
téres, qui sont aussi sous controle génétique
mais généralement moins étroit que les carac-
téres considérés prioritairement en sélection,
méritéraient des efforts d’amélioration. La
connaissance de geénes intervenant dans leur
déterminisme pourrait permettre de le faire
avec une efficacité nettement accrue par rap-
port aux méthodes basées sur les seules
mesures de performances. Méme dans le cas
des caractéres principaux, lidentification de
génes sous-jacents pourrait étre utilement
exploitable. Il est donc clair, depuis des décen-
nies, que seule une analyse approfondie du
génome comportant I'identification de génes
contrdlant les caractéres d’importance écono-
mique, la détection de leur polymorphisme et
I'évaluation de leurs relations permettrait de
franchir une nouvelle étape dans le perfection-
nement des méthodes de sélection.

(1) Texte présenté devant le Conseil scientifique de
I'INRA, le 20 novembre 1990.



Ségrégation : mode de
répartition des alleles d'un
individu a sa descendance.

Clonage de geéne: techni-
que permettant d'isoler et
de multiplier des millions
de fois la séquence d’ADN
d’'un gene, ou une série de
fragments représentant
cette seéquence. Elle utilise
la multiplication dans une
cellule héte (bactérie,
levure...) d’un vecteur
(phage, plasmide...) ayant
intégré la séquence.
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Soulignons toutefois, dés a présent, que, si
I’acceés au polymorphisme de geénes directe-
ment impliqués dans les caracteres a améliorer
est évidemment I'idéal a atteindre, il est possi-
ble et il peut étre efficace d’opérer, dans une
étape intermédiaire, sur d’autres génes ou sites
polymorphes situés dans leur voisinage. Cest
cette approche indirecte dont il sera question
plus loin lorsque seront utilisés les termes de
« génes marqueurs » ou de « marquage » du
génome.

L’existence, dans le Département de Généti-
que animale de I'INRA, des laboratoires de
Génétique cellulaire (Toulouse), de Génétique
biochimique, de Cytogénétique et de Radiobio-
logie appliquée (Jouy-en-Josas) témoigne d’un
souci déja ancien de s’investir dans I'analyse
du génome des espéces d’élevage. Malheureu-
sement, |'élaboration de la carte génétique des
especes d’élevage n’a progressé que trés lente-
ment, compte tenu de la lourdeur des techni-
ques alors disponibles comparée a la petitesse
des équipes engagées en France comme d’ail-
leurs a I’étranger. En dehors d’un travail de car-
tographie du porc et du lapin ébauché depuis
10 ans a Toulouse, les équipes du Département
de Génétique animale ont donc eu plutét ten-
dance a concentrer leurs efforts sur 'analyse de
certains génes importants en élevage (génes des
protéines du lait, géne de sensibilité au stress
du porc, géne de fertilité « Booroola » du mou-
ton). Toutefois, la nécessité d’entreprendre, deés
que les techniques et les moyens le permet-
traient, une analyse du génome des espéces
d’élevage, est restée inscrite dans les intentions
du Département de Génétique animale.

1.2 / Le contexte désormais favorable

L’évolution spectaculaire des techniques et
des connaissances fait qu’il n’existe plus, a
Pheure actuelle, de limitation majeure & la réa-
lisation de cet objectif, et ceci griace a la
conjonction de deux facteurs essentiels :

- la découverte d'une source paraissant presque
inépuisable de polymorphismes dans 'ADN, et
I'existence de techniques simples pour les met-
tre en évidence. Ceci ouvre un acces potentiel a
des centaines de marqueurs du génome. Il
s’agit dans ce domaine, d’une véritable révolu-
tion.

- la mise en évidence de fortes homologies dans
les cartes génétiques des mammiféres. Cette
situation permet de baser une stratégie de loca-
lisation de génes dans les espéces d’élevage sur
la carte génétique d’especes déja beaucoup
mieux connues (homme, souris) ; a noter aussi
gqu'une partie des sondes humaines et murines
est utilisable dans les especes d'élevage.

La cartographie du génome des animaux
d’élevage peut donc désormais progresser rapi-
dement sur deux fronts complémentaires : 1) la
localisation de génes connus en s’appuyant
notamment sur les cartes génétiques de
I'homme et de la souris, et 2) la mise au point
de sondes spécifiques de marqueurs du
génome de chacune des espéces.

1.3 / L'objectif a moyen terme

L'objectif a moyen terme serait d’aboutir a
une couverture aussi uniforme que possible du
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génome des especes concernées par des mar-
queurs. Ceci peut correspondre a 150-200 mar-
queurs polymorphes, espacés de 20 centimor-
gans en moyenne. Il y a seulement quelques
années, cet objectif aurait pu paraitre utopique.
Il n’est désormais qu’ambitieux, et tout a fait a
notre portée, a condition que ces recherches
regoivent une impulsion institutionnelle, et
s’effectuent dans un climat de coopération
internationale constructif.

1.4 / Les domaines d’application

Au moins cinq domaines de la génétique ani-
male appliquée doivent, a plus ou moins long
terme, bénéficier de ces travaux.

1. La mise en évidence, grice au réseau de mar-
queurs, de régions du génome intervenant dans
la variabilité des caracteres quantitatifs, aussi
appelées « QTL » pour I'anglais « Quantitative
Trait loci ». C'est la perspective la plus générale
de la cartographie. Méme si le gain espéré
parait faible par rapport aux possibilités
actuelles de la sélection pour des caracteres de
bonne héritabilité comme ceux de la produc-
tion laitiere, un accroissement substantiel d’ef-
ficacité est attendu pour des caractéres a faible
héritabilité. De plus, comme nous 'avons vu,
l'objectif est aussi de tenter de prendre en
compte, dans la sélection, des caracteres jus-
qu'ici délaissés. On attend de cette démarche
un renouvellement significatif des méthodes de
sélection.

2. L’information de position recueillie a partir
de ces cartes sur les génes d’'intérét zootechni-
que pourra étre exploitée comme base de
départ pour le clonage et l'isolement de ces
génes. D’autre part, dans le cas des opérations
de transfert de génes, elle permettra le controle
du site d’insertion dans le génome receveur.

3. Des a présent, I’évaluation précoce des géno-
types aux loci proches de génes majeurs (génes
dont l'effet, important, est supérieur a ’écart
type du caractére) non encore clonés devrait
constituer une importante application. En effet
la ségrégation de génes majeurs est décrite, ou
soupgonnée, d’aprés des analyses statistiques,
dans les populations (géne de fertilité « Boo-
roola » du mouton par exemple). Le développe-
ment de la cartographie permettra de repérer
des marqueurs proches de ces génes et donc
d’identifier le génotype des animaux deés leur
naissance griace a ces marqueurs. Cette infor-
mation, introduite dans les méthodes d’évalua-
tion des valeurs génétiques, devrait améliorer
sensiblement les schémas de l’amélioration
génétique grace a cette caractérisation stire et
précoce des génotypes.

4. L’appréciation de la diversité génétique des
races. La sélection pratiquée sur les especes
d’élevage a entrainé I’émergence de races spé-
cialisées, dont la caractérisation génétique,
entreprise notamment chez les Bovins a l'aide
des marqueurs disponibles jusqu’ici (groupes
sanguins, protéines) pourra étre progressive-
ment affinée avec un ensemble de marqueurs
plus nombreux et plus représentatifs de 'en-
semble du génome. Par ailleurs, 'introduction
d’un nombre croissant de marqueurs permet-
tra, a terme, de déterminer les régions chromo-
somiques qui sont statistiquement associées
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aux différences entre races, et de mieux maiftri-
ser les croisements. En outre une bonne carac-
térisation génétique des populations permettra
de concevoir des méthodes de gestion et de
conservation de la variabilité génétique plus
pertinentes que celles, actuellement disponi-
bles, qui sont fondées seulement sur la gestion
des généalogies.

5. Les acquis des recherches sur la carte généti-
que (mise en évidence de sites polymorphes
indépendants) contribueront également a ren-
dre plus précise l'identification des animaux,
donc plus efficace le contrdle des filiations
(60 000 animaux concernés en France actuelle-
ment).

Il est intéressant et démonstratif de situer
I’état des connaissances sur la carte génétique
des espéces d’élevage en le comparant aux
résultats acquis sur la carte humaine.

2 / Etat d’avancement des cartes
génétiques dans les especes
d’élevage : comparaison
avec |’état de la carte humaine

2.1 / La carte génétique humaine

a / Etat actuel

On estime que le génome humain (3.10°
nucléotides) comprend de 50000 a 100 000
génes fonctionnels. Son analyse est trés avan-
cée grace au progrés de la génétique molécu-
laire et & Pactivité d’'un trés grand nombre
d’équipes travaillant en collaboration au niveau
international. Tous les deux ans, une confé-
rence fait le point sur la carte génique
humaine. En 1973, 56 génes seulement étaient
localisés sur les chromosomes. En 1989 on
connaissait la localisation de 1631 génes
codant pour des protéines impliquées dans le
métabolisme général ou dans certaines fonc-
tions différenciées; 900 d’entre eux environ
ont été isolés et clonés. Un grand nombre d’al-
leles de ces génes sont responsables de patho-
logies. Par ailleurs il faut ajouter la localisation
de 3 417 segments d’ADN a fonction inconnue
ou sans fonction et de nombreux marqueurs
associés a des anomalies chromosomiques, ce
qui représente un total de 5161 marqueurs
génétiques exploitables.

b / Objectif principal : développement

du diagnostic génétique

et de la médecine préventive

L’'intérét majeur de cette cartographie est de

permettre la mise en évidence de liaisons géné-
tiques étroites entre certains de ces marqueurs
et des génes intervenant dans les maladies
héréditaires et de conduire éventuellement a la
localisation et I’isolement ultérieur de ces
génes eux-mémes. Certains d’entre eux ont
déja été isolés. C'est le cas des geénes de la
maladie de Duchenne, de la chorée de Hunting-
ton et de la mucoviscidose.

La connaissance de ces génes défectifs per-
met d’effectuer une détection précoce chez les

individus atteints. En effet, comme le dit J. Fré-
zal ; « C'est dans le domaine de la prévention
que l'on voit se dessiner les perspectives les
plus proches de la cartographie. C'est qu'en
effet, il est déja possible de déduire la présence
d’'un géne de celle d'un marqueur qui lui est
étroitement lié, c'est-a-dire de savoir si un
enfant a naitre est voué a une maladie ou si un
sujet déja né, enfant ou adulte, est prédisposé a
telle ou telle affection. Le nombre des maladies
qu’il sera ainsi possible de repérer va augmen-
ter rapidement ».

Le développement de cette médecine donne
la possibilité d’intervenir trés précocement,
mais selon des normes qui sont a définir stric-
tement compte tenu des problemes éthiques
qui ne manquent pas de se poser chez
I'Homme.

¢ / Développement des collaborations
en génétique humaine

Depuis une dizaine d’années la cartographie
du génome est devenue un théme majeur de la
génétique humaine. Etant donné 'ampleur du
travail, de larges collaborations internationales
se sont développées. Un exemple est donné par
I'initiative du Professeur Jean Dausset de créer,
en collaboration avec le groupe de R. White
(Salt Lake City), le Centre d’Etude du Polymor-
phisme Humain (CEPH). Son but est de réunir
des échantillons de référence provenant de plu-
sieurs dizaines de familles complétes et nom-
breuses comprenant les parents, les quatre
grands-parents et de nombreux enfants afin
que la communauté scientifique dispose de
grandes familles de référence pour I'étude des
ségregations génétiques. L’idée est également
de mettre a la disposition de cette communauté
une carte de référence pouvant ére utilisée pour
la localisation de nouveaux génes. Cet effort a
déja porté ses fruits avec l'établissement de
cartes atteignant une résolution de 5 a 10 cM
pour l'ensemble des chromosomes humains.
Cette carte génétique est complétée par la carte
physique ou les marqueurs sont localisés aussi
finement que possible par référence aux bandes
chromosomiques.

d / Tendances actuelles et développement
de la carte génique humaine

Un grand projet financé par la Communauté
Européenne vise a obtenir, dans les 3 a 5 ans a
venir, une carte génétique encore plus précise
et plus fiable pour la recherche de liaisons
entre marqueurs et genes défectifs et pour le
développement du diagnostic précoce des ano-
malies génétiques. A la limite, cette carte géné-
tique humaine aboutira & I'identification des
bases nucléotidiques le long des molécules
d’ADN du génome humain.

Un effet « boule de neige » caractérise cette
activité de cartographie. La multiplication des
marqueurs localisés augmente le potentiel
d’application de fagon exponentielle. Compte
tenu de ce fait, le rythme des travaux dans ce
domaine sera encore trés soutenu dans la
décennie a venir.

De plus, on assiste a des efforts importants
pour améliorer les techniques de cartographie.
La localisation des génes est de plus en plus
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Synténie : deux locus sont
dits « synténiques » lors-
qu’ils sont situés sur un
méme chromosome.

Liaison génétique : deux
locus sont dits « liés » lors-
que leurs alléles ne sont
pas transmis indépendam-
ment. Ceci indique que les
2 locus se trouvent dans la
méme région chromosomi-
que. Le degré de liaison, ou
«distance génétique »
entre les 2 locus, est
mesuré par la proportion de
gametes recombinés parmi
I'ensemble des gamétes.
L'unité de mesure est le
«centimorgan » (1 centi-
morgan = 1 % de recombi-
naisons). Deux locus liés
sont nécessairement synté-
nigues, alors que deux
locus synténiques ne sont
pas nécessairement liés :
au-dela d'une certaine dis-
tance (50 centimorgans) les
alleles de 2 locus synténi-
ques sont transmis indé-
pendamment.



Polymorphisme de lon-
gueur des fragments de
restriction (RFLP) : /e poly-
morphisme de I'ADN se tra-
duit, entre autres, par un
polymorphisme dans la
répartition des points de
clivage par les enzymes de
restriction (enzymes spéci-
figues de courtes
séquences nucléotidiques).
Les alléles d’'un géne peu-
vent donc donner, par cou-
pure enzymatique, des
fragments de longueur dif-
férente. Ce polymorphisme
de longueur est décelable
par électrophorése lors-
qu’'on posséde une sonde
nucléique spécifique du
géne.
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Tableau 1. Comparaison du nombre total de génes étudiés chez 'homme et dans quatre espéces d’ani-

maux domestiques (en 1989).

Espéce Nombre de paires Groupes de liaison Nombre total de
p de chromosomes et de synténie génes étudiés
y
Homme 23 24 1631
Lapin 22 17 55
Porcin 19 17 40
Bovin 30 26 116
Ovin 27 16 35

précise, les procédures d’approche et d’isole-
ment des génes devenant de plus en plus per-
formantes.

2.2 / La carte génétique des animaux
d’élevage
En dehors de celles des primates et de la sou-
ris, les cartes génétiques des animaux sont trés
peu développées. L’état actuel des connais-
sances (groupes de synténie et de liaison) est
résumé dans le tableau 1.

Il est clair que, comparées a celle de
homme, les cartes génétiques des especes
d’élevage sont encore trés rudimentaires. De
plus il faut ajouter aux 1631 génes connus
chez I'homme, rappelons-le, 3417 segments
d’ADN, de fonction inconnue, jouant le role de
marqueurs. Ainsi, alors que chez 'homme on
dispose, nous 'avons vu, d’'un réseau de mar-
queurs sur tous les chromosomes, dans les
especes d’élevage, certains chromosomes sont
encore dépourvus de tout marqueur. Inverse-
ment certains groupes de liaison ou certaines
synténies ne sont pas encore affectés a leur
chromosome. Ces chiffres montrent parfaite-
ment le chemin qui reste & parcourir dans les
especes d’élevage.

3 / Les stratégies et les projets
de cartographie

Dans ce domaine de la carte génétique des
especes d’élevage, comme dans bien d’autres
domaines, 'INRA a été confronté au probléme
du choix des especes a étudier. Ses obligations
vis-a-vis de l'aval lui interdisent de se limiter a
une espéce modele. A 'opposé, il lui est impos-
sible de mener le travail de front sur toutes les
espéces d’élevage. En définitive, le choix s’est
porté sur deux espéces parmi les plus impor-
tantes, le porc et les bovins. On sait toutefois
que les homologies sont telles entre bovins,
ovins et caprins, que les données acquises chez
les premiers seront aisément transposables aux
deux autres espéces. Ce choix laisse par contre
de coté, pour le moment, une espéce économi-
quement importante, la poule.

Ces travaux sur le porc sont conduits par un
groupe de laboratoires constitué autour du
Laboratoire de Génétique cellulaire de Tou-
louse, les travaux sur les bovins par un groupe
constitué autour du Laboratoire de génétique
biochimique de Jouy-en-Josas. Ces choix sont
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en continuité avec les orientations passées de
ces Laboratoires.

3.1 / Stratégie commune
aux deux especes

L'objectif est de dresser une carte globale
comportant des marqueurs (génes connus ou
sites anonymes) distants en moyenne de 20
centimorgans, pour une longueur de génome
estimée a environ 30 morgans. La stratégie est
fondée sur:

-une cartographie physique (localisation des
génes sur les chromosomes) faisant largement
appel aux données de la cartographie compa-
rée ;

- une cartographie génétique (distances généti-
ques) utilisant des marqueurs suffisamment
polymorphes et judicieusement répartis sur
I’ensemble des chromosomes.

Bien entendu, les études plus spécifiques de
certains génes majeurs seront poursuivies
parallelement, au fur et 8 mesure de la mise en
évidence de ces génes.

a / Intérét et utilisation de la cartographie
comparée

Une méme série de génes homologues a
désormais été localisée dans une vingtaine
d’especes de mammiféres (primates, rongeurs,
carnivores, especes d’élevage). Une analyse
comparée a permis de révéler des similitudes
dans leur répartition cartographique. Mais c’est
bien entendu la comparaison des cartes généti-
ques les plus détaillées, celles de 'homme et de
la souris qui renseigne le plus sur I'importance
des similitudes entre especes. L’examen de la
localisation de 330 loci homologues démontre
la conservation de 51 segments, certains frag-
ments chromosomiques étant d’ailleurs plus
conservés que d’autres. 1’approche compara-
tive a bien entendu ses limites car la conserva-
tion des groupes de liaison a travers les espéces
n'est que partielle. Toutefois, I'idée de base,
pour l'établissement de la carte des espeéces
d’élevage, est que, si un groupe de génes est
synténique aussi bien chez 'Homme que chez
la souris, il y a des chances pour qu’il en soit de
méme dans d’autres espéces.

Dans ces conditions, on tentera de retrouver,
dans I’espéce étudiée, chaque groupe de synté-
nie conservé chez I'Homme et la souris en
recherchant, dans un ensemble d’hybrides cel-
lulaires ou sur les ADN chromosomiques isolés
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par tri de chromosomes, les deux marqueurs
les plus distants du groupe. Si ces deux mar-
queurs sont synténiques, la localisation physi-
que de ceux-ci par hybridation in situ permet-
tra avec une bonne fiabilité d’orienter et de
localiser le groupe entier. Les sondes utilisées
pour ces étapes n'ont pas besoin de révéler un
polymorphisme. Par contre, dans ce groupe, il
faudra ensuite trouver des marqueurs capables
de révéler un polymorphisme important pour
établir les groupes de liaison génétiques. La
figure 1 donne un exemple d’utilisation, chez le
porc, de la cartographie comparée.

b / Génes et marqueurs polymorphes
du génome

® Génes ou marqueurs détectés a l'aide
de sondes homologues

Le nombre de sondes moléculaires spécifi-
ques de chaque espéce (génes ou fragments
anonymes d’ADN) isolés dans les différents
laboratoires est en constante augmentation. La
tendance générale est de les mettre en circula-
tion libre, mais, bien entendu, souvent payante.
Dans le cadre du présent projet, il sera néces-
saire de disposer d'un grand nombre de sondes
afin de retenir celles qui, dans les conditions
expérimentales choisies, présenteront un poly-
morphisme exploitable. Dans ces conditions, il
est envisagé de préparer des sondes spécifiques
supplémentaires a partir de génotheques de
chromosomes séparés par tri des chromosomes
(chez le porc) ou a partir de banques de cDNA
(mamelle bovine).

® Génes et marqueurs détectés a I'aide de
sondes hétérologues (humaines ou murines)

Des sondes d’origine humaine ou murine
sont disponibles, soit contre paiement dans le
commerce (ATCC: American Type Culture Col-
lection, CRI : Collaborative Research Incorpora-
ted), soit gratuitement aupres de leurs déten-
teurs. Ces sondes permettent, sous certaines
conditions, d’obtenir une hybridation croisée
satisfaisante avec 'ADN des espéces d’élevage.
Cette stratégie est utilisée dans le cadre de
I'étude des données de la cartographie compa-
rée. Environ la moitié des sondes donnent des
résultats exploitables soit avec la technique de
Southern, soit en hybridation in situ, soit avec
les deux techniques. De telles sondes ont déja
été utilisées pour la carte génétique du porc.

e Marqueurs détectés a 'aide de sondes
minisatellites ou microsatellites

La plupart des sondes que nous venons de
décrire révelent un polymorphisme de lon-
gueur des fragments de restriction {désigné par
le sigle anglais RFLP), de type diallélique,
(figure 2) et on court donc le risque qu’'un seul
allele soit présent dans les familles réunies
pour I'étude des ségrégations, interdisant alors
I'analyse projetée. Or il existe dans le génome
des zones ayant un plus large polymorphisme.
Il s’agit, en général de régions non codantes et
donc moins soumises a la sélection. Les zones
sont qualifiées d’hypervariables. Elles peuvent
étre recherchées et clonées, afin d’obtenir des
sondes bien plus performantes dans les études
de ségrégations.

Figure 1. Exemple dutilisation de la cartographie comparée : étude de mar-
queurs enfourant le géne de sensibilité au stress (Hal = Halothane) chez le porc.

Les données de liaison génétique, les localisations de ces génes chez 'Homme et la souris, et
les résultats récents obtenus par hybridation in situ, suggérent que la région du chromosome 6
porcin correspond a la juxtaposition de fragments des chromosomes 1 et 19 humains. Chez
I'Homme, un défaut héréditaire analogue (syndrome d’hyperthermie maligne) est génétiquement
lig a cette région du chromosome 19. Dans cette zone, deux genes (RYR et LIPE) sont soupgon-
nés, de par leur fonction biologique, de présenter des alléles responsables de ce syndrome ;
leurs homologues porcins constituent donc des candidats potentiels pour le géne Hal.

Le schéma ci-dessous compare les cartes murine (chromosomes 4 et 7), humaine (chromo-
somes 1 et 19) et porcine (chromosome 6).

Les données recueillies chez 'Homme et le Porc ont été obtenues par hybridation in situ. Les
informations dont on dispose chez la souris sont d'ordre génétique (distance en cM). L'ordre des
deux loci GPI et APOE par rapport au centromére a été déterminé ; par contre, celui de PGD et
ENO1 n’est pas encore connu. Les positions régionales de APOE et GPI sur le chromosome 7 et
de PGD et ENO1 sur le chromosome 4 ne sont pas encore définies.

APOE : apolipoprotéine E; ENO1: enolase 1; GPI: glucose-6-phosphate déshydrogénase ;
LIPE : lipase hormonodépendante ; PGD : phosphogluconate déshydrogénase ; RYR : récepteur
de la ryanodine ; TGFB1 : transforming growth factor 3.
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Ces zones hypervariables sont appelées
VNTR (pour langlais « Variable Number of
Tandem Repeats »). Ce sont des loci constitués
de séquences d’'une dizaine de nucléotides
répétées a la suite, en nombre variable, souvent
appelées « minisatellites ». Les variations du
nombre de répétitions au niveau d'un méme
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Technique « PCR » (« poly-
merase chain reaction ») :
technique permettant de
multiplier in vitro, un nom-
bre considérable de fois, un
fragment d’ADN de
séquence connue sans
avoir recours au clonage.
Elle utilise l'enzyme ADN
polymérase.
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Figure 2. Exemple de polymorphisme de lon-
gueur des fragments de restriction (RFLP). Il s'agit
de la détection des deux alléles de la caséine k
bovine. Avec I'enzyme de restriction Hind Il I'al-
léle B donne un fragment de 5,5 Kb (Kilobases),
alors que l'allele A donne deux fragments, de 3,3
et 22 Kb. Les hétérozygotes A/B (échantillons n°
4 et 5) possédent les 3 fragments (cliché H. Levé-
ziel).

Kb

wboo dor 55

\{
P @,;@%@%w‘ 3.3 S

0.8

123 45 678910 1112 13
BB AA AB BB AA

locus font quun méme fragment de restriction
- les enzymes utilisées coupant en général en
dehors de ces séquences - présente des varia-
tions de longueur. Ces loci sont polyalléliques
(taux d’hétérozygotie élevé) et dispersés dans le
génome. Dans des conditions d’hybridation
moléculaire peu strictes, chaque sonde VNTR
s’hybride avec tous les loci qui comportent des
séquences d’ADN plus ou moins complémen-
taires, donc avec de nombreux loci a la fois. Par
contre, dans des conditions d’hybridation plus
strictes, chaque sonde de type VNTR ne s’hy-
bride qu’avec le locus qui posséde exactement
la méme séquence d’ADN. L’hybridation donne
alors des images plus simples (peu de bandes)
tout & fait similaires a celles obtenues dans le
cas des RFLP classiques, mais plus poly-
morphes (le locus comporte en général plus de
2 alleles). La mise en évidence de séquences
minisatellites spécifiques de 'espéce étudiée
permet ce genre d’analyse (VNTR-unilocus).

D’autres loci VNTR, les microsatellites sont
de simples séquences oligonucléotidiques de
type (TG)n. Les séquences de ce type peuvent
étre isolées du génome par criblage de banques
de fragments géniques, ou méme simplement
repérées dans des banques de données. L utili-
sation d’amorces spécifiques adjacentes aux
séquences TG ainsi isolées permet par PCR de
révéler des loci trés polymorphes.

L’isolement d'un ensemble de sondes de type
VNTR spécifique de I'espece a cartographier est
essentiel pour la progression rapide de la carto-
graphie génétique. Ce travail est déja engagé
aussi bien a Jouy-en-Josas qu’a Toulouse.
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3.2 / Particularités des deux projets

Si la stratégie d’ensemble est la méme dans
les deux espéces, il est intéressant d’attirer I'at-
tention sur quelques différences dans les pro-
grammes, liées essentiellement aux particulari-
tés des deux espéces considérées.

a / Les familles animales

Les études de ségrégation avec les sondes
détectant un polymorphisme nécessitent une
collection ’ADN génomique issue de familles
avec parents et grands-parents. Un point essen-
tiel est d’optimiser la diversité génétique dans
ces familles. Chez le porc, la taille des portées
et le rythme de reproduction sont un avantage
pour l'analyse des ségrégations, mais la diver-
sité génétique des races européennes actuelles
est relativement réduite. C'est pourquoi, les
équipes engagées dans le programme européen
BRIDGE ont décidé de réaliser des croisements
enire porcs européens et porcs chinois. Ces
croisements révelent de grandes différences
génétiques pour les caractéres de production,
permettant d’envisager dans de bonnes condi-
tions la recherche des régions chromosomiques
responsables de la variabilité de ces caractéres
quantitatifs. Par contre, chez les bovins, la-
diversité génétique des races et croisements
existant dans les élevages privés est jugée suffi-
sante. I'insémination artificielle et la transplan-
tation embryonnaire offrent également de
larges possibilités pour construire des familles
informatives. A noter 'intérét, pour la mesure
des liaisons génétiques, de la technique récente
d’analyse directe sur spermatozoides, qui
pourra, dans certains cas, éviter d’avoir a
recourir a des familles animales.

b / Le tri des chromosomes

Une des techniques de base de la cartogra-
phie génétique est I'utilisation d’hybrides
somatiques qui permet I'établissement de syn-
ténies. Les équipes concernées de Toulouse et
de Jouy-en-Josas possédent actuellement de tels
hybrides. Toutefois, le perfectionnement de la
technique de tri de chromosomes permet d’ores
et déja d’entrevoir la possibilité de séparer cha-
cun des chromosomes du porc. On peut donc
envisager, dans cette espece, une assignation
directe de génes sur les chromosomes triés,
technique qui devrait remplacer progessive-
ment 'utilisation des hybrides somatiques.
Pour le moment, une telle percée n’est pas
envisageable chez les bovins, ou les chromo-
somes sont beaucoup plus difficiles a séparer.

¢ / L’hybridation in situ

La localisation fine des génes par hybridation
in situ est une étape essentielle de la cartogra-
phie physique (figure 3). Cette technique, appli-
quée a des caryotypes a haute résolution, est
bien maitrisée chez le porc grace a la bonne
connaissance des chromosomes dans cette
espéce, et permet d’envisager un développe-
ment rapide de cette activité. La technique
d’hybridation in situ avec des sondes fluores-
centes devrait permettre d’affiner les localisa-
tions, et d’aborder le travail chez les bovins,
pour lesquels elle est en cours de mise au
point.
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Figure 3. Exemple de localisation d’un géne par hybridation in situ, ici le géne de l'interféron a du porc.
Les fleches indiquent la localisation des grains correspondant a la sonde radioactive du géne, qui mar-
que 'emplacement de ce dernier sur la paire de chromosomes porteurs (chromosomes n° 1 du porc)

(cliché M. Yerle).

4 |/ Mise en ceuvre de
collaborations internationales
et nationales

Les équipes concernées a Jouy-en-josas et a
Toulouse ont une expérience approfondie de
Panalyse du génome et maitrisent I’ensemble
des techniques et outils nécessaires a I’élabora-
tion des cartes génétiques : cytogénétique, cul-
ture cellulaire, production et utilisation de
sondes moléculaires, tri chromosomique, loca-
lisation par hybridation in situ, étude des poly-
morphismes d’ADN. De plus, sur chacun des
deux sites, les travaux de génétique moléculaire
et cellulaire bénéficient de I’expérience
d’équipes spécialisées en génétique quantita-
tive (modélisation, méthodologie, application)
qui apportent leur contribution dans le traite-
ment conceptuel et informatique des données
recueillies dans les populations, et par la mise
en évidence de genes majeurs. Cet ensemble
intégré de compétences scientifiques (représen-
tant un potentiel d’environ 20 chercheurs),
associé a la disponibilité des troupeaux des
Unités expérimentaies, a peu d’équivalents ail-
leurs et il est un gage de réussite.

Toutefois, et bien évidemment, la réalisation
de ces projets ambitieux impose aussi la mise
en place de collaborations organisées avec
d’autres laboratoires. En fait, le nombre
d’équipes dans le monde annongant une orien-
tation ou une reconversion vers 1’établissement
de la carte génétique des espéces d’élevage est
impressionnant. Voici un état succint des forces
en présence :

- chez le porc : un réseau européen de collabo-
rations entre une dizaine de laboratoires

(Grande-Bretagne, Belgique, Allemagne, Hol-
lande, Suéde, Norvege, France] s’est mis en
place dans le cadre du projet BRIDGE (« PIG
MAP »). L’équipe formée autour du Laboratoire
de Génétique cellulaire de Toulouse fait partie
de ce groupe. Aux USA, deux équipes s’enga-
gent également dans 1'étude du génome porcin.

- chez les bovins: le nombre d’équipes enga-
gées ou souhaitant s’engager est plus élevé. Un
groupe a pris actuellement de I'avance dans la
fabrication de sondes. Il comprend une équipe
de I'Université du Texas et un Laboratoire privé
de Salt Lake City, associés a une équipe de
Zurich, Suisse. Une équipe du GSIRO, Austra-
lie, est également engagée dans un projet simi-
laire. En Europe, la collaboration est en cours
d’organisation sous I'égide de la Société Inter-
nationale de Génétique animale. Quinze Labo-
ratoires au moins, dont le groupe formé autour
du Laboratoire de Génétique biochimique de
Jouy-en-Josas, sont impliqués. Un projet de
programme devrait étre présenté rapidement a
la CEE. La mise en place des groupes en
concurrence devrait se structurer dans 'année
qui vient.

- chez les ovins : un programme national a été
lancé en Nouvelle-Zélande.

Dans cette entreprise, les deux groupes fran-
gais auront pour objectif de rester aussi compé-
titifs que possible au sein des ensembles de
laboratoires auxquels ils sont associés, tout en
mettant d’ailleurs en commun leurs idées et
leur savoir-faire. 1l est clair que seules joueront
un réle important les équipes qui auront pu
étre renforcées en personnel scientifique, mais
aussi et surtout en ingénieurs et techniciens.

Ces groupes comptent également beaucoup
sur le renforcement des collaborations avec
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d’autres équipes francaises, notamment celles
spécialistes de la carte génétique humaine. Le
Laboratoire de Génétique cellulaire de Tou-
louse organisera d’ailleurs en mai 1991, sous
I'égide de la Société francaise de Génétique, un
colloque sur les stratégies d’établissement des
cartes génétiques. La préparation de ce collo-
que et son déroulement devraient faciliter
considérablement les rapprochements.
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Summary

Genome analysis of farm animal species:
establishing the genetic map of pig and cattle.

Gene maps of domestic animal species are still
very rudimentary as compared to those of man
and mouse. However, many techniques are
now available which should permit rapid pro-
gress in the establishment of these gene maps.
The immediate objective of the INRA research
teams in molecular genetics and cytogenetics
is to identify for the bovine genome (Jouy-en-
Josas) and porcine genome (mainly Toulouse),
a range of genetic markers separated by about
20 cM, ie a group of about 150 markers. Tak-
ing into account the fact that the organization
of the genome is relatively conserved between
mammalian species, the information obtained
in man and mouse will help, at least in part, to

guide progress of gene mapping in domestic
animals. The following results are expected :
1) identification of genome regions implicated
in the variability of quantitative traits; 2)
information necessary for cloning genes of
interest in animal breeding; 3) approximate
localisation of major genes with respect to
neighbouring marker genes ; 4) a better
understanding of the genetical diversity in
breeds ; 5) a higher precision in the identifica-
tion of animals and the parentage control.
International collaborations are being estab-
lished, notably within the EEC.

GELLIN ], GROSCLAUDE F, 1991. Analyse du
génome des especes d’'élevage: projet d’établisse-
ment de la carte génétique du porc et des bovins.
INRA Prod. Anim,, 4 (1), 97-105.

INRA Productions Animales, février 1991



