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La cytogénétique des animaux
d’élevage

Paul Popescu

Le patrimoine héréditaire d’un étre
vivant, constitué de quelques 50 000 a
100 000 genes est codé dans la molé-
cule d’ADN. Associée a divers types
de protéines, la molécule d’ADN, lon-
gue chez I’homme, de plus d’un
metre, est contenue dans les
chromosomes.

Le nombre et la forme des chromoso-
mes sont toujours les mémes pour une
espece donnée. Ainsi il y a 8 chromo-
somes chez la drosophile mais un mil-
lier chez certaines especes d’insectes.
Chez les mammiféres, leur nombre
varie de 6 chez une espece de cerf a
prés d’une centaine chez un petit ron-
geur d’Amérique du Sud. Toutefois,
de nombreuses espeéces de mammife-
res, dont I’homme et les primates,
possedent autour de 50 chromosomes.

Les parametres normaux des chromo-
somes, leur nombre et morphologie,
leurs variations ainsi que la localisation
des genes qu’ils contiennent, consti-
tuent 1’objet d’étude de la cytogénéti-
que.

L’homme : un modéele
pour la cytogénétique vétérinaire

Chez ’homme, la premitre anomalie
chromosomique, la trisomie du chro-
mosome 21, reconnue responsable de
la maladie de Down, fut découverte en
1959. Durant la décennie qui suivit,
il a été établi une longue liste d’ano-
malies chromosomiques telles les inver-
sions, les délétions ou les transloca-
tions, impliquées dans des malforma-
tions diverses, débilité mentale et trou-
bles de fertilité.

Au début des années 1970, plusieurs
techniques de marquage chromosomi-
que ont été mises au point. Ces tech-
niques de marquage, appelées aussi
techniques de bandes, produisent sur
chaque paire de chromosome un des-
sin constitué d’une succession de ban-
des claires et sombres, toujours le
méme pour un chromosome donné.
Ces techniques permettent d’apparier
les chromosomes homologues et
d’identifier les anomalies du nombre
ou de la structure des chromosomes.
Des études faites sur les avortements
spontanés ont montré 1’importance
majeure des anomalies chromosomi-
ques dans la mortalité embryonnaire.
En effet, les anomalies chromosomi-
ques sont responsables, chez la femme,
d’environ 50 % des avortements pré-
coces 2 10 semaines apres la féconda-
tion. La fréquence de telles anomalies
est encore plus élevée, environ 75 %
dans des cas ou le développement de
I’embryon s’arréte plus tot, 2 a 3
semaines apres la fécondation.

Des possibilités nouvelles sont ouver-
tes pour le diagnostic prénatal avec le
dépistage de maladies géniques dues a
Ialtération d’un geéne unique. Pres de
3 000 maladies génétiques ont été
recensées chez ’homme dont certaines,
en raison de leur fréquence élevée,
posent un grave probléme de santé.
Pour quelques unes, telles la myopa-
thie de Duchenne, ’hémophilie ou la
mucoviscidose, le gene défectueux a
été localisé sur les chromosomes et
isolé, permettant un diagnostic préna-
tal dans de nombreuses maladies.
Un autre domaine de la cytogénétique
qui s’est beaucoup développé ces der-
nieres années est la carte génique qui



consiste a localiser précisément chaque
gene sur un chromosome. Les techni-
ques utilisées pour la localisation des
genes sur les chromosomes reposaient
au début sur I’analyse de la ségréga-
tion de couples de caractéres dans des
familles ou sur la technique de I’hybri-
dation cellulaire interspécifique. Les
progres récents de I’hybridation in situ
avec des sondes d’ADN radioactives
ou « froides » ont permis de localiser
un nombre important de genes.

La technique de fécondation in wtro
hétérospécifique mise au point ces der-
nieres années, a ouvert la voie a la
cytogénétique du gamete maéile. Cela
revét un intérét particulier pour I’étude
du caryotype du spermatozoide des
individus normaux, mais aussi, des
individus porteurs d’une anomalie
chromosomique de structure a I'état
équilibré.

L’étude cytogénétique du gamete
humain femelle a, elle aussi, beaucoup
progressé récemment, grace au déve-
loppement de la fécondation in wtro.
Le tiers environ d’ovocytes recueillis
pour la fécondation in wutro et qui res-
tent infécondés ont permis de connai-
tre le role du gamete femelle dans la
genese des anomalies chromosomiques
de I'ceuf fécondé. Ce domaine nou-
veau de la cytogénétique humaine a
été récemment exposé dans un excel-
lent article publié dans médecine/scien-
ces [1].

La cytogénétique des animaux
d’élevage

Les progres techniques réalisés en
cytogénétique humaine ont été pro-
gressivement appliqués aux mammife-
res et en particulier aux especes d’éle-
vage. Les premieres anomalies de la
structure chromosomique ont été
découvertes en 1964 : une transloca-
tion réciproque chez le porc et une
fusion robertsonienne chez le taureau
[2). La mise en évidence ultérieure de
leurs conséquences néfastes sur la fer-
tilité et la prolificité, composantes
majeures de la productivité numérique
[3] a éveillé l'intérét des chercheurs
pour la cytogénétique des animaux
domestiques.
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Tableau |
NOMBRE CHROMOSOMIQUE DES ANIMAUX D’ELEVAGE
ET DE QUELQUES ESPECES SAUVAGES APPARENTEES
Autosomes Chromosomes
Espéces 2n NF LD
M + SM A X Y
Bos taurus - Boeuf domes-
tique 60 62 0 58 SM SM
Bos indicus - Zebu 60 62 0 58 SM A
Bos banteng - Beceuf Java-
nais, banteng 60 62 0 58 SM SM
Bos grunniens - Yak 60 62 0 58 SM SM
Bison bonasus - Bison
européen 60 62 0 58 SM SM
Bison bison - Bison amé-
ricain 60 62 0 58 SM A
Bubalus bubalis - Buffle
d’eau 50 60 10 40 A A
Syncerus caffer caffer -
Buffle africain 52 60 8 42 A A
Ovis aries - Mouton
domestique 54 60 6 52 A SM
Ovis musimon - Mouflon 54 60 6 52 A SM
Capra hircus - Chévre 60 60 0 58 A SM
Sus scrofa domestica -
Porc domestique 38 64 24 12 SM SM
Sus sacrofa - Sanglier 36 64 26 10 SM SM
Equus Caballus - Cheval
domestique 64 88 26 36 SM A
Equus przewalskii - Cheval
de Przewalski 66 88 24 40 SM A
NF = nombre fondamental (nombre des bras); M = métacentrique ; SM = submétacentrique ; A

= acrocentrique.

Le caryotype normal

A D’exception du porc, les principales
especes de mammiferes domestiques
ont un caryotype difficile a étudier en
raison du nombre élevé de chromoso-
mes (64 chez le cheval, 60 chez le tau-
reau et la chevre) et, de plus, de leur
morphologie semblable (Tableau I). Le
porc lui ne possede que 38 chromoso-

mes, ayant des morphologies différen-
tes et, de ce fait, relativement plus
faciles a étudier.

Les techniques de coloration classiques
utilisées pendant les années 1960, don-
naient une image uniforme des chro-
mosomes, sans aucun détail morpho-
logique a ’exception de la position du
centromeére. Chez des espéces dont
tous (ou presque tous) les autosomes
sont acrocentriques, seule la taille des
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chromosomes était prise en considéra-
tion pour apparier les deux homolo-
gues et les ranger dans une série
décroissante, divisée arbitrairement en
plusieurs rangées. Des le début des
années 1970 différentes techniques de
marquage ont été adaptées aux chro-
mosomes des especes domestiques,
facilitant I’identification des chromoso-
mes homologues et la mise en évi-
dence des anomalies.

En 1976, lors de la « conférence de
Reading » [4], un caryotype en bandes
G standard a été proposé pour cha-
que espece domestique. En mai 1989,
nous avons organis¢é a Jouy la
« deuxieéme conférence internationale
de standardisation des caryotypes des
especes domestiques ». La conférence
a réuni une trentaine de chercheurs
venus d’Europe, d’Amérique du Nord
et du Sud et d’Australie. Dans la
publication finale [5], il a été établi
une corrélation entre les chromosomes
marqués en bandes G et bandes R des
bovins du mouton et de la chevre.
Pour ces trois especes ont été propo-
sés des caryotypes standards en ban-
des R ainsi que des représentations
schématiques en bandes G et R. A
I’exception du chromosome 9 et de
I’X une homologie du dessin des ban-
des a été établie entre ces trois espe-
ces [6] (figure 1). Cela est trés impor-
tant pour la cartographie des genes.
En effet, si un géne est assigné a un
chromosome donné dans I'une des
trois especes, il y a de fortes chances
qu’il ait la méme localisation chez les
deux autres.

La section cheval de la conférence de
Jouy a publié séparément le caryotype
standard dans Hereditas [7] et le
caryotype du porc avait déja été éta-
bli deux ans plus tot et publié dans
la méme revue [8].

Anomalies chromosomiques
et leurs conséquences zootechniques
chez les bovins

Le bovin domestique est, avec quel-
que 25 000 animaux examinés,
'espéce de mammifere la plus étudiée,
apres la souris, du point de vue cyto-
génétique. Cela s’explique par la
découverte en 1964 en Suede, de la
mh n° 9 vol. 7, novembre 91
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Figure 1. Montage des caryotypes haploides en bandes RBG de chévre (G)

mouton (S) et bovin (C).
Jouy-en-Josas).

translocation Robertsonienne 1/29 [9]
(fgure 2) qui a des conséquences néfas-
tes, zootechniques et économiques. En
effet, elle réduit la fertilité des femel-
les porteuses hétérozygotes d’environ
10 %. Depuis la premiére observation
de Gustavsson cette anomalie a été
retrouvée dans une cinquantaine de
races bovines répandues sur les 5
continents|2).

La fréquence des porteurs hétérozygo-
tes de cette anomalie varie d’une race
a une autre. Dans certaines races a
effectif trés réduit telle la Bristish White
ou la race Corse elle atteint des fré-
quences tres élevées, respectivement de
60 % et 40 % [2]. Une étude faite en
France en race Blonde d’Aquitaine,
sur un échantillon représentatif de plus
de 2 000 génisses, a montré une fré-
quence d’environ 14 % des hétérozy-
gotes [10].

(H. Hayes,

laboratoire de cytogénétique de

La réduction de la fertilit¢ des ani-
maux hétérozygotes s’explique par une
augmentation de la mortalité embryon-
naire, due aux gametes a caryotype
déséquilibré, par défaut ou par exces
d’'un chromosome. Ces gametes a
caryotype déséquilibré qui gardent leur
capacité de fécondation normale, don-
nent des embryons non viables, mono-
somiques ou trisomiques, pour 'un ou
l’autre des deux chromosomes impli-
qués dans ’anomalie (figure 3).

Apres la découverte de I’anomalie, le
ministére suédois de I’Agriculture a
estimé qu’en raison de la réduction de
la fertilité provoquée par cette anoma-
lie, les éleveurs subissaient chaque
année une perte d’environ 2 millions
de francs. Une politique d’éradication
de cette anomalie a été mise en place
en Suéde d’abord, et ensuite dans de
nombreux pays dont la France.



La découverte de cette anomalie, et de
ses conséquences sur 1’élevage a eu un
impact considérable sur le développe-
ment de la cytogénétique des animaux
d’élevage et sur la sélection des
reproducteurs.

Les conséquences économiques
des anomalies chromosomiques
chez le porc

L’anomalie de structure la plus fré-
quente chez le porc est la transloca-
tion réciproque. L’animal porteur
d’une telle translocation a un phé-
notype normal, mais il engendre des
portées réduites, généralement d’envi-
ron 50 % [2].

En France, le dépistage de ces anoma-
lies est facilité par le Programme
National de Gestion Technique des
Troupeaux de truies. Ce programme
inventorie actuellement environ 60 %
des portées nées en France, et classe
les verrats selon la taille des portées
qu’ils produisent. Le laboratoire de
cytogénétique de Jouy, étudie depuis
la fin des années 1970, tous les ver-
rats dits « hypoprolifiques » qui engen-
drent 8 porcelets ou moins, sur un
minimum de 6 portées (le nombre
moyen des porcelets nés vivants par
portées en France est de 10,7). Plus
de la moitié de ces verrats ont été
trouvés porteurs d’une anomalie chro-
mosomique (figure 5).

L’application d’un modele de simula-
tion technico-économique « Porsim » a
montré qu’un élevage de 42 truies uti-
lisant un verrat porteur d’une trans-
location qui réduit la taille des portées
de moitié subit des pertes considéra-
bles de I'ordre de 50 % [11].

Plus récemment M. Bonneau [12] a

simulé les effets d’une translocation

réciproque sur un verrat utilisé dans
I'insémination artificielle. Il a trouvé
qu’un verrat croisé utilisé dans un cen-
tre d’insémination artificielle (IA) pour
inséminer 585 truies, provoquerait une
perte d’environ 600 000 F par an.
L’insémination artificielle, encore trés
peu répandue en France il y a quel-
ques années, connait actuellement une
expansion sans précédent. Le contrdle
cytogénétique de routine de tous les
animaux utilisés pour l’insémination
artificielle devient ainsi une priorité.
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Figure 2. Caryotype d‘un bovin porteur de la translocation 1/29.
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Cellule diploide  1/29
1
Ségrégation normale Ségrégation anormale
orientation alternative orientation adjacente
| | Ly
Gametes I
Al (e D E F
Zygotes
A B' c D' E' F
A : équilibre fusion centrique A': équilibre fusion centrique
B : équilibre normal B' : équilibre normal
C : disomique 29 C': trisomique 29
D : nullisomique 29 D' : monosomique 29
E : disomique 1 E': trisomique 1
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Figure 4. Caryotype de porc normal en bandes RBA (J. Boscher, laboratoire
de cytogénétique, INRA, Jouy-en-Josas).

Les chromosomes
des vertébrés inférieurs

Parmi les vertébrés inférieurs tels que
les poissons, les batraciens et les rep-
tiles, seuls les poissons ont un grand
intérét zootechnique.

Sur les quelques 20 000 especes diffé-
rentes de poissons, peu d’especes ont
été étudiées du point de vue cytogé-
nétique. Ces études, bien qu’incomple-
tes ont montré une grande variation
de la taille du génome des poissons.
Ainsi, les dipneustes (poissons a pou-
mons) qui ont treés peu évolué depuis
le dévonien, possedent un génome
trente fois plus grand que celui des
mammiféres. Cette redondance du
génome des poissons est probablement
apparue, comme l’a montré Ohno,
par la duplication en tandem, au
début de leur évolution. Chez certains

4 Figure 3. Les différents types de
gametes et zygotes produits par un
animal hétérozygote pour la translo-
cation 1/29. (Daprés [8]).
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groupes de poissons, notamment les
salmonidés, la polyploidie et les fusions
robertsoniennes semblent avoir joué un
role important dans 1’évolution.

Chez les salmonidés, plusieurs appro-
ches génétiques ont été envisagées pour
retarder ou bloquer définitivement la
maturité sexuelle. En effet, la matu-
ration sexuelle conduit a un ralentis-
sement de croissance et a une dépré-
ciation de la qualit¢ des animaux.
Ainsi la gynogenese induite, la poly-
ploidie et le transfert de geénes sont les
méthodes les plus utilisées, en particu-
lier pour I'amélioration génétique de la
truite arc-en-ciel [13]. Ces techniques
permettent d’obtenir des populations
consanguines ou des animaux mono-
sexes femelles trés utiles pour la sélec-
tion. Les animaux polyploides sont
souvent fertiles et produisent soit des
gametes diploides, soit des types dif-
férents d’embryons polyploides [13].

Toutes ces formes de reproduction
« atypiques » n’apparaissent qu’acci-
dentellement chez les vertébrés supé-
rieurs et les embryons qui en résultent
ne sont généralement pas viables.

C’est pourquoi les vertébrés inférieurs,
tels les poissons, peuvent servir de
modele pour la recherche en reproduc-
tion animale.

La cytogénétique des oiseaux

Les oiseaux, comme les reptiles, pos-
sedent des macrochromosomes facile-
ment identifiables et des microchromo-
somes dont la morphologie n’est pas
clairement visible. Les chromosomes
sexuels également comme chez les rep-
tiles, sont de type ZW/ZZ, la femelle
étant hétérogamétique.

Le nombre chromosomique, chez les
différentes especes d’oiseaux, est géné-
tiquement tres élevé et peut atteindre
une centaine. La différence de taille
entre les macrochromosomes et
microchromosomes peut-étre trés nette
ou au contraire, il peut y avoir un
passage progressif.

Parmi les oiseaux d’élevage, la poule
domestique est I’espece la plus étudiée.
Elle possede 78 chromosomes dont une
dizaine de paires sont des macrochro-
mosomes. Les autres étant de tres
petite taille et sans morphologie défi-
nie. Toutefois, dans les mitoses présen-
tant des chromosomes allongés, le
nombre de 2n = 78 est constant.
Les chromosomes de la poule sont
obtenus a partir de cultures de
lymphocytes ou de fibroblastes.
Plusieurs techniques de marquage
chromosomiques appliquées au chro-
mosomes de la poule ont permis
I’identification précise d’une dizaine de
paires de macrochromosomes.

Le role des anomalies chromosomiques
sur la mortalité embryonnaire a été
surtout étudié sur des cellules de tres
jeunes embryons. En effet Fechheimer
[14] a2 mis au point au milieu des
années soixante dix, une technique qui
permet ’examen cytogénétique sur un
embryon obtenu apres 16 a 18 heu-
res d’incubation. Cette technique a
permis d’obtenir des données tres fia-
bles, recueillies sur des échantillons trés
importants, sur la fréquence des dif-
férents types d’anomalies chromosomi-
ques et de leurs conséquences sur la
mortalité embryonnaire. Ainsi, dans
les souches de chair, le chimérisme
haploide/diploide et la triploidie pure
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ou en mosaique, sont les anomalies les
plus fréquentes [14]. Les anomalies de
la structure chromosomique peuvent
étre facilement induites chez les pous-
sins juste apreés I’éclosion, en leur
injectant des agents alkylants. Ainsi de
nombreuses translocations réciproques
et des inversions ont été obtenues.
Contrairement a ce qui se passe chez
les mammiferes, les oiseaux hétérozy-
gotes pour une translocation récipro-
que, produisent rarement des gametes
a caryotype déséquilibré. Le type de
ségrégation alternative, qui est le plus
fréquent chez les oiseaux, conduit a la
formation en proportions égales de
gametes normaux et de gametes hété-
rozygotes équilibrés [14]. Malgré la
présence des microchromosomes, la
poule et la caille domestiques s’averent
étre des modeles remarquables pour la
cytogénétique animale.

La cytogénétique des gameétes

L’étude des chromosomes des game-
tes des espéces domestiques ne fait que
démarrer. Chez le méle, la premiere
tentative de visualisation des chromo-
somes du spermatozoide a été faite
chez le porc par Creighton et al. [15].
Au Laboratoire de cytogénétique de
Jouy, apres avoir mis au point la tech-
nique de fécondation interspécifique
porc/hamster chez I’animal normal,
nous avons commencé [’étude des
caryotypes des spermatozoides issus des
sujets porteurs de deux translocations
réciproques (figure 6).

A ce jour aucune étude n’a été entre-
prise sur les chromosomes de 1’ovocyte
des animaux d’élevage. Pourtant il
serait tres utile d’avoir un modele ani-
mal car les 20 % environ d’ovocytes
a caryotype anormal publiés par plu-
sieurs équipes chez I’homme [1] ont
subi les effets d’une série de traite-
ments techniques nécessaires pour la
fécondation in wtro : traitement hormo-
nal des femmes donneuses, contrdle
aux ultrasons de la croissance follicu-
laire, etc. En plus, pour des raisons
d’éthique, les ovocytes examinés sont
seulement ceux qui ont subi un échec
de fécondation.
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Figure 5. a. Histogramme des tailles de portées d’un verrat porteur de la
translocation trcp (6 ; 15) [5] Laboratoire de Cytogénétique-INRA-Jouy-en-Josas).
b. Caryotype en bandes RBA du verrat porteur de la translocation trcp (6 ;
15) (J. Boscher, laboratoire de cytogénétique, INRA, Jouy-en-Josas).

La carte génique

La cartographie génétique comporte
deux volets principaux : la carte géné-
tique qui repere des distances en cen-
timorgans entre des marqueurs poly-
morphes et la carte physique qui, elle,

assigne les geénes sur les chromosomes.
Ce dernier volet est Daffaire du
cytogénéticien.

L’état actuel de la carte génique des
animaux d’élevage est trés peu avancé.
Chez les bovins, 13 groupes de liai-
son ont été identifiés ainsi que envi-
ron 220 genes et 30 fragments d’ADN

m/s n° 9 vol. 7, novembre 91




appartenant a 31 groupes de synténie.
La moitié des groupes de synténie et
5 groupes de liaison ont été assigné
jusqu’a présent sur les chromosomes
[16].

Chez le mouton 21 groupes de synté-
nie ont été mis en évidence dont 7 ont
€té localisés. Une quarantaine de genes
ont été localisés sur les chromosomes.
Chez la chévre deux geénes ont été
localisés et un groupe de liaison qui
n’est pas encore assigné sur un chro-
mosome donné.

Deux groupes de liaison sur 5 connus
ont été localisé chez le cheval ainsi que
26 geénes. Chez le porc 3 groupes de
liaison ont été assignés sur les 9 con-
nus et environ 40 genes localisés [16].
La connaissance du génome des espe-
ces d’élevage connaitra, dans les
années a venir, un développement plus
rapide que par le passé. Des collabo-
rations internationales se mettent en
place en Europe dans le cadre de la
CEE et aux Etats-Unis [17, 18].

En ce qui concerne la carte physique
des especes de bovidés (vache, mou-
ton et chévre) et dans une moindre
mesure celle du cheval, le probleme
crucial du travail de cartographie reste
I'identification des chromosomes. En
raison du nombre trés élevé de leurs
chromosomes et surtout de leur simi-
litude morphologique on est confronté
a des difficultés beaucoup plus gran-
des que celles posées, par exemple, par
les chromosomes humains. En plus il
existe actuellement trés peu de labo-
ratoires aussi bien en Europe qu’en
Amérique, qui ceuvrent sur les espe-
ces domestiques et qul connaissent
bien ces caryotypes. C’est pourquoi,
I’amélioration de la qualité des prépa-
rations chromosomiques et des techni-
ques de marquage qui permettent
I'identification des chromosomes avec
précision, devraient étre les objectifs
prioritaires des cytogénéticiens impli-
qués dans ces projets.

Les progres qui seront accomplis dans
la cartographie des animaux domesti-
ques apporteront des outils précieux a
la sélection animale et aux productions
animales.

Le tri des chromosomes

La séparation physique des chromoso-
m/s n° 9 vol. 7, novembre 91
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Figure 6. a Caryotype du spermatozoide de verrat et (b) d’ovocyte de hams-
ter obtenus par fécondation in vitro (M. Benkalifa et M. Bonneau, laboratoire

de cytogénétique, INRA, Jouy-en-Josas).

mes, appelée aussi le tri a I’aide de la
cytométrie en flux, s’est beaucoup
développée ces derniéres années. En
effet, pour I’approche de I'étude du
génome des eucaryotes, il est indispen-
sable d’effectuer un fractionnement
préalable de ’ADN, par sonication ou
action d’enzymes de restriction. Mais
le tri des chromosomes est la seule
technique de morcellement du génome
qui conserve le chromosome intact.

Par la cytométrie en flux, on mesure
la fluorescence individuelle des chro-
mosomes qui passent a travers un fais-
ceau laser (FACS-fluorescence activating cell
sorter). La fluorescence des chromoso-
mes étant proportionnelle a leur taille,
ils donnent des signaux de fluorescence

bien individualisés. Cela permet a un
ordinateur de repérer un chromosome
donné et de dévier la microgouttelette
qui le contient dans un champ élec-
trique. Elle sera ainsi dirigée vers une
plaque déflectrice du condensateur et
envoyée vers un récipient distinct (figure
7).

Le matériel utilisé est une suspension
de chromosomes trés bien dispersée.
Cette suspension est injectée sous pres-
sion dans une cellule d’écoulement de
60 um de diameétre. Le flux de chro-
mosomes d’un diametre de 12 pum est
enveloppé d’une gaine liquide dont
I’écoulement est laminaire, vers la
zone de détection. La pression de
I’échantillon de la gaine et la concen-

Vil



VI

tration en chromosomes, sont contrd-
lées de sorte que les chromosomes pas-
sent un a un dans le faisceau laser. La
fluorescence des chromosomes est
mesurée au moyen de détecteurs qui
fournissent une tension électrique pro-
portionnelle a I'intensité de la lumiere
recue. Les impulsions électriques émi-
ses par les détecteurs sont filtrées et
amplifiées. Ces signaux analogiques
sont ensuite convertis en signaux
numériques et présentés sous forme
d’histogrammes de fréquence mono ou
biparamétriques.

Sur un histogramme monoparamétri-
que (figure 8) les chromosomes sont
séparés en plusieurs pics plus ou moins
bien individualisés. La comparaison
des niveaux de fluorescences et des
longueurs relatives peut permettre
d’estimer la position de certains chro-
mosomes dans les pics. Dans un cas
idéal un pic correspond a un seul
chromosome, mais généralement dans
un pic sont situés deux ou plusieurs
chromosomes de taille similaire. L’uti-
lisation de deux laser associée a une
coloration avec deux fluorochromes
augmente la résolution en flux des
caryotypes en flux.

Chez 'homme, la cytométrie en flux
adaptée a ’analyse et au tri des chro-
mosomes est un outil trés performant.
Elle est utilisée pour la constitution des
banques d’ADN, le dépistage des ano-
malies et polymorphismes chromosomi-
ques et pour la cartographie génique.

Chez les animaux domestiques, seuls
les chromosomes du porc ont été étu-
diés par la cytométrie en flux. Certai-
nes anomalies chromosomiques, telles
les translocations réciproques, peuvent
étre utilisées pour I'identification des
chromosomes dans un caryotype en
flux. En effet, les chromosomes rema-
niés, ayant la taille modifiée peuvent
réduire ou augmenter certains pics ou
encore en créer des nouveaux, ce qui
permet d’établir une corrélation entre
un pic donné et un chromosome par-
ticulier (figure 9) [19].

Dans I’avenir, la cytométrie en flux
deviendra probablement une méthode
de choix pour la construction de ban-
ques d’ADN et I'analyse du génome.
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Figure 7. Schéma du trieur de chromosomes.

Conclusion et perspectives

« Putting the genetics back into cytogenetics ».
Ainsi intitulait le Dr. M. A. Fergus-
son-Smith, a qui la cytogénétique
humaine doit beaucoup, un éditorial
récent de la revue Amencan Joumal of
Human Genetics. 11 considére, en effet,
qu’en raison des développements
récents et des nouvelles techniques
dont s’est dotée la cytogénétique, cette
discipline revient a juste titre au pre-
mier plan de la génétique humaine.
Selon Fergusson-Smith, deux domaines
de la cytogénétique ont revétu une

importance croissante ces derniéres
années et lui ouvrent des perspectives
nouvelles. Le premier concerne la
technique d’hybridation in situ, et le
deuxieme la cytogénétique du noyau
interphasique.

La technique d’hybridation in situ avec
des sondes non-radioactives et détec-
tion par fluorescence a été utilisée,
dans un premier temps, pour déceler
des sondes de plus d’un kb, insérées
dans un plasmide. Elle a été récem-
ment développée par Lichter ¢t al. [20]
sous le nom de « suppression des chro-
mosomes in situ » (CISS) pour locali-
ser de grands fragments génomiques

m/s n® 9 vol. 7, novembre ']
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Figure 9. Caryotype en flux d’'un verrat porteur de la translocation 3/7. La
fléche indique un pic correspondant au chromosome remanié 3/7. (D’'aprés [19].
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insérés dans des cosmides ou des YAC
(veast artificial chromosomes). Dans ce cas
les grandes séquences contiennent de
nombreuses séquences répétées du type
Alu ou Kpn, qui doivent étre saturées
avec de ADN génomique total non-
marqué. Ainsi les séquences répétées
sont réassociées, permettant une hybri-
dation sélective d’une séquence uni-
que, avec les chromomes. Plusieurs
sondes différentes peuvent étre utili-
sées, chacune colorée avec un fluoroch-
rome différent. Cela permet de locali-
ser les sondes les unes par rapport aux
autres et de les positionner par rap-
port au centromere et au télomere
d’un chromosome.

L’hybridation avec des sondes d’un
chromosome donné apres la suppres-
sion des séquences répétées, permet de
« décorer » (chromosome painting) un
chromosome spécifique. Cette techni-
que facilite beaucoup la détection des
anomalies chromosomiques et s’avére
trés utile pour le diagnostic prénatal.

Les signaux d’hybridation in situ sont
aussi visibles sur des noyaux interpha-
siques, ce qui permet d’analyser les
relations spatiales entre des chromoso-
mes a un stade ou ils ne sont pas
optiquement visibles. Les chromosomes
a l’interphase sont, en général 10 fois
plus despiralisés que dans un noyau en
métaphase, ce qui permet de position-
ner des sondes qui sont trop proches
dans un noyau au stade de la méta-
phase. Ainsi, des séquences espacées
de 50 kpb peuvent étre localisées ce
qui augmentent la résolution de 20
fois, par rapport aux chromosomes
métaphasiques [21].

L’application de ces techniques perfor-
mantes aux chromosomes des animaux
domestiques permettra de progresser
rapidement dans la connaissance de
leur génome et I’établissement de la
carte physique. L’utilisation d’une
banque de cosmides spécifiques pour
chaque chromosome et d’une batterie
de fluorochromes de couleurs différen-
tes, pourrait résoudre les problemes
d’identification des chromosomes des
bovidés. Elle facilitera la découverte
des remaniements méme les plus fins
et la localisation des geénes avec un
haut degré de résolution.



La cytogénétique pourra également
apporter sa contribution dans les tra-
vaux de transgénese. Par hybridation
in situ sur des chromosomes des ani-
maux transgéniques, 1’on cherchera a
identifier le site d’intégration du géne
réintroduit. On saura ainsi si I'intégra-
tion se fait & un site précis ou au
hasard et on pourra suivre la transmis-
sion du gene réintroduit dans la des-
cendance de I’animal transgénique. On
pourra probablement mieux compren-
dre Dintéraction du geéne réintroduit
avec les autres geénes proches du site
d’intégration et son expression.

Dans un avenir proche, la cytogénéti-
que des animaux domestiques, contri-
bura a améliorer nos méthodes de
sélection et participera, avec les autres
branches de la génétique animales, aux
progres des biotechnologies M
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* GLOSSAIRE *

Aneuploide : une cellule qui ne contient
pas le méme nombre de répéntions pour
chaque chromosome. Cette situation peut
étre due a la perte ou, au contraire, d
l’addition d’un ou de plusieurs
chromosomes.

Caryotype : les chromosomes d’une seule
cellulle rangés dans une séne décroissante
d'apres leur tmlle et la posihon du
centrométre.

Chromosome métacentrique : chromo-
some ayant un centromére median.

Chromosome submétacentrique :
chromosome ayant le centromére situé dans
la région submédiane.

Chromosome acrocentrique : chromo-
some ayant le centromére situé dans la
région terminale.

Chromosome télocentrique : chromo-
some ayant un centromére terminal.

Gynogenése : développernent d’un  eeuf
activé par un spermatozoide, mais sans la
participation du génome mdle.

Isochromosome : chromosome possédant
des bras égaux et identiques du point de
vue géndtique, attachés en position symé-
tngque 4 un centromére central.

Longueur relative : la longueur réelle
d’un chromosome rapportée d la longueur
totale de tous les chromosomes d’une cel-
lule et exprimée en pour mlle.

Nombre fondamental (NF) : le nom-
bre des bras d’un caryotype, indépendam-
ment du nombre et de la forme des
chromosomes.

Série robertsonienne : espéces apparen-
tées qui possédent le méme nombre fonda-
mental mais un nombre différent de chro-
mosomes d cause d’une translocation
robertsomienne.

P. Popescu : directeur du laboratoire de optogeénéti-
gue. INRA, CR]J, laboratoire de cytogénéti-
que, 78352 Jouy-en-Josas Cedex, France.
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