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R$SUM$ - Une mutation provoquant une hypertrophie musculaire a CtC mise en Cvidence chez le mouton. Le locus cal- 
lipyge responsable a Ctt? localis6 sur le chromosome 18 par Ctude de liaison gCn6tique. Cette mutation representant un 
avantage pour 1'Clevage ovin, une Ctude de caractkrisation du fonctionnement et du mode d'action du gbne a dCbutC. Celle- 
ci implique I'isolation du locus par la construction d'un contig de chromosomes artificiels de levures (YAC, Yeast artifi- 
cial chromosome) couvrant I'espace compris entre les deux marqueurs gdndtiques flanquant le locus callipyge et le conte- 
nant. Afin d'avancer plus rapidement vers une rCgion plus IimitCe comprenant le gbne, un raccourci utilisant la mCthode de 
FISH (Fluorescent in-situ hybridization) suivi d'une microdissection d' ADN est d6veloppC. La FISH a maintenant 6tC rCa- 
lisCe B partir des premiers chromosomes artificiels de levures isolCs et la microdissection est en cours. 
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SUMMARY - A mutation causing muscular hypertrophy has been identified in the sheep. The causative callipyge locus 
was mapped by a linkage study to chromosome 18. This'mutation represents an obvious advantage for sheepbreeding. Therefore 
a study to establish the identity of the gene has started. This study implies the isolation of the locus by building a conting 
of YAC (Yeast artificial chromosome) clones spanning between the DNA markers flanking the callipyge locus and inclu- 
ding it. As a short-cut to search for a more limited region containing the gene, a method including FISH (Fluorescent in- 
situ hybridization) followed by microdissection of DNA has been proposed. The FISH step has now been successfully accom- 
plished using the first YACs isolated. The microdissection is in progress. 



INTRODUCTION 

Une mutation provoquant une hypertrophie musculaire 
associee II  une plus grande maigreur de viande et une 
meilleure efficience alimentaire a 6tC identifibe chez le 
mouton (Cockett et al., 1994). Cette hypertrophie se 
remarque surtout au niveau de la ceinture pelvienne et le 
phCnotype n'apparalt que uois semaines aprbs l'agnelage. 
Les agneaux hypermusclCs montrent une augmentation de 
32 % de la masse musculaire par rapport aux agneaux nor- 
maux (Jackson & Green, 1993). Le nom de callipyge et le 
symbole CLPG ont CtB proposes pour le gene responsable 
et l'existence de deux alleles (CLPG et clpg) fut suggbrke ; 
les animaux CLPGlclpg prksentant l'hypertrophie muscu- 
laire et les clpglclpg Ctant de conformation classique 
(Cockett et al., 1994). 
Ce phenotype reprksente un inter& econornique indeniable 
pour l'industrie du mouton. Dans ce cadre, il est clair que 
l'identification du gene et la comprehension de son fonc- 
tionnement sont des &tapes importantes pour son utilisation 
en Blevage. Le premier stade de cette etude fut la localisa- 
tion du gbne callipyge dans le gknome ovin et ceci par 
etude de liaison gdn6tique (Ott, 1991). I1 existait it 1'Cpoque 
tr2s peu de marqueurs genetiques chez le mouton, au contrai- 
re du bovin, mais la conservation de sequences et de la 
localisation des marqueurs entre ovins et bovins nous a 
permis d'exploiter des marqueurs bovins chez le mouton. 
Les pedigrees disponibles Ctaient constituds de deux familles 
de demi-fr2reslsoeurs paternels segrbgeant pour le phCno- 
type callipyge (bCliers CLPGIclpg x brebis clpglclpg). 
Nous avons montrb une liaison entre le locus callipyge et 
GMBT16, un VNTR (Variable number of tandem repeats) 
bovin localis6 pr6cbdemment au niveau de la rkgion 310- 
mkrique du chromosome 21 bovin et de son homologue 
18 ovin. L'utilisation de marqueurs suppl6mentaires du 
chromosome 21 bovin a permis la construction d'une carte 
chromosomique du chromosome 18 ovin. Cette carte loca- 
lise le locus CLPG entre deux microsatellites, CSSM18 et 
TGLA122, respectivement B 3 centimorgans (cM) et 
17.5 cM (Cockett et al., 1994). Remarquons que la rkgion 
interesste chez le bovin est l'extrCmit6 tClomtrique du 
chromosome 2 1. 
Notre projet en collaboration avec Utah State U., s'inscrit 
dans la continuit4 de la comprChension du gbne callipyge : 
1'6tape suivante Ctant le clonage positionnel du gbne, la 
region voisine du g2ne doit Btre isolCe. Pour ce faire, une 
stratdgie de ccchromosome walking* (Bentley, 1992) it par- 
tir du marqueur gCn6tique le plus proche (CSSM18) semble 
la plus indiquke. Une des mkthodes les plus efficaces pour 
avancer it travers un chromosome est d'utiliser une banque 
B larges inserts d'ADN comme le proposent les banques 
gCnomiques de chromosomes artificiels de levures (Yeast 
Artificial Chromosome, YAC) (Hiether et al., 1990). 
Dans notre cas, cette Bvolution le long du chromosome 21 
bovin it l'aide d'une banque bovine de chromosomes arti- 
ficiels de levures pourraient s'avCrer longue vu la distan- 
ce qui separe les deux marqueurs gtnetiques flanquant le 
gbne callipyge. Pour ce faire, une mdthode alternative, 
court-circuitant un chromosome walking trop long, est 
choisie. Les clones de la banque de YAC isolCs grdce au 
microsatellite CSSM18 sont utilisks pour rkaliser une hybri- 
dation in-situ par fluorescence (Fluorescent in-situ hybri- 

dization, FISH) (Lawrence, 1990). Une fois localis6e, la 
region d'intkret peut &re microdiss~uCe avec prkcision. On 
a alors une portion du chromosome, limitee il la region 
d7int6r8t, dans laquelle nous pouvons trouver de nouvelles 
sequences spkcifiques ou STS (Sequence tagged site). Selon 
des estimations actuelles, la microdissection nous fourni- 
ra une partie du chromosome equivalente it 10% de sa 
taille. Ceci reprdsente 10 cM ou 10 millions de paires de 
bases (pb). Si l'on isole 50 nouveaux STS, cela en place- 
ra en moyenne un tous les 200.000 pb. Or comme la taille 
moyenne d'un clone de la banque de YAC est de 
650.000 pb, le criblage de la banque avec les nouveaux 
STS devrait permettre la cristallisation d'un contig (col- 
lection de clones chevauchants) de la region. 
En dehors de cette approche conventionnelle visant it clo- 
ner le gbne callipyge, l'aspect sCgrCgationne1 doit etre 
investigub pour permettre l'utilisation efficace du gene 
dans l'elevage (Cockett et Georges, non publie). En effet, 
des etudes preliminaires plaident en faveur d'un mode de 
s6grkgation non-mendelien. Dans l'etat actuel d'avance- 
ment, l'hypothhse la plus vraisemblable pour expliquer les 
ph6nomenes d'hkritabilitk semble Btre l'imprinting paren- 
tal (Efstratiadis, 1994). 

1.1. CRIBLAGE DE LA BANQUE G~NOMIQUE DE CHROMO- 
SOMES ARTIFICIELS DE LEVURE ET CARACTI~RISATION DES 
CHROMOSOMES ARTIFICIELS DE LEVURE 

La banque g6nomique bovine en chromosomes artificiels 
de levure de Libert et al. (1993) a kt6 criblde par PCR 
(Polymerase Chain Reaction) au moyen du microsatellite 
CSSM18 (Barendse et al., 1994) comme dBcrit prbcedem- 
ment (Libert et al., 1993). La taille des YAC est determi- 
nee par elecuophorbse en champs pulsB suivie de transfen 
selon Southern et hybridation it une sonde compos& d' ADN 
gknomique bovin total comme d6crit prkc&mment (Liben 
et al., 1993). 
Les extrkmites des YAC sont ensuite isolees par la metho- 
de dite & ccbubble-PCR* ou ccvectorette-PCRH (Riley et al., 
1990) et s6quenc6es par cycle sequencing (Kit Cyclist, 
Stratagene). 

1.2. PURIFICATION DE L'ADN DE YAC ET FISH 
(FLUORESCENT IN-SITU HYBRIDIZATION) 

L'ADN des chromosomes artificiels est purifi6 par blec- 
trophorhse en champs pulse (Pulsed Field Gel 
Electrophoresis, PFGE), traitement it l'agarase, extraction 
(deux phenol-chloroforme suivis d'un chloroforme) et prB- 
cipitation B l'ethanol 100%. Une fois purifiB l'ADN, l'hy- 
bridation in-situ est effectuee comme d6crit prkcCdemment 
(Toldo et al., 1993). 

2.1. CRIBLAGE DE LA BANQUE 

Un premier criblage de la banque gdnomique bovine de 
chromosomes artificiels de levures avec le microsatellite 
CSSM18 a permis d'identifier neuf clones positifs. Quatre 
de ces neuf clones furent retenus apres un second criblage 
sur de I'ADN purifie des clones individuels. I1 y sera fait 
reference dans la suite comme les YAC 1 , 5 , 6  et 8. 
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2.2. CARACT~?RISATION DES CHROMOSOMES ARTIFICIELS DE 
LEVURE 

Suite il la caractkrisation de ces YAC faite par PFGE et 
Southern Blot, il en ressort que la taille de ces inserts 
d'ADN bovin varie : pour les YAC 1 et 5, la taille est de 
1000 kilobases (kb) ; de 450 kb pour le YAC 6 et de 360 kb 
pour le Y AC 8. 
Les extremitbs gauche et droite de ces YAC sont ensuite 
caracteris6es par Bubble-PCR. Seules six des huit exwemi- 
t6s ont Ctb isolees par cette m6thode puis sCquencCes par 
cycle sequencing, les extr6mitCs droites du YAC 1 et du 
YAC 6 n'ont pu btre isolks. Pour chacune des six sequences, 
un STS sp6cifique est developp6. Seuls cinq STS spkcifiques 
sont synthetises : nous les appelons lL, SL, 5R, 6L, 8L, 8R 
(le chiffre indique le YAC d'origine du STS et L/R indi- 
quent respectivement s'il s'agit de l'extremitk gauche ou 
droite de ce YAC). Ces STS devaient permettre de : 1. deter- 
miner si les YAC isolCs etaient chimkriques et 2. placer ces 
clones les uns par rapport aux autres pour former un contig. 
Les contrbles prklirninaires de ces STS sur de 1'ADN gkno- 
mique bovin par PCR semblant concluants, nous avons test6 
ceux-ci par PCR sur des hybrides somatiques afin de verifier 
la presence de chimerisme. Malheureusement I'ensemble des 
hybrides somatiques s'est montr6 positif alors qu'un seul 
devait I'btre. Une hypothbse pouvait expliquer cette situation, 
les STS choisis se trouvaient dans de I'ADN hautement dp4- 
titif du genome bovin. Ceci expliquerait pourquoi les tests sur 
ADN gtnomique fonctionnent mais aussi pourquoi les 
hybrides somatiques sont tous positifs. 
Nous avons vdrifib cette hypothbse en criblant des banques 
de donnees (EMBL et Genebank) avec un outil BLAST de 
recherche d'homologie pour mettre en evidence un rap- 
port entre les sequences des extrtmites de YAC et des 
sequences dp6titives du genome bovin. I1 en ressort que cer- 
taines de nos sequences d'extrkmites avaient une trbs haute 
homologie avec differentes farnilles de sequences bovines 
de type Alu. L'extrCmitC 1L se localise dans des SINE 
(Short Interspersed Nuclear Element) d6crits par Lenstra 
(Lenstra et al., 1993) : BTBOV1, BTBOVlD et BTBOV2 
(No EMBL : X64124, X64126, X64125). Les extrkmites 5R, 
6L et 8L se retrouvent elles dans une famille de SINE 
decrite par Szemraj (Szemraj et al., 1995) : BTREVTRNA 
et BTRPTDNA (No EMBL : 225525,225531). 

2.3. FISH 
Pour l'hybridation in-situ par fluoresence (FISH), les YAC 
6 et 8 sont choisis pour btre purifies aprbs isolement par 
PFGE. L'ADN obtenu pour chacun de ces YAC est alors 

utilisC pour rkaliser l'hybridation. Le YAC 6 s'est hybrid6 
cornrne espCrB avec le chromosome bovin 21 dans la region 
21q23-q24. La mbthode FISH nous a en plus fourni l'in- 
formation que le YAC 6 n'Ctait pas chimkrique. 

3. DISCUSSION 

L'isolement de quatre clones positifs dans la banque de 
chromosomes artificiels de levures B partir du criblage avec 
CSSM18 confirme la complexit6 de la banque dCveloppCe 
par Libert et al. estimCe B approximativement 5-6 Cquiva- 
lents genome. 
Vu les problbmes liCs h la presence de SINE au niveau des 
extr6mitCs de YAC, nous n'avons pu pour l'instant carac- 
teriser complbtement les clones isolCs. Nous n'avons donc 
pas encore d'Bvaluation quant il la presence ou non de chi- 
merisme dans les clones isolCs. Les rksultats obtenus par la 
technique de FISH nous a neanmoins fourni de l'informa- 
tion pour ce qui est du YAC 6. Celui-ci ne semble pas btre 
chimkrique. 
La localisation en 21q23-q24 par FISH il partir de ce YAC 
nous permet de confirmer l'exactitude des rdsultats obte- 
nus par Ctude de liaison gCn6tique et d'aller plus en avant 
dans cette region du chromosome 21 bovin. Remarquons 
aussi que cette localisation du YAC 6 met en evidence une 
expansion de la carte gknetique B cet endroit ainsi qu'il a 
d6jB Ct6 montr6 prdckdemment par d'autres experiences. En 
effet si l'on s'en tient il la carte gCnCtique, il existerait 
entre les deux marqueurs CSSMl8 et GMBT16 17% de 
recornbinaison. Or GMBT16 &ant cartographi6 B l'extr6- 
mite tblomerique du chromosome 21, CSSM 18 devrait se 
trouver bien plus B l'intkrieur du chromosome puisqu'on 
estime que celui-ci a une taille totale d'environ 120 cM. Par 
contre la localisation du YAC 6 positif ?I CSSM18, place 
celui-ci il lYextr6rnitC tClom6rique du chromosome 21, trbs 
proche physiquement de GMBT16. Ceci plaide donc en 
faveur de la presence t6lomerique d'une region B plus forte 
proportion de recombinaison, expliquant ainsi la differen- 
ce entre la cartographie physique et la cartographie par 
etude de liaison genetique. 
Les resultats obtenus par FISH vont nous permettre de rda- 
liser un contig de la region il partir de I'isolement d'une cin- 
quantaine de nouveaux STS. Une fois le contig construit, 
nous irons plus en avant dans la caract6risation et la com- 
prehension du mode de fonctionnement et d'action du gbne 
callipyge. 
Berghmans S. bCnCficie d'une bourse de sp6cialisation du 
Fonds pour la Formation B la Recherche dans I'Industrie et 
dans I'Agriculture (FRIA). 
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