
Troisièmes rencontres autour de la plate-forme bio-informatique 18 octobre 2005

Christophe HITTE & Thomas DERRIEN

Apport de la combinaison des séquençages légers (1-2x) et des 
cartes d'hybrides d'irradiation denses : 

Application au génome canin



1: 6x10.6 Lectures 

2: 1,16x10.6 Contigs (ave:1,4 kb)

3: 5x10.5 Contigs > 3kb (ave : 8,6 kb)

4: 75 % couverture

5: 18 473 gènes canins (24 657 humains)

6: 150 000 microsatellites 

7: 974 000 polymorphismes (SNP)

8: Élements répétés (SINE, LINE)



Canis familiaris : 38 autosomes + XY
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Une carte de 10 000 gènes du génome canin 

> Les objectifs :

>  cartographie dense et précise de 10 000 gènes canins
>> valorisation et optimisation des données de séquençage léger (1-2x)
>>> contribution à l’assemblage du séquençage profond (7.5x) du génome canin
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Principe de l’analyse des données RH 
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fichier de vecteurs 

A1A11T7 	
 1000011000000010001000000000100111000010000101100100000001000101000000010
A1A12SP6	
 1000000001000000001001010000000101100000000100000000010000000100000000011
A1B12SP6	
 0100000101010000011000001000000100000100000100000001001100000101110101000
A1B2T7 	
 1201010001100110011100010001000111000001010100000000110111000101100000011
A1B7SP6 	
 0000111001000001010000010000000110000000000100000000000101000000000010011
A1C10T7	
 0000001000000000010000000000000010010001000000000000010101001100000010000
A1C11SP6	
 1200011021010000011100001010000100000000000100100000000000110100111000011
A1C12SP6	
 1000011001000000100011000010001111000000001101000010111000000100000011011
A1C3T7 	
 0000001001000000011110000000000100000000000000000000010000000101010000011
A1C4SP6	
 1000001001000001000000011000000010001001000000000001011100000200010000011
A1C6T7	
 0000001000000101000000000000000000000100001000000000100100000000000000000
A2A11T7 	
 1000011000000010001000000000100111000010000101100100000001000101000000010
A2A12SP6	
 1000000001000000001001010000000101100000000100000000010000000100000000011
A2B12SP6	
 0100000101010000011000001000000100000100000100000001001100000101110101000
A2B2T7 	
 1201010001100110011100010001000111000001010100000000110111000101100000011
A2B7SP6 	
 0000111001000001010000010000000110000000000100000000000101000000000010011
A2C10T7	
 0000001000000000010000000000000010010001000000000000010101001100000010000
A2C11SP6	
 1200011021010000011100001010000100000000000100100000000000110100111000011
A2C12SP6	
 1000011001000000100011000010001111000000001101000010111000000100000011011
A2C3T7 	
 0000001001000000011110000000000100000000000000000000010000000101010000011
A2C4SP6	
 1000001001000001000000011000000010001001000000000001011100000200010000011
A2C6T7	
 0000001000000101000000000000000000000100001000000000100100000000000000000

Cartographie sur hybrides irradiés : Format des données



Identification des marqueurs de gènes canin 

> 6,22.106 séquences du TIGR
 > 18 473 fragments de gènes canins identifiés
 > 13 000 sélectionnés avec un orthologue humain (1:1) 
 (répartition uniforme sur le génome humain)
 > 10 500 marqueurs de gènes positionnés sur le génome canin



>> 1: constitution de groupes de marqueurs liés entre-eux.
 - densité en marqueurs
 - capacité de liaison
	 	
>> 2: déterminer l’ordre linéaire des marqueurs.
 - principe de l’algorithme
	 	- puissance de calcul

0 20 40 60 80 100 %
stat. support

- |====================     FH3962             
   246
- |====================     EST5C4             
    94
- |====================     EST18A2            
    94
- |====================     BAC_372-E16        
   144
- |====================     AHTH262RE           
   143
- |====================     BAC_381-G5         
   153
- |====================     FH2600              
    50
- |====================     C14.866              
    78
- |====================     REN103E18            
   104
- |====================     REN144I15            
   122
- |====================     G01506              
    80
- |====================     BAC_381-N11        
    91
- |============        BAC_372-I9         
    33
- |============        COL1A2             
    59
- |============        BAC_375-O13        
    53
- |============        REN107D22            
    78
- |============        FH3019             
   102
- |============        FH2060              
    70
- |============        CALCR               
    82
- |============        RTG                 
    88
- |============        PON2                
    49
- |============        FH3725             
    64
- |====================     REN141B14            
    78
- |====================     REN02O24            
    71
- |====================     BAC_375-A14        
    91
- |====================     REN253L23           
    53
- |====================     REN141P20           
    84
- |====================     FH3102             
    71
- |====================     BAC_382-K2         
    34
- |====================     BAC_372-C11        
    67
- |====================     REN235M05           
   119
- |====================     EST15F1            
    72
- |====================     REN169D01            
    57
- |====================     EST19E2            
    71
- |====================     FH2658             
    93
- |====================     BAC_375-M1         
    68
- |====================     IL6                 
    98
- |====================     FH3367             
   147
- |====================     HUEST-M14584        
   121
- |====================     BAC_373-A17        
    76
- |====================     BAC_380-B4         
    69
- |================        REN289L09            
    23
- |====================     EST11E1            
    42
- |================        BAC_381-M15        
    94
- |====================     EST27G10           
   119
- |====================     FH3387             
   113
- |====================     FH3285             
    86
- |====================     FH2258             
    69
- |====================     REN157K10           
    56
- |====================     BAC_376-M17        
    94
- |====================     REN233K05           
    49
- |====================     FH3453             
    98
- |====================     FH4051             
    55
- |====================     VIP21               
    69
- |====================     PEZ10                
   105
- |================        REN198G20           
    43
- |================        REN125I20            
    41
- |====================     AHTK207             
    23
- |====================     EST24C4-B          
    42
- |====================     EST1H4             
    83
- |====================     HUEST-D29206        
   112
- |====================     FH3114             
   102
- |============        REN142L16           
    78
- |============        REN91C04            
    63
- |====================     FH2957             
    49
- |====================     BAC_374-I1         
    89
- |====================     BAC_382-O5         
    70
- |============        BAC_374-M1         
    41
- |============        BAC_375-K10        
    41
- |====================     BAC_376-J23        
    42
- |====================     BAC_381-K9         
    89
- |====================     FH3072             
    63
- |================        STS163M13          
    41
- |================        FH2763             
    41
- |====================     BAC_381-A18        
    94
- |====================     EST-CFZ97751        
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Objectifs du traitement statistique



Le traitement statistique des données

>> Pour N marqueurs --> N!/2 combinaisons d’ordre possibles.

2!/2 = 1

5!/2 = 60

10!/2=1 814 400

30!/2=132626429906095529318154240000000 (~1,3x1032)



2:  Ordonner les marqueurs

>> Les méthodes combinatoires non-paramétriques 
     principe de cassures obligatoires des chromosomes 
     (obligate chromosomes breaks -OCB-)
Déterminer l’ordre qui présente le moins de cassures chromosomiques

Le traitement statistique des données

>> Les méthodes statistiques paramétriques 
     déterminer  les permutations les plus vraisemblables entre paires de marqueurs.
Estimation du maximum de vraisemblance (Maximum Likelihood Estimation -MLE-)
	 	

Paire/triplet initial

3ème marqueur      ordre

n. ème marqueur      ordre final



Construction de carte RH par approche TSP 
(traveling salesman problem approach)
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stat. support
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>> Étant donné un nombre fini de villes, trouver le moyen le 
moins coûteux de visiter chaque ville une fois puis de revenir 
au point de départ.

Le traitement statistique des données :
L’approche  TSP



>  cartographie de 10 000 gènes du génome canin

Nombre de marqueurs : 10348

Nombre de marqueurs chomosome-spécifique* : 545 

Nombre de positions uniques : 9081

Densité de marqueur : 1/275 kb

Couverture : 99 % [zones non représentées : 43 [taille 3-6 Mb] (dont 13 sont dépourvus de gènes)]

* marqueurs BAC préalablement positionnés 

par FISH et RH sur la carte intégrée FISH/RH 

(Breen M. et al, 2004)



>> valorisation et optimisation des données de
     séquençage léger (1-2x)

CFA16

  >> 10 000 gènes

  >> 10 000 Contigs

  >> Les super-Contigs 

  	 	 - Microsatellites 

	 	 - SNPs

Approche combinée 
Carte RH/séquençage léger



CFA16

valorisation des données de séquençage léger (1-2x) 
>> Cartographie comparée Homme-chien

HSA10

HSA11

  >> 10 000 relations orthologie 1:1 

	 (H/Ch) 

  >> 260 segments conservés (> 500 

 kb)

  >> rupture de synténie

 

Approche combinée 
Carte RH/séquençage léger



>>> Contribution à l’assemblage de la séquence (7.5x) 
du génome canin 

7.5x
1.5x



>>> Contribution à l’assemblage de la séquence 7.5x 
       du génome canin 



Validation Carte RH 

Chr35Chr34 Chr5

RH Seq. RH Seq. RH Seq.



Séquençage 2x (78%)
6,22 .106 seq
1,16 .106 contig
522,101 scaffold (3.8kb)
18,473 gènes
>> coût  : 5 x 106  $ 

Cartographie RH 
RH panel
10,000 gènes
>> coût  : 1 x 106 $ 

Seq1.5x + RH mapping 
- 90% fragments de syntenie >500kb
- Positions pour 10,000 gènes 
- déduction pour ~25 % du génome 
- identification de microsatellites

Séquençage profond  7-8x (98%) 
- 36.106 seq
- annotation : 20 000 gènes
- identification : microsatellites
- > 2.106 SNP
>> coût : 40-50 x 106 $ 

Approche combinée Carte RH/séquençage léger



Mammalian Genome Project 

alignement 2 espèces : identifier éléments conservés > 50 bp

alignement 16 espèces (2x): identifier éléments conservés > 8 bp
  D = Distance évolutive (taux de substitution) 
        cumulée entre espèces 
	 	 1:	 H/souris        D = 0.450
	 	 2:	 H/souris/rat  D  = 0.530
	 	 16 : ....	 	   D = 3.8



Conclusions-perspectives

1: Utilisation des données de cartographie comparée dans l’histoire 

évolutive des génomes mammifères. [ Murphy WJ. et al.]

2: Contribution de la synténie dans l’approche de construction des 

cartes génomique : Développement d’un algorithme de cartographie 

combinant l’apport de la synténie et de l’approche TSP

3: Développement d’un outil de construction de cartographie 

comparée : AutoGRAPH  (Thomas Derrien)
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