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AGENAE-chick, un outil d’analyse du transcriptome de la poule

Dans le cadre du programme d’analyse du génome des animaux d’¢levage (AGENAE) une banque d’ADNc
multi-tissus normalisée (collection de fragments d’ADN correspondant a des génes exprimés) a été construite
pour I’espéce poule. Plus de 13000 clones ont ainsi été obtenus. Leur séquencage a permis d’obtenir 23273
séquences partielles (EST pour étiquette de séquence exprimée) publiées dans la base de données publiques de
I’EMBL. Ces séquences correspondent a environ 6800 génes exprimés différents. Leur analyse effectuée grace a
des outils développés par 1I’équipe informatique SIGENAE a permis de confirmer la représentativité des
différents tissus utilisés pour la construction de la banque. Elle a aussi montré la bonne représentativité des
fonctions moléculaires associées aux geénes représentés. AGENAE-chick constitue donc un outil générique
adéquat pour 1’analyse du transcriptomes de la poule. Cette collection permet de générer des micro-réseaux
d’ADN (puces a ADN) indispensables aux études de génomique fonctionnelle projetées dans différents
domaines de la biologie avicole (croissance, développement, reproduction, santé, comportement, qualité des
produits). Leur production est assurée par le centre de ressources biologiques GADIE de Jouy en Josas.

Agenae-chick, a tool for chicken transcriptome analyses

In the course of the French research programme on farm animal genomes (AGENAE) a chicken multi-tissues
normalised cDNA library was constructed. More than 13,000 clones were isolated and sequenced from both
ends. It led to 23,273 Express Sequence Tag (EST) which have been delivered in the EMBL nucleotide sequence
database. After assembling, these EST represent approximately 6,800 different expressed genes. Analyses of
these EST, performed with tools generated by the informatic team SIGENAE, shown that tissues included in the
cDNA library were actually well represented in AGENAE-chick. Besides, ontology analyses demonstrated that
gene-associated molecular functions were fairly accounted for in that cDNA collection. Accordingly AGENAE-
chick is a valuable tool for studies in chicken functional genomics. Selected unigene clones will be printed on
microarray by the Biological Resource Centre “GADIE” at Jouy en Josas.

INTRODUCTION

Depuis plusieurs années une partic de la génétique
moléculaire a évolué vers la génomique, synonyme de
génétique a grande échelle, s’intéressant aux génomes
dans leur ensemble. Cette évolution a été rendue
possible par I’apparition de techniques permettant des
analyses a haut débit. On a I’habitude de distinguer
les études de la structure des génomes et celles de leur
fonctionnement, ces derniéres prenant le nom de
génomique fonctionnelle (Hatey et al., 2000 ; Douaire
et al., 2001). Dans ce contexte, un programme
national de recherche a été mis en place, concernant la
génomique pour 4 espéces animales, dont la poule
(programme AGENAE, http://www.inra.fr/agenae).
L’'un des axes de ce programme concerne la

génomique fonctionnelle. Dans ce cadre, une banque
multi-tissus d’ADNc (collection d’ADNc
correspondant aux génes exprimés) de ’espéce poule
a été réalisée (Hérault et al. 2003) et séquencée. Cette
collection est destinée a la fabrication de micro-
réseaux d’ADNc (puces a ADN) supports des études
de génomique fonctionnelle. Nous présentons ici les
caractéristiques de cette collection issues de 1’analyse
des séquences ainsi que quelques éléments de
comparaison avec d’autres collections existantes
utilisées pour la fabrication de micro-réseaux.
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1. BANQUE D’ADNc¢ ET ETIQUETTES (EST)

La génétique fonctionnelle s’intéresse a I’expression
des genes, et entre autres aux ARN messagers
(ARNm), premiére étape de la cascade conduisant des
génes aux protéines puis aux  caractéres
phénotypiques, par ’intermédiaire des différents
métabolismes. L’étude des ARNm passe par leur
clonage sous forme d’ADN complémentaires (ADNc)
et la constitution de banques d’ADNc, collections de
clones d’ADNc représentatifs du transcriptome dans
un type cellulaire, un tissu, voire un organisme entier
ou plutot un ensemble de tissus d’un organisme entier.
Nous avons choisi de construire une banque d’ADNc
a partir des ARNm de 25 tissus différents prélevés
chez des animaux d’4ge, de sexe et de conditions
physiopathologiques différents afin de disposer du
plus grand nombre possible de geénes exprimés
(Hérault et al., 2003).

L’assemblage réalisé sur I’ensemble des EST de poule
disponibles dans les bases de données publiques a
conduit a 86971 contigs, parmi lesquels 6820
contiennent au moins une EST AGENAE-chick.

Autrement dit 6820 ARN messagers différents sont
représentés dans AGENAE-chick.

Le séquencage partiel (extrémités 5’ et 3° des ADNc)
des clones obtenus génére des “ étiquettes ” ou EST
(pour Expressed Sequence Tag ou étiquette de
séquence exprimée). Le séquencgage de 13359 clones
a ainsi permis d’obtenir 23273 EST intégrées dans la
base de données SIGENAE et dans la base de
séquences publique de 'EMBL (http:/www.embl-
heidelberg.de/).

Ces EST sont donc de petits fragments de séquence de
génes exprimés, plusieurs EST pouvant correspondre
au méme geéne exprimé. Une étape de traitement
informatique est alors réalisée pour regrouper (on
parle d’* assemblage ) les EST qui se ressemblent,
sur des critéres de similitude de séquences. On génére
ainsi des “contigs ” (figure 1). Chaque contig est
censé représenter un gene exprimé (ARN messager)
mais il apparait, d’aprés le nombre de contigs
obtenus, que 1’on n’est probablement pas encore
capable de regrouper en un seul “ contig ” toutes les
EST correspondant 2 un méme ARNm. Nous allons
cependant conserver cette analogie: un contig
représente un ARN messager (ou un géne exprimeé).

Figure 1 - Correspondance entre ARNm, EST et contig
Les EST sont représentées par les traits fins double-fléché. La correspondance avec la séquence de I’ARN est
visionnée par les traits verticaux. Les EST sur des lignes horizontales différentes sont obtenues sur des clones

différents (quatre dans le cas présent).

Le contig résultant de 1’assemblage des EST est représenté par le trait gras double-fléché. Au contraire des
clones ile n’a pas de réalité physique ; il n’existe que par sa séquence

; ' ARNm
‘< ESTI
< > EST2
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2. CARACTERISATION DES
PRESENTS DANS AGENAE-chick

GENES

Les ADNc présents dans AGENAE-chick proviennent
de différents tissus. Les comparaisons entre
AGENAE-chick et des banques mono-tissu

permettent de valider la représentativité d’AGENAE-
chick pour des génes exprimés dans différents tissus
(figure 2)

Figure 2 — Représentation de différents tissus au sein d’AGENAE-chick

Agenae-chick

Ainsi par exemple 26 % des geénes représentés dans
AGENAE-chick sont des génes exprimés dans le tissu
adipeux. Ces résultats valident le caractére multi-
tissus de la collection. On peut en effet supposer que
les autres tissus ayant contribué a la construction de la
banque sont également bien représentes.

La somme des pourcentages obtenus pour les 5 tissus
analysés dépasse 100, ce qui illustre bien la
redondance qui existe entre différentes banques
mono-tissu (un méme geéne peut étre exprimé dans
différents tissus), redondance que nous avons
partiellement évitée avec la stratégie multi-tissus
adoptée.

Par ailleurs, une analyse partielle des fonctions
moléculaires associées aux genes représentés dans la
collection a été réalisée. Pour des raisons pratiques
elle n’a pu porter que sur les génes ayant une forte
ressemblance avec des génes humains soit environ 33

Tissus
Adipeux

% des génes représentés dans AGENAE-chick. Les
fonctions  associées aux  geénes ont  été
automatiquement générées par un logiciel adapté
(onto-miner, http://vortex.cs.wayne.edu :8080). Des
groupes de génes de fonction moléculaire similaire
ont ensuite été constitués (Venter et al., 2001). Malgré
la faible proportion de genes analysés, 1’analyse
effectuée montre la variété des fonctions représentées
(figure 3), avec une répartition similaire a celle
obtenue par I’analyse du génome humain (Venter et
al., 2001). Ce résultat confirme d’une autre manicre
qu’AGENAE-chick assure une bonne représentativité
du génome aviaire. Il prouve aussi I’intérét de cette
collection pour la fabrication de micro-réseaux
d’ADNc (puces a ADN) destinés aux analyses de
génomiques fonctionnelle (Hatey et al., 2001, Douaire
etal., 2003).
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Figure 3 - Distribution des fonctions moléculaires associées aux geénes représentés dans AGENAE-chick
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3.COMPARAISONS AVEC LES COLLECTIONS
D’ADNc EXISTANTES

En méme temps qu’AGENAE, d’autres programmes de
génomique fonctionnelle de la poule ont été développés
dans le monde et ont conduit a I’élaboration de
collections d’ADNc¢ pour constituer des micro-réseaux
d’ADN. Actuellement, un consortium regroupant des
scientifiques académiques britanniques, allemands et
américains propose (pour 150 $) une puce contenant
13000 fragments de geénes différents. En comparaison,
environ la moitié des séquences représentées dans
AGENAE-chick (3080 sur 6820) ne figurent pas dans la
collection du consortium.

Par ailleurs, un ensemble de banques d’ADNc
constituées dans plusieurs universités américaines
(Delaware et Maryland) ont permis 1’élaboration d’une
autre puce contenant prés de 12000 genes. En
comparaison prés de 60% des geénes représentés dans
AGENAE-chick (3946 sur 6820) ne figurent pas dans
cette collection.

Ces résultats confirment la richesse d’AGENAE-chick
et sa complémentarité par rapport a d’autres collections.
Des discussions sont engagées pour constituer une
collection plus compléte en association avec les
collections américaines.

CONCLUSION

Nous disposons maintenant d’une collection d’ADNc
représentative d’un grand nombre de génes exprimés
chez Gallus gallus. Les résultats présentés ici
confirment sa richesse, notamment en terme de nombre
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de fonctions biologiques représentées, et donc sa
pertinence dans I’analyse de réseaux de régulation
génique.

La fabrication de micro-réseaux d’ADN utilisant
cette collection débutera en janvier 2005 au centre
de ressources biologiques GADIE a Jouy en Josas
qui assure déja I’entretien des clones d’ADNc. Les
micro-réseaux produits permettront de poursuivre,
avec des outils plus performants, les études de
génomique entreprises dans les domaines de la
qualité des viandes et des carcasses, du contrdle du
sexe, des résistances aux pathogeénes, du
comportement. Les  nouveaux  programmes
développés en partenariat avec la profession avicole
maintenant intégrée dans AGENAE bénéficieront de
ce nouvel outil de génomique fonctionnelle.
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