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Glossaire.
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CIELAB: Commission internationalede 1'éclairage L* a* b*

cM : centimorgan

CPT1M: carnitine palmitoyl transférase 1 musculaires

DAVID: Database for Annotation, Visualisation and Integrated Discovery
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EASE: Expression Analysis Systematic Explorer

eQTL : QTL d'expression

FDR : taux de faux positifs

GAPDH: glyceraldéhyde phosphate déshydrogénase

GO : ontologie génique

Hal: géne Halothane

IPR : terme ontologique associ¢ a la base de données protéique InterPro (InterPro Records)
KEGG : Kyoto Encyclopedia of genes and Genomes

L* : clarté

LD : muscle Longissimus Dorsi

LIM : lipides intramusculaires

MEF: fonction moléculaires

NA: donnée manquante (not available)

NCBI: National Center for Biotechnology Information

PCR : réaction de polymérisation en chaine



pHu : pH ultime

PRE : pouvoir de rétention en eau

PSE : viande pale, molle et exsudative

QTL : locus controlant un caractere quantitatif

RN : rendement napole

RT: transcription reverse

RYRI1 : récepteur a la ryanodine

SIGENAE: syteme d'information des GENomes des Animaux d'élevage
SM : muscle semimembraneux

SYBR green: agent intercalant fluorescent

TNNC?2 : troponine C2
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Introduction.

La qualité de la viande de porc est un caractére complexe encore mal maitrisé. Pour les
industriels, la qualité technologique d'une viande, qui se définit comme sa capacité a subir des
transformations, est primordiale puisqu'elle influence le rendement de transformation de la
matiere premicre (rendement de cuisson, rendement de tranchage...). La qualité sensorielle,
quant a elle, tient compte de la flaveur, la couleur, 1'odeur et I'aspect du produit... ces caracté-
ristiques étant déterminantes dans 1'acte d'achat du consommateur. Ces deux composantes de
la qualité ont un impact économique important. La maitrise de la qualité de la viande de porc
est donc devenue dans les années 80, une des préoccupations majeures de la filiére porcine.

La viande provenant de la maturation du muscle, les caractéristiques (composition et struc-
ture) et le métabolisme énergétique musculaires influencent fortement les propriétés physico-
chimiques de la viande : le pouvoir de rétention en eau (PRE), la teneur et la composition en
lipides intramusculaires (LIM), la couleur... (Hocquette et al., 2000). Ces caractéristiques du
muscle sont sous la dépendance de nombreux facteurs environnementaux (techniques
d'¢levage, alimentation, conditions de transport et d'abattage...) et génétique (race, sexe, géno-
type aux génes majeurs Halothane et RN)(Olsson & Pickova, 2005; Rosenvold & Andersen,
2003). Il est possible d'améliorer la qualité technologique des viandes en optimisant les condi-
tions d'élevage et les conditions péri abattage. Cependant, les modes d'action et l'influence de
ces facteurs environnementaux sur les critéres de qualit¢é demeurent assez mal compris. De
plus, malgré de nombreuses études sur les facteurs de risque, la qualit¢ de la viande est
aujourd’hui souvent décrite comme hétérogéne. L’héritabilité des critéres de qualité de la
viande est faible a moyenne (0,10 a 0,30, Sellier,1998). L’obtention d’un progreés génétique
par sélection est donc possible. Cependant, il n’existe pas a 1’heure actuelle de prédicteur
fiable de la qualité de la viande mesurable in vivo. 1l s’ensuit I’obligation d’un contrdle sur
performance effectué sur des collatéraux des candidats a la sélection.

La qualité de la viande de porc est donc un caracteére sur lequel le gain de progres géné-
tique attendu par ’application d’une sélection assistée par marqueurs pourrait en théorie étre
substantiel (Le Roy 2002). De plus, les outils de post génomique offrent la possibilité d'accé-
der a une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires déterminants pour la
construction de la qualité. Ainsi, l'identification de nouveaux prédicteurs de la qualité des
viandes devrait permettre d'améliorer notablement la réponse a la sélection. Enfin, la fixation
de génotypes favorables a des geénes influengant fortement la qualité de la viande (génes

majeurs ou Quantitative Trait Loci) pourrait permettre d'homogénéiser les caractéristiques de
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Figure 1: Représentation schématique des relations entre l'évolution post mortem du pH
musculaire et la qualité de la viande chez le porc. Normalement le pH du muscle se situe
aux alentours de 7,4. Le pH chute graduellement en 6-8 h jusqu'a 5,6 - 5,7 pour atteindre un
pHu de 5,4 — 5,7. Pour une viande PSE la chute du pH est accéléré. Le pH descend en
dessous de 6 durant la premiere heure post-mortem, tandis que le pHu se situe entre 5,4 et
5,7. Pour une viande Acide la vitesse de chute du pH est normale, mais le pHu est inférieur a
5,4. La viande DFD se caractérise par une chute du pH ralentie un pHu supérieur a 6,2 —
6,3 (Lebret 2004).
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Figure 2: Trie de la viande en fonction de la couleur. (Plaquette ITP "Trier la viande de
porc selon la qualite" 1998)




la matieére premiere. Il serait alors plus facile d'optimiser les conditions environnementales

afin d'obtenir au final un produit le plus homogene possible pour le transformateur.

1. Contexte scientifique.

1.1. La qualité des viandes de porc.

La viande de porc, que ce soit sous forme de viande fraiche ou de produits de charcuterie,
est la premiere viande consommée en France. Les produits transformés représentent environ
70 % de cette consommation. En 2007, la fabrication de jambon cuit correspondait a 18 % des
produits transformés soit 245 millions de tonnes (IFIP, 2009b). Apres une forte croissance de
la production de viande porcine au cours des années 60 a 80, la préoccupation de la filiere
porcine s'est tournée vers la maitrise de la qualité de la viande.

L'industrie de transformation qui recherche une matiére premiere de qualité technologique
homogéne s'intéresse aux critéres ayant une influence sur le rendement de transformation de
la viande : rendement de cuisson, qualité de tranchage du jambon, capacité de conservation...

Pour faire face a ces exigences de qualité, deux indicateurs de qualité sont actuellement
utilisés dans les abattoirs industriels : ’appréciation de la couleur et la mesure du pH ultime
(pHu). Le pHu est la valeur de pH mesuré 24h post mortem lorsque tout métabolisme énergé-
tique est arrété et que le pH est stabilisé. Le pHu et la couleur sont fortement corrélés au PRE
et a la perte en eau a la cuisson (Huff-Lonergan et al., 2002). Ils permettent d'effectuer un tri
sur la matiére premiere et d'éliminer ainsi les principaux défauts de qualité aujourd’hui
identifiés.

Le pH post mortem permet de différencier les viandes : (Figure 1)

> PSE (Pale, Soft, Exsudative) : viandes pales, molles et exsudatives,
> DFD (Dark, Firm, Dry) : viandes sombres, fermes et seches,
> acides : faible valeur du pHu.
L'appréciation de la couleur de la viande permet d’identifier les viandes : (Figure 2)
> bicolores : différences de couleur trés marquées,
> déstructurées : le muscle semble sans structure apparente et apparait mou avec une
teinte pale et grise. Ce défaut touche principalement le muscle Semimembranosus
(SM) du jambon et n'est visible que lorsque la picce est désossée (IFIP, 2009a).

L'appréciation subjective de la couleur peut étre instrumentalisée (spectrocolorimétrie).

Actuellement, les parametres les plus largement utilisés sont ceux du systéme CIELAB (1976)

L* (clarté), a* (indice de rouge) et b* (indice de jaune). Le L* est fortement corrélé a la perte



Type de fibre musculaire:
| I1a I1Ix I1Ib

Vitesse de contraction

Meéetabolisme Glycolitique

Muscle rouge Muscle blanc

Figure 3: Classification des fibres musculaires, leurs caractéristiques contractile et
métabolique.

LD SM
PH ultime 5,34 5,43
ATPase 518 587
10° um KOH / mn / mg protéine
Citrate synthase 22,2 26,4
10? um / mn / mg protéine
GAPDH 7,1 1,6
um / mn / mg protéine
Lactate déshydrogenase 6,6 5,4
um / mn / mg protéine
I % de fibre 6,8 6,5
IIa / IIx % de fibre 42,6 55,5
IIb % de fibre 50,6* 38
Tableau 1: Caractérisation des muscles Longissimus dorsi (LD) et Semimembranosus
(SM). Caractéristiques biochimiques et type de fibres musculaires.(Adapté de Laborde,
1984, Melody et al., 2004).




en eau et a I'importance du niveau de déstructuration du SM (Franck et al , 2000; Minvielle et
al.,2001).

Les qualités sensorielle et technologique sont déterminées par les caractéristiques du tissu
musculaire au moment de la mort de 1’animal. Elles dépendent en grande partie du type de
fibres musculaires qui composent le muscle et du métabolisme énergétique de celui-ci

(Hocquette et al., 2000; Lebret, 2004).

1.2. Transformation du muscle en viande.

1.2.1. La structure musculaire.

Les muscles sont composés a 73 % d'eau, 20 % de protéines, 1 a 6 % de lipides, de
glucides et sels minéraux. La plus grande partie de cette eau (85 %) est contenue dans les
espaces entre les filaments d'actine et de myosine (Huff-Lonergan & Lonergan, 2005, 2007).
Le tissu musculaire est tres hétérogene, il contient des fibres musculaires ou myofibres, qui
occupent 90 % du volume musculaire, du tissu conjonctif, du tissu adipeux, et des éléments
du systeme nerveux et vasculaire (Lefaucheur, 1989). Les muscles sont composés de diffé-
rents types de fibres musculaires. La distinction entre ces types de fibres est effectuée en
fonction du type contractile de la fibre (fibre a vitesse de contraction lente ou rapide), et du
type métabolique de la fibre (métabolisme oxydatif ou glycolytique). Cette classification
permet de distinguer 4 types de fibres allant des fibres a contraction lente de métabolisme
majoritairement oxydatif (type I et Ila), aux fibres a contraction rapide au métabolisme
glycolytique (type IIx et IIb) (Figure 3)(Lefaucheur et al., 1998). Les muscles dits « rouges »
sont majoritairement composés de fibres lentes oxydatives, les muscles « blancs » de fibres
rapides et glycolytiques. Les muscles SM et Longissimus dorsi (LD) sont deux muscles de
type blanc. Cependant, ils se différencient par leurs niveaux de pHu, et d'activités
enzymatiques, ATPases, LDH, GAPDH et citrate synthase, représentant la vitesse de
contraction et les métabolismes glycolytique et oxydatif, ainsi que par leur proportion en

différents types de fibres (Tableau 1)(Laborde, 1984; Melody et al., 2004).
1.2.2. La transformation du muscle en viande.

L’¢évolution biochimique du muscle apres I’abattage conduit a sa transformation en viande.
Elle met en jeu des réactions d’hydrolyse qui dissipent les réserves énergétiques par voie
anaérobie au cours de I’installation de la rigor mortis (rigidité cadavérique), puis affectent

’organisation des protéines myofibrillaires au cours de la phase de maturation. La cinétique et



I’intensité de ces réactions agissent sur les qualités technologique et sensorielle de la viande
(Valin, 1988).

Durant I’installation de la rigor mortis, le muscle dégrade la majorité de ses réserves
énergétiques. Ce catabolisme anaérobique produit de 1'acide lactique ce qui acidifie le milieu
intra-cellulaire. Le pH du muscle, aux alentours de 7, chute progressivement aprés la mort de
'animal pour atteindre un pHu de 5,4-5,7 (Monin, 2003; Scheffler & Gerrard, 2007). Le pHu
dépend de I’'importance des réserves musculaires en glycogéne, au moment de la mort de
l'animal. L’évolution post mortem du pH est directement dépendante de l'intensité du
métabolisme musculaire ante mortem (niveau des réserves énergétiques au moment de la
saignée) et post mortem (vitesse d'hydrolyse des molécules d'ATP). Les effets conjugués de la
contraction musculaire provoquée lors de la rigor mortis et de la chute du pH contribuent au
rétrécissement de la fibre musculaire. Il en résulte un déplacement de 1'eau vers I'espace extra-
cellulaire (Bertram et al., 2004). Au cours de I'é¢tape de maturation, la contraction des muscles
disparait, les protéines de structure musculaire (myofibrilles) et du cytosquelette sont dégra-
dées sous l'action de protéases endogeénes. L'eau jusqu'alors maintenue dans les espaces extra-
cellulaires par la rigidité et la contraction des fibres, peut alors s'écouler hors de la piece de
viande. Ce phénomeéne contribue a la présence d'exsudat dans les barquettes de viande pré-
emballée, a la perte de rendement a la fabrication de jambon cuit (efficacit¢ du saumurage,
perte a la cuisson), mais également a l'apparente paleur de la viande due au reflet de la

lumiére sur la viande humide (Fischer, 2007; Hocquette et al., 1998; Sellier ef al., 1992).

1.3. Facteurs de variation de la qualité des viandes.

De nombreuses études mettent en évidence 1'effet des facteurs environnementaux et géné-
tiques sur le PRE, la teneur et la composition en LIM, la couleur, le pHu. Ces études mettent
clairement en évidence la complexité des interactions entre ces facteurs et des mécanismes
mis en jeux (Olsson & Pickova, 2005; Rosenvold & Andersen, 2003). Parmi tous ces facteurs,
il faut souligner la part importante de variabilité génétique inter et intra-race (10 a 30 %) ou le
statut génotypique de I'animal au locus de genes majeurs (RN ou Hal) (Davoli & Braglia,
2007).

L'amélioration de la qualité doit donc passer par une diminution de la variabilité due au
génotype. Ainsi, lorsque la part de variabilité expliquée par des facteurs génétiques sera
réduite, il sera alors possible d'optimiser les conditions environnementales afin d'obtenir au

final un produit dont les qualités seront les plus homogenes possibles pour le transformateur.
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Figure 4: Dispositif familial pleins-fréres et demi-fréres. Un mdle F1 hétérozygote est
croisé avec plusieurs femelles F1 hétérozygotes. L'ensemble des descendant d'une méme
mere sont des plein-freres. Les descendant de différentes meres sont des demi-freres.
(Adapté de Le Roy Pascale cours de Master2 BAPSA module d'Analyse génétique des
caracteres multifactoriels )




1.4. Objectif de I'étude.

L'étude de la variabilité génétique d'un caractére peut conduire a I’identification d'une
région chromosomique (QTL : Quantitative Traits Loci) contrdlant ce caractere. Cependant, la
détection du polymorphisme causal de I’effet observé reste un probléme majeur du fait de la
taille des QTL détectés qui comportent plusieurs centaines de génes. L'utilisation conjointe de
données phénotypiques et d'expression génique pourrait permettre de préciser le caractére et
par l1a méme d'affiner la position de la région d'intérét : analyse eQTL(Rothschild ef al, 2007).

L'objectif de cette étude est de mieux comprendre le déterminisme de la qualité du jambon
1/ en recherchant de nouveaux geénes candidats ou « biomarqueurs » par une analyse
génétique des caracteres effectuée sur le muscle Semimembranosus (SM) et 2/ en déterminant
les spécificités des profils d’expression de 2 muscles « modeles » pour la filiére produit
transformé (SM) et la filiere viande fraiche (Longissimus dorsi, LD). L’intérét de ’analyse
génétique consiste en une approche combinée de détection de QTL phénotypiques (QTL) sur
des mesures physico-chimiques associées a la qualité de viande (L*, a*, b* et pHu) et de QTL
d'expression (eQTL). Mon travail a porté sur le traitement et l’analyse de données

d’expression génique préalablement acquises au laboratoire.

2. Matériels et méthodes.

2.1. Animaux et mesures phénotypiques.

Les animaux utilisés dans cette é¢tude sont issus d’un protocole de croisement entre des
animaux de races pures non porteurs des alléles RN et n défavorables pour la qualité¢ de la
viande. Les animaux sont issus d’une population commerciale de porcs ¢€levés dans un
¢levage de sélection de la société France Hybrides situé a Sichamps (Nie¢vre). Le modéle
expérimental complet est un dispositif F2 plein frere-demi-frére (Figure 4) créé a partir des
lignées grand-parentales (FO) FHO16 Piétrain et FHO19 lignée synthétique (Hampshire, Duroc
et Large White) de France Hybrides. Les animaux des trois générations du schéma
expérimental (FO, F1, F2) ont été génotypés par France Hybrides a I’aide de 172 marqueurs
microsatellites répartis sur les 18 autosomes du génome porcin.

Les animaux F2 ont été abattus dans un abattoir industriel (Orléans Viandes) a 105 kg. Des
prélevements de muscle LD et SM ont été effectués a l'aide d'un trocart sur la chaine
d’abattage aprés échaudage et immédiatement congelés dans 1'azote liquide. Les mesures de

couleur CIE « Lab » et de pHu ont été effectuées sur ces 2 muscles.
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humain et bovin(base de donnée ENSEMBL) ou a défaut a partir des séquences des contigs
issus d’'un assemblage plus récent (SIGENAE 2009).




Dans le dispositif QTL, les mesures phénotypiques effectuées sur le SM de 735 animaux
F2, issus de 9 familles de peres F1 ont été utilisées pour la détection de QTL dans ce muscle.
Dans le dispositif eQTL, 2 familles de péres (familles 9 et 13) ont été sélectionnées sans
privilégier de caractére phénotypique et les données d’expression génique de 112 descendants
F2 (56 par famille) ont été utilisées. Dans le dispositif de comparaison SM/LD, les données
d'expression génique acquises simultanément dans les 2 muscles (104 animaux F2 des

familles 9 et 13) ont été utilisées pour effectuer I'analyse différentielle.

2.2. La puce musculaire porcine 15K.

Le génome du porc n’étant pas encore séquencé, le design de 43803 sondes a tout d’abord
¢été réalisé a l'aide du logiciel eArray 4.5 (Agilent) en privilégiant la couverture du plus grand
nombre de contigs musculaires possibles (29 811 contigs, SIGENAE 2006 v8). Apres
hybridation de cette puce, une sous sélection de 15198 sondes les plus informatives en terme
de signaux d’hybridation validés a finalement été retenue. Ainsi, une puce 15K dédi¢e au
muscle, a spécifiquement été dessinée pour ce programme et produite par la société Agilent.
Les sondes sont des oligonucléotides (60 mers) synthétisés in situ sur la lame a I’aide d’une
technologie « jet d’encre ». Chaque puce permet I’hybridation simultanée de 8 échantillons
car elle comporte 8 cellules d’hybridation de 15198 sondes chacune (format 8*15K).

L’annotation de la puce a été réalisée par SIGENAE a partir de blasts entre les sondes et les
génomes humain et bovin (base de donnée ENSEMBL) ou a défaut a partir des séquences des
contigs issus d’un assemblage plus récent (SIGENAE 2009). Au final, 76% des sondes ont pu

étre annotées et elles correspondent a 9797 geénes (Figure 5).

2.3. Mesure de I'expression génique.

2.3.1. Puces oligo

Briévement, les ARN totaux ont été extraits au Trizol (Invitrogen) a partir de 100 mg de
muscle. Ils sont rétro-transcrits en ADNc puis transcrits en ARN complémentaire (ARNCc)
marqué avec de la cyanine 3 (Agilent « Low RNA Input Amplification kit ») selon le
protocole « One-color microarray-based gene expression analysis ». Le controle qualité des
cibles est réalisé¢ en vérifiant I’incorporation de la cyanine 3 et les ratios 260nm/280nm et
260nm/230nm avec le Nanodrop (Labtech). Les cibles marquées sont fragmentées puis
hybridées (17h a 65°C). Apres lavage, les lames sont immédiatement scannées sur « Agilent

microarray scanner » (Agilent) avec une résolution de Spm.
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Numero d'accession

Amorces Sens Amorces Antisens

Aldolase A (ALDOA)

CB286787 CGC TGT CCC TGG GAT|GCA CTT GTT GAT GGC GTT GA
CAC
Beta-2-microglobulin (B2M-F)
DQ178123 AAA CGG AAA GCC AAA | ATC CAC AGC GTT AGG AGT GA
TTA CC

Carnitine palmitoyltransferase (CPT-M)

AF284832 CAC

TGT CTG GGC AAA|GCC ACC TGG TAG GAA CTC TCA

CCAAA AT

CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), alpha (CEBPA)

AF103944.1 GTG GACAAG AACAGC |CTC CAG CACCTITCTGTTG AG

AAC GA

troponin C type 2 (fast) (TNNC2)

AY575058 AGA TGA AAG AGG ACG|GTC TGC ATT CCT GTC GAA GA

CCAAG

Tableau 2: Séquence des amorces utilisées pour la réaction de RT-PCR quantitative. Les

amorces ont été dessinées

a partir de séquences Sus scroffa. Les amorces pour

l'amplification du 18S sont issu du Kit Pre-Developed TagMan® Assay Reagents Human 18S

rRNA (Applied Biosystems).

Signal de faible intensité

« glsFound »

signal - bruit de fond > 1,5 bruit de fond
diametre > 0,3 diamétre de référence

« glsPosAndSignif » Moyenne du signal >> bruit de fond (test Student)
« glsWellAboveBG » « glsPosAndSignif »
Signal - bruit fond > 2,6 écart type du bruit de fond (SNR)
Signal non uniforme
« glsFeatNonUnifOL » variance mesurée > variance estimée (prend en compte le

bruit apporté par le scanner, le marquage, les lames...)

Signal saturé

« glsSaturated »

Plus de 50 % des pixels > au seuil de saturation

Tableau 3: Critéres de qualité des spots détectés par Agilent Feature Extraction. Détails
des criteres d'assignation automatiques des « flags ».




2.3.2. Quantification d'expression par RT-PCR en temps réel.

Les amplifications sont réalisées a partir de 5 ng d’ARN transcrits en présence de 200 nM
d'amorces spécifiques (Tableau 2) dans 12.5 ul de milieu réactionnel « Fast SYBR Green
Master Mix » (Applied Biosystems) dans I’appareil StepOnePlus (Applied Biosystems). Les
conditions de PCR sont : 2 min a 50°C, 20 sec a 95°C puis 40 cycles de dénaturation 3 sec a
95°C et hybridation-¢élongation 30 sec a 60°C. La spécificité des amplicons est vérifiée par
I’analyse de leur courbe de fusion.

L'expression normalisée est calculée selon la formule suivante basée sur la méthode des

ACT (Pfaffl, 2001) :

expression normalisée = Egipie 2" / facteur de normalisation

avec E, ’efficacité de la réaction de PCR; ACT= Ct échantillon - Ct échantillon calibrateur
et facteur de normalisation = moyenne géométrique des quantités 18S et B2M-F calculée avec

I’algorithme Genorm (Vandesompele ef al., 2002).

2.4. Traitement des données d'expression.

2.4.1. Acquisition des données d'expression.

L'acquisition des données est effectué¢e a I’aide du logiciel Agilent Feature Extraction
Software (V 9.5.1.1) en utilisant le programme pour hybridation mono-couleur
GE1-V5 95 Feb07. Le logiciel détermine automatiquement 3 classes de critéres de qualité
pour les signaux de faible intensité, non uniformes et saturés (Tableau 3). Il effectue
¢galement une normalisation mono-couleur intra-lame du signal (« Spatial detrend »). Il s'agit
d'une correction locale de 1'impact du bruit de fond inclus dans le signal des spots de faible

intensité, a partir d’'une implémentation de 1'algorithme Loess/Lowess.
2.4.2. Pré-traitement des données d'expression.

Les pré-traitements des données d'expression ont été effectués avec le logiciel version

2.8.1 (R Development Core Team, 2008a; R Development Core Team, 2008b).

2.4.2.1. Transformation des données et normalisation.

Le signal (« gProcessedSignal ») utilis¢é pour les analyses de données d'expression
correspond au signal moyen normalisé intra-lame (« Spatial detrend »). Aprés transformation
logarithmique (Ln), les données sont centrées par la médiane de ['échantillon. La

transformation logarithmique des données permet d'obtenir une distribution quasi normale de
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Figure 7: Filtration des données d'expression. Etape 1, filtration sur les critéres d'intensité
et d'uniformité. Etape 2, filtration des données saturées. Etape 3, identification des données
extrémes. Etape 4, filtration des sondes ou échantillons possédant moins de 50% de données
de bonne qualité.




celles-ci, ce qui autorise d'une part 'utilisation de tests statistiques paramétriques, et d'autre

part la détection des données extrémes (Figure 6).

2.4.2.2. Filtration des données d'expression.

Le pré-traitement des données d'expression comporte 4 €tapes de filtration permettant de
s¢lectionner des données d’expression de bonne qualité (Figure 7). Dans le cadre du dispositif
de comparaison SM/LD, les différentes étapes de filtration ont été effectuées pour chaque
muscle.

> Etape 1 : les spots de faible intensité risquent d'étre fortement parasités par le bruit
de fond. D'autre part, les spots non uniformes risquent eux méme d'apporter du bruit
dans le jeu de données. Aussi, les sondes dont plus de 50 % des données ne
satisfaisaient pas les critéres de qualité, faible intensité et uniformité (« Flags ») ont
¢été rejetées de l'analyse et la valeur « donnée manquante » (NA) est assignée aux spots
non uniformes subsistant.

> Etape 2: les sondes avec plus de 50 % des données saturées sont également
¢liminées.

> Etape 3 : Dans une distribution normale, 99,7 % des données se trouvent dans un
intervalle de 3 écart-types autour de la moyenne. Les données non comprises dans cet
intervalle sont considérées comme des données aberrantes et sont remplacées par la
valeur « donnée manquante » (NA).

> Etape 4: les sondes ou échantillons dont plus de 50 % des données sont
manquantes (NA), de faible intensit¢ ou saturées ont ét€ supprimés de chaque
dispositif.

2.4.2.3. Filtration des génes de faible variance.

Les genes restants sont regroupés en 3 catégories en fonction de leur variance a l'aide de
l'algorithme K-means. Le groupe représentant les sondes de faible variance est considéré
comme invariant et n'est pas conservé pour l'analyse. Cette filtration permet d’¢liminer les
genes invariants, de diminuer le nombre de tests d'hypothese effectués et concourt, avec le
controle des faux positifs (FDR), a accroitre la puissance des tests statistiques (Hackstadt &

Hess, 2009).
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2.5. Analyse des données.

2.5.1. Analyse de variance : ANOVA.

2.5.1.1. Correction des mesures phénotypiques et d'expression génique.

Les mesures phénotypiques (L*, a* et b* et pHu) ont été corrigées par une analyse de
variance (ANOVA, procédure glm de SAS) pour les effets sexe, poids de carcasse, conditions
peéri mortem (date d'abattage) et 'interaction sexe*poids de carcasse. Les facteurs significatifs
ont ét¢ sélectionnés apres analyse du modele complet en posant un seuil de risque d'erreur
a de 20 %. Les résidus de I'ANOVA ont été utilisés pour la recherche de QTL.

De méme, les données d'expression de chaque géne ont été corrigées pour les effets sexe,

conditions d'abattage, conditions d'hybridation et poids de carcasse en utilisant la fonction

glm du package « stats » de et la fonction Anova du package « car » Version 1.2-12 (Fox,
2009). Les facteurs significatifs pour chaque gene ont été sélectionnés apres analyse du
modele complet en posant un seuil de risque d'erreur a de 20 %. Les résidus de 'ANOVA ont

été utilisés pour effectuer la recherche de eQTL.

2.5.1.2. Recherche de génes différentiellement exprimés entre le SM et le LD.

Les geénes différentiellement exprimés entre les deux muscles ont été identifiés par ANOVA

dans . Pour chaque gene, les facteurs significatifs ont été analysés par ANOVA sur la base
d'un modele complet. Les facteurs explicatifs pris en compte dans ce modele sont I'effet
muscle (SM/LD), l'effet sexe, l'effet conditions d'abattage (date d'abattage), l'effet famille
niché dans I'effet conditions d'hybridation (date d'hybridation) et I'effet poids de la carcasse en

covariable :
Expr-géne = Muscle + Sexe + Date-Abat. + Famille / Date-Hyb + B Poids-carcasse + €

avec Expr-géne : expression du gene, Muscle : effet du facteur muscle, Sexe : l'effet du
facteur sexe, Date-Abat : 'effet des conditions péri-mortem de 1'animal, Famille / Date-Hyb :
l'effet famille par date d'hybridation (date, condition technique...), Poids-carcasse en
covariable et ¢ l'erreur aléatoire.

Pour chaque géne, le modéle contenant les effets significatifs au seuil de 20% a été
sélectionné pour réaliser I'analyse différentielle. Les valeurs de pValues ont été ajustées pour
tenir compte des tests multiples en appliquant la correction de Benjamini et Hochberg

(controle du FDR).
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2.5.2. Détection de QTL.

La recherche de QTL consiste a détecter l'existence de régions du génome responsables de
la variabilité d'un caractére. Cette recherche s'appuie, dans cette étude, sur un dispositif de
croisement F2. Les mesures phénotypiques effectuées sur la génération F2 et le génotypage
des générations FO, F1 et F2 permettent d'identifier la transmission d'alléles parentaux
agissant sur le niveau du caractere étudié.

Les analyses statistiques de détection de QTL et de eQTL ont été réalisées avec le logiciel
QTLMAP, basé¢ sur la méthodologie du Maximum de Vraisemblance et la cartographie
d’intervalle (interval mapping). L'analyse effectuée sur tout le génome avec un pas de 1 cM
consiste a tester 'hypothese H1, d'existence d'un QTL contre 1'hypothése HO, d'absence de
QTL a cette position (Le Roy et al., 1998). Pour cette analyse, les positions des marqueurs
sont celles de la carte dite "consensus" internationale, la distance entre marqueurs ayant été
ré-estimée sur les données de génotypage des animaux du programme D116 dont est issu
notre dispositif (1200 porcs issus de 18 familles de pére).

La significativité des régions QTL et eQTL a été testée par rapport a des seuils obtenus par

simulation, respectivement 1000 et 5000, sous 1’hypothese nulle d’absence de QTL.

2.6. Analyse des catégories fonctionnelles.

Pour I’interprétation biologique des données d’expression génique, le logiciel DAVID
(Dennis et al., 2003; Huang, Sherman & Lempicki, 2008; NIAID - NIH, 2009) a ét¢é utilisé. Il
permet notamment de définir des familles de catégories fonctionnelles dont I’abondance est
associée spécifiquement a une liste de génes d’intérét (analyse d’enrichissement via 1’étude de
la co-occurrence des identifiants de plus de 40 catégories fonctionnelles). Par défaut, les
algorithmes utilisent les termes GO (BP, biological process ; CC, cellular component et MF,
molecular function), KEGG, InterPro records (IPR), SP_PIR Keywords et Uniprot sequence
feature. Dans 1’analyse d’enrichissement (analyse EASE pour Expression Analysis Systematic
Explorer), I’identification des catégories fonctionnelles les plus pertinentes est basée sur un
test exact de Fisher modifi¢. La probabilité¢ associée a ce test est appelée score EASE. La
médiane du score EASE au sein du groupe d’annotations fonctionnelles est le critére
permettant de sélectionner les catégories significatives les plus pertinentes (seuil de 10 % pour

les analyses eQTL et seuil de 5 % pour 1’analyse différentielle).
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EQTL

SM/LD

112 échantillons

SM 104 échantillons

LD 104 échantillons

Faibles intensités >50% 4346 sondes 4335 sondes 2662 sondes
Non uniformes >50% 11 sondes 11 sondes 16 sondes
Saturés >50% 2 sondes 2 sondes 1 sonde
Nombre de sondes rejetées 4362 sondes 4405 sondes
(28,7%) (29%)

Tableau 4: Résultats des étapes de filtration sur les critéres de qualités dans les dispositifs
eQTL et comparaison SM/LD.




Le génome de « référence » de la puce 15K sous DAVID est constitué de 6019 génes sur
les 9797 (redondance et/ou annotations obsoletes). Ce génome de référence comporte 4776
termes GO_BP, 4835 termes GO_CC, 5184 termes GO_MF, 1711 termes KEGG, 5525 termes
SP PIR KEYWORDS et 5642 termes IPR soit environ 30 % des termes disponibles pour le

génome humain sous DAVID.

3. Résultats.

3.1. Qualité des données d'expression.

3.1.1. Filtration des données sur les criteres de « qualité ».

Les données d’expression de mauvaise qualité sont éliminées au cours de la filtration des
données et seules les données de bonne qualité ont été normalisées. Les résultats de chacune
des étapes sont ici brievement présentés (Tableau 4).

> Intensité faible : Environ 28 % des sondes sont de faible intensité. Parmi les sondes

rejetées dans le dispositif de comparaison SM/LD, 23 sont de faible intensité dans plus
de 90 % des échantillons SM tandis qu'elles sont de faible intensité dans moins de
10 % des échantillons LD. Ces sondes ont été¢ considérées comme différentiellement
exprimées entre les deux muscles.

> Uniformité : 11 sondes sont concernées dans le SM, et 16 dans le LD.

> Saturation : 1 sonde est spécifiquement saturée dans le SM tandis qu’une sonde est
saturée dans les 2 muscles. La sonde saturée dans le SM (72% des spots), n'est saturée
que dans 22% des spots pour le LD. Cette sonde a été conservée dans la liste des geénes

différentiellement exprimés entre les 2 muscles.

> Données extrémes : les données extrémes représentent 0,5 % des données.

Au final, dans chaque dispositif 71 % des sondes de la puce 15K et I'ensemble des
¢chantillons disponibles ont été conservés soit : 10823 sondes et 112 échantillons SM pour le
dispositif eQTL et 10785 sondes et 208 échantillons (104 SM et 104 LD) dans le dispositif
SM/LD. Par ailleurs, un groupe de 24 genes différentiellement exprimés entre les deux

muscles a été sélectionné a ce stade de I’analyse.
3.1.2. Filtration des sondes de faible variance.

Cette ultime étape de filtration supprime de l'analyse les sondes considérées comme
invariantes et élimine 38 % des sondes (4158 spots) du dispositif eQTL et 36 % des sondes
(3921 spots) du dispositif différentiel SM/LD. Ainsi, 6665 et 6864 sondes sont respectivement
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Chromosome| caractére | Position | Intervalle de confiance | Longueur | Seuil de détection
7 b* 21 cM 10a35cM 25 cM 5%
10 b* 47 cM 35262 cM 27 cM 1%
10 L* 49 ctM 38 a 58 cM 20 cM 5%
13 a* 81 cM 66 a 88 cM 22 cM 10 %
13 b* 153 cM 1394 166 cM 27 cM 10 %
13 pHu 66 cM 55a75cM 22 cM 10 %
16 a* 0cM 0alcM 1 cM 5%
16 b* 16 cM 8a27cM 19 cM 10 %
17 a* 4 cM 0aldcM 14 cM 5%

Tableau 5: QTL détectés. Les familles 9 et 13 sont informatives pour les QTL 7b, 10b, 10L,
13pHu et 16b.
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Figure 8: Co-localisation de QTL. Sur le chromosome 10 un méme QTL agit sur les mesures
du L* et du b* Sur le chromosome 13, 2 QTL se chevauchent sur une région recouvrant
33 cM.




conservées dans les dispositifs eQTL et différentiel SM/LD. La variance des sondes

conservées pour la suite de 1'analyse est supérieure a 0.035.

3.2. Détection de QTL dans le SM.

Deux modeles ont été retenus pour corriger les différentes mesures phénotypiques : le
modele complet pour L* et b* et un modele comprenant la date d'abattage et le sexe pour a*
et pHu.

Les mesures de 735 descendants F2, issus de 9 peres et 32 meres, ont permis de mettre en
¢vidence 9 QTL (Tableau 5). Des QTL ont été détectés pour les caractéres :

> a* sur les chromosomes 13, 16 et 17 au seuil o de 10 %, 5 % et 5 %,
> b* sur les chromosomes 7, 10, 13 et 16,45 %, 1 %, 10 % et 5 %,

» L* sur le chromosome 10, a 5 %,

> pHu sur le chromosome 13,2 5 %.

Parmi ceux-ci, le QTL 10L montre un fort effet (-20 sur une échelle de 1 a 100) de
substitution allélique (Falconer, 1960) pour deux familles. Les QTL 10L et 10b sont localisés
dans la méme région du chromosome. Les QTL 13pHu et 13a, quant a eux, se chevauchent et
recouvrent une région de 33 cM (Figure 8).

Cependant, les familles 9 et 13 (112 descendants F2) du dispositif eQTL ne sont

informatives que sur 5 des 9 QTL détectés.

3.3. Détection de eQTL dans le SM.

L'analyse du modéle complet en ANOVA laisse apparaitre que les conditions d'hybridation
ont une influence sur une grande partie des génes du dispositif (73 %), tandis que les facteurs
sexe, condition d'abattage et poids de carcasse ne sont significatifs que pour 32 %, 23 % et
29 % des genes.

Les facteurs significatifs ont été conservés pour définir un modele de correction spécifique
de chaque géne. Quinze combinaisons de facteurs significatifs ont été définies pour corriger
'ensemble des genes du dispositif (Annexe I). Les résidus des ANOVA ont été utilisés pour

effectuer une recherche de eQTL en utilisant le logiciel QTLMAP.
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Figure 9: Répartition des eQTL sur l'ensemble des 18 autosomes du génome porcin.

QTL 7b sondes 90
oénes 59
Median P nbre de % dans la
Catégorie Terme | P
Ease Score génes  catégorie
1 5,66E-04 SP PIR KEYWORDsignal 9 15,25%
2 0,0620  INTERPRO IPR002048:Calcium-binding EF-hand 4 6,78%
3 0,0648 GOTERM_CC_ALL GO:0043292~contractile fiber 4 6,78%
4 0,0970  GOTERM CC ALL GO:0031224~intrinsic to membrane 29 49,15%
QTL 10b sondes 133
geénes 86
Median Catégori nbre de % dans la
atégorie Terme | P
Ease Score génes  catégorie
1 2,32E-10  GOTERM_CC_ALL GO:0031012~extracellular matrix 16 18,60%
2 0,0011  SP_PIR_KEYWORDcollagen 16 18,60%
KEGG _PATHWAY hsa01430:Cell Communication
3 0,0028 INTERPRO IPR0O01611:Leucine-rich repeat 6 6,98%
4 0,0331 GOTERM_MF ALL GO:0030247~polysaccharide binding 4 4,65%
5 0,0783  GOTERM_BP_ALL GO:0007166~cell surface receptor linked signal transduction 22 25,58%
6 0,0808 INTERPRO IPR003961:Fibronectin, type 111 4 4,65%
7 0,0942  INTERPRO IPRO13091:EGF calcium-binding 10 11,63%
QTL 16b sor‘ldes 83 aucun cluster
geénes 46
QTL 10L sondes 218
genes 126
Median P nbre de % dans la
Ease Score Catégorie Terme génes  catégorie
1 142E-10 GOTERM_CC_ALL GO:0031012~extracellular matrix 56 44.,44%
2 0,0028  SP_PIR_KEYWORDcollagen 21 16,67%
GOTERM_BP_ALL GO:0015698~inorganic anion transport
3 0,0059  SP_PIR KEYWORDIeucine-rich repeat 7 5,56%
4 0,216 GOTERM_BP_ALL GO:0007166~cell surface receptor linked signal transduction 16 12,70%
5 0,0338  INTERPRO IPR0O01881:EGF-like calcium-binding 7 5,56%
6 0,0374 ~ GOTERM BP ALL GO:0007166~cell surface receptor linked signal transduction 33 26,19%
7 0,0732  SP_PIR_KEYWORDcell adhesion 11 8,73%
8 0,0888  GOTERM MF ALL GO:0030247~polysaccharide binding 5 3,97%
QTL 13pHu sondes 135
genes 77
Median P nbre de % dans la
Catégorie Terme | L,
Ease Score génes  catégorie
1 0,0182  INTERPRO IPR003659:Plexin/semaphorin/integrin 6 7,719%
2 0,0620 INTERPRO IPRO13111:EGF, extracellular 4 5,19%
3 0,0663 GOTERM_MF ALL GO:0005509~calcium ion binding 8 10,39%
4 00723  GOTERM_MF_ALL GO:0004871~signal transducer activity 36 46,75%

Tableau 6: Analyse de l'enrichissement en catégories fonctionnelles au sein des 5 eQTL.
Seuil 10%.




Les mesures des 112 descendants F2, issus de 2 péres et 5 meres, ont permis de mettre en
¢vidence 755 eQTL au seuil a de 5 %o. Ces eQTL se répartissent sur les 18 autosomes du

génome porcin (Figure 9).

3.4. Co-localisation des eQTL et OTL..

Pour les 5 régions QTL sélectionnées dans le dispositif eQTL, 11 eQTL co-localisent avec
le QTL 7b, 43 e¢QTL co-localisent avec les QTL 10b et 10L, 9 eQTL co-localisent avec le
QTL 13pHu et 11 eQTL avec le QTL 16b.

A partir de ces 5 listes de génes, nous avons cherché a établir I'existence de Cis-eQTL en
recherchant systématiquement la localisation de ces génes sur le génome porcin sur la partie
génome porcin du site du NCBI. Cette recherche s'est avérée infructueuse du fait du
séquencage partiel et de 'annotation incompléte du génome porcin (NCBI, 2009).

L'analyse fonctionnelle, des 5 régions eQTL co-localisant avec un QTL, a été réalisée avec
DAVID sur les genes eQTL sélectionnés avec un risque o de 5 % afin de disposer d’un
effectif de genes suffisant pour I’analyse d’enrichissement. Cette analyse ne permet pas de
mettre en évidence d'enrichissement particulier pour la région du eQTL 16b. Les 4 autres
régions eQTL révelent un enrichissement en génes impliqués dans les catégories : communi-
cation cellulaire, matrice extra-cellulaire et récepteurs membranaires et plus particuliérement

les récepteurs membranaires possédant un domaine de reconnaissance calcique (Tableau 6).

3.5. Analyse de I’expression différentielle entre le SM et le LLD.

Le facteur muscle a un impact sur prés de 92 % des sondes du dispositif SM/LD soit
6291 sondes. Les conditions d'hybridation associées au facteur famille de pére ont également
une influence sur un grand nombre de génes (93 %). Les autres facteurs, sexe, poids de
carcasse et condition d'abattage, ont un effet significatif sur respectivement 30 %, 35 % et
20 % des geénes du dispositif. Les facteurs significatifs ont été conservés pour définir le
modele ANOVA adapté a l'analyse des données d'expression de chaque geéne. Seize modeles
ont ainsi été retenus pour l'analyse de 1’effet du muscle sur les 6864 sondes validées lors du
pré-traitement (Annexe II).

Le facteur muscle a un effet sur 5960 sondes ( p ajustée < 0.05). Seules 2338 sondes ont un
ratio d’expression différentielle supérieur a 1.5, 1297 sondes sont plus exprimées dans le LD
et 1041 le sont dans le SM. De plus, 70% des sondes ont un ratio d’expression différentielle

compris entre 0.5 et 2.
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RT-PCR Puces
GENES RATIO LD/SM pValue RATIO LD/SM pValue
ALDOA 1,3 <0.001 3,2 <0.001
CPTM 1,58 0 3,5 <0.001
TNNC2 1,49 <0.001 Invalidé car trop faible dans le SM
CEBPA 0,45 0,01 0,4 | <0.001

Tableau 7: Comparaison des résultats d'expression différentielle par RT-PCR quantitative
et puces. RT-PCR: n=8 par muscle; puces: n=104.

S
LD

Cluster 1
Cluster 2
Cluster 3
Cluster 4
Cluster 5
Cluster 6

i
%
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Figure 10: Double classification hiérarchique ascendante basée sur les corrélations,
réalisées sur les sondes différentiellement exprimées entre le SM et le LD. Les sondes dont le
différentiel d'expression est supérieur a 1,5 ont été utilisées.




Les génes ALDOA, B2M-F, CPT-M, CEBPA et TNNC2 ont été analysés en RT-PCRQ
dans les 2 muscles (n=8 par muscle). L’expression différentielle entre le SM et le LD est
confirmée par cette autre méthode pour les génes ALDOA, CPT-M, CEBPA et TNNC2
(Tableau 7). En revanche, pour ces 4 genes les ratios d’expression entre les 2 muscles sont
plus faibles que ceux obtenus avec les puces.

Une double classification ascendante hiérarchique utilisant les corrélations entre les
niveaux d'expression des sondes, permet de regrouper les génes en 6 clusters et les
¢chantillons en 4 groupes différenciant nettement les muscles SM et le LD (Figure 10).

Les deux groupes SM (74 et 29 individus) présentent un fort contraste dans leur profil
d’expression. Les clusters 1 et 2 présentent une forte variabilité d'expression au sein du SM
alors qu'ils semblent moins variables pour le LD. Les clusters 1, 2 et 3 sont globalement plus
fortement exprimés dans le LD que dans le SM. Les génes des clusters 4 et 6 sont plus
fortement exprimés dans le SM que dans le LD. Tandis que le cluster 5 ne présente pas de
variation d’expression tres forte entre les 2 muscles.

L’analyse des catégories fonctionnelles relative a ces 6 clusters de génes a été réalisée avec
le logiciel DAVID (Tableau 8). Les 2338 sondes montrant un profil d’expression différentielle
entre les muscles représentent 1487 geénes, mais seuls 618 génes se regroupent au sein de
catégories fonctionnelles. Le cluster 6 ne présente pas d'enrichissement fonctionnel
particulier. Les clusters 1, 2 et 3 montrent un enrichissement pour les catégories fonctionnelles
représentant les récepteurs membranaires a domaine calcique et 1'activité ATPase (cluster 1),
les fonctions de régulation du cycle cellulaire et la transcription (cluster 2) et l'activité des
phosphoprotéines (cluster 3). Le cluster 4 est enrichi dans les catégories fonctionnelles de
réponse au stress, de transport ionique et de la matrice extra-cellulaire. Enfin le cluster 5 est
enrichi pour les catégories fonctionnelles impliquées dans I’assemblage du cytosquelette et les

modifications de la chromatine.

4. Discussion.

Les objectifs de cette étude étaient de mieux comprendre le déterminisme de la qualité du
jambon par une approche combinée de détection de QTL sur des indicateurs de qualité et de
eQTL et de déterminer les spécificités des profils d’expression de 2 muscles « modeles » pour
la filiere produit transformé (SM) et la filiere viande fraiche (LD).

Nous avons mis en évidence 5 régions QTL dont une avec un fort effet de substitution
allélique sur le L*. L'ensemble de ces 5 QTL montre une co-localisation des régions eQTL et

QTL. Les genes correspondant a ces eQTL sont impliqués dans les fonctions de
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Clusterl sondes 641
geénes 196
Median Ease
Score Catégorie Terme nbre de génes % dans la catégorie
1 6,03E-04 INTERPRO IPR000008:C2 calcium-dependent membrane targeting 9 4,59%
IPROI5706:RNA-directed DNA polymerase (reverse
2 0,0026 INTERPRO transcriptase), related 3 1,53%
3 0,0127 GOTERM_MF_ALL GO:0004386~helicase activity 13 6,63%
GOTERM_MF_ALL GO:0016887~ATPase activity
4 0,0233 GOTERM_MF ALL (GO:0016787~hydrolase activity 54 27,55%
5 0,0202 GOTERM_BP ALL GO:0060173~limb development 6 3,06%
6 0,0520 GOTERM_MF_ALL GO:0004674~protein serine/threonine kinase activity 81 41,33%
GOTERM BP ALL GO:0043687~post-translational protein modification
Cluster2 sondes 331
!Eg’an E@l‘ nes 161
Score Catégorie Terme nbre de génes % dans la catégorie
1 0,0053 GOTERM BP ALL GO:0051726~regulation of cell cycle 23 14,29%
2 0,0150 GOTERM_BP ALL GO:0008380~RNA splicing 21 13,04%
3 0,0330 INTERPRO [PR001623:Heat shock protein Dnal, N-terminal 9 5,59%
GOTERM_BP ALL GO:0006457~protein folding
4 0,0173 GOTERM MF ALL (GO:0003676~nucleic acid binding 130 80,75%
Cluster3 sondes 76
gnes 39
Score Catégorie Terme nbre de génes % dans la catégorie
1 0,0232 SP_PIR KEYWORDS phosphoprotein 31 40,79%
2 0,0226 GOTERM CC ALL GO:0005622~intracellular 15 19,74%
Cluster4 sondes 141
Median w‘ es 91
Score Catégorie Terme nbre de génes % dans la catégorie
1 1,04E-08 GOTERM_CC ALL GO:0031012~extracellular matrix 47 51,65%
2 0,0093 GOTERM_BP ALL GO:0006950~response to stress 24 26,37%
GO:0030198~extracellular matrix organization and
3 0,0060 GOTERM_BP_ALL biogenesis 13 14,29%
SP_PIR KEYWORDS collagen
GOTERM_BP ALL GO:0006820~anion transport
4 0,0244 SP PIR KEYWORDS pyrrolidone carboxylic acid 7 7,69%
5 0,0179 GOTERM_MF ALL (GO:0030414~protease inhibitor activity 8 8,79%
6 0,0370 GOTERM BP ALL (GO:0007155~cell adhesion 11 12,09%
Cluster5 sondes 229
Median Fagtnes 97
Score Catégorie Terme nbre de génes % dans la catégorie
1 0,0125 INTERPRO IPR001298:Filamin/A BP280 repeat 4 4,12%
GO:0018024~histone-lysine N-methyltransferase
2 0,0418 GOTERM_MF ALL  activity 5 5,15%
GOTERM _BP ALL (GO:0016568~chromatin modification
Cluster6 sondes 69

génes 34

Tableau 8: Analyse de l'enrichissement en catégories fonctionnelles au sein des 6 clusters

de génes. Seuil 10%.




communication cellulaire, dans la matrice extra-cellulaire et des récepteurs membranaires a
domaine calcique. Nous avons également montré des différences significatives de profil
d'expression génique entre le SM et le LD. Six clusters de geénes différentiels représentent des
groupes fonctionnels aussi variés que les récepteurs membranaires a domaine calcique,
l'activité ATPase, la régulation du cycle cellulaire, la transcription, la réponse au stress, le
transport ionique, la matrice extra-cellulaire, 1’assemblage du cytosquelette et les

modifications de la chromatine.

Notre dispositif expérimental ainsi que la méthodologie employée comportent des atouts et

des inconvénients que je vais rappeler.

Analyse critique de 1'étude.

Concernant la population expérimentale, souvent, la recherche de QTL pour un caractére
donné s'appuie sur des lignées FO possédant un phénotype divergent (Larzul et al., 2008;
Sanchez et al., 2007; Wimmers et al., 2006). Si le dispositif QTL utilisé lors de cette
expérimentation n'est pas optimisé€ pour la recherche d'un QTL en particulier, il représente par
contre l'intérét de s'appuyer sur des animaux issus de lignées commerciales correspondant a
une réalité en terme de sélection. En effet, la majorité des recherches de QTL a été réalisée
avec des animaux expérimentaux (Davoli & Braglia, 2007).

Concernant la méthodologie employée, les données analysées dans cette étude
correspondent a la quantification d’ARNm. Cependant, il est nécessaire de tenir compte du
fait que les mécanismes moléculaires de la cellule ne sont pas linéaires. Le fait qu'un géne soit
transcrit en ARNm n'implique pas que cet ARNm soit traduit en protéine ou encore que cette
protéine soit fonctionnelle. Il faut tenir compte de 1’épissage, de la stabilité moléculaire des
ARNm mais également des différents processus de maturation post-traductionnelle qui
conférent aux protéines leurs propriétés (site de translocation, activité) et enfin des conditions
environnementales physico-chimiques du milieu intra-cellulaire dans lequel se trouve la
protéine et dont dépend son activit¢ biochimique. Cette approche d'analyse du niveau
d'expression des genes n'est donc qu'une premicre ¢€tape dans la compréhension des
mécanismes régulant la qualit¢é des viandes, et devra étre confirmée par des analyses
protéiques et/ou biochimiques. De plus, la mesure de I’expression génique repose sur la
spécificité de I’hybridation simultanée de transcrits avec un grand nombre de sondes. Cette
spécificité est difficilement mesurable et repose également sur le soin apporté au choix des
sondes. Dans cette étude, I’utilisation de puces commerciales incluant de nombreux controles

« qualité » au cours de la procédure nous a permis sans doute de nous affranchir de difficultés
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techniques. En effet, sur les 216 échantillons analysés sur puce aucun n’a été éliminé au cours
de I’analyse.

Cependant, le séquencage et 'annotation du génome porcin sont encore a I'heure actuelle
incomplets. Or, l'assignation des annotations géniques et fonctionnelles et la localisation
physique de geénes candidats dépendent de ce séquencage. De ce fait, 25% des sondes ne sont
pas annotées et une incertitude demeure sur I’annotation des sondes annotées en utilisant les

contigs porcins SIGENAE.

Dans un premier temps, nous avons obtenu des résultats originaux grace a la mise en place
d’une analyse génétique combinant la détection de QTL et les mesures d’expression génique

sur puce.
Localisation des OTL.

Nous avons mis en évidence 9 QTL influencant les indicateurs de qualité de la viande que
sont la clarté (L*), la teinte rouge (a*), la teinte jaune (b*) et le pHu. Parmi ceux-ci, seul le
QTL 13a se situe dans une région précédemment identifiée (animalgenome.org, 2009b;
Harmegnies et al., 2006; Hu et al., 2005; van Wijk et al., 2006). D'autre part sur les
chromosomes 10 et 13 plusieurs QTL ont été localisés dans la méme région.

L'analyse des QTL 10b et 10L est particuliérement intéressante car elle identifie une région
chromosomique de 27 cM controlant l'expression de deux caracteres en relation avec la
qualité¢ du jambon. De plus cette région posséde un fort effet de substitution allélique pour le
caractere L*. On peut donc penser y trouver un candidat positionnel controlant ces deux
indicateurs de la qualité.

C'est également le cas sur le chromosome 13 ou se situent des QTL pour le pHu, le a* et le
b*. Les QTL 13pHu et 13a se chevauchent pour former une région QTL de 33 cM (55 a
88 cM). Le QTL 13b a quant a lui été identifi¢ a 153 cM. Cependant, le profil des effets du
QTL 13b suggere I'existence d'un deuxiéme QTL dans la région des QTL 13pHu et 13a. Il
serait donc intéressant de tester I'hypothese d'existence de deux QTL contre I'existence d'un
seul QTL pour ce caractere et ainsi valider ou invalider I'hypothése d'un QTL pleiotropique
sur le chromosome 13 contrdlant a*, b* et pHu.

L'intérét de tels QTL, influencant plusieurs indicateurs de la qualité, est d'identifier dans
cette région un gene candidat placé particulierement en amont dans la chaine des événements
conduisant a la mise en place de la qualité de la viande.

La taille des régions concernées par ces QTL demeure trés large (22 cM en moyenne) ce

qui représente environ 200 geénes. Afin de réduire cette taille et donc, le nombre de genes
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Modeéle causal Modéle réactif Modeéle indépendant

ARN eumélamine
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@ Expression génique

EI Caractere phénotypique

Figure 11: Représentation de trois modéles possibles de relations simples entre deux
caractéres quantitatifs subissant l'effet d'un méme locus. Le modéle causal représente
l'effet d'un QTL sur le phénotype T2 par l'intermédiaire du niveau d'expression du gene T1.
Le modele souris ob/ob est un exemple de ce type de relation ou la diminution de la leptine
provoque l'obesité. Le modéle réactif présente un effet du QTL sur le niveau d'expression du
gene T1 en réponse a la variation du phénotype T2. Le modéle souris db/db en est un
exemple. Dans ce modele l'effet du QTL provoque une obésité ce qui par voie de
conséquence induit une augmentation du niveau d'expression du gene de la leptine. Le
modeéle indépendant quant a Ilui représente l'effet d'un QTL agissant sur le caractere
phénotypique et l'expression des genes sans relation entre causale entre les deux. Le modeéle
souris agouti représente cette absence de relation causale entre le phénotype et l'expression
d'un gene. Chez la souris agouti le QTL provoque une diminution de ['expression de
l'eumelamine (modification de la couleur du pelage) et indépendamment une obésité de la
souris (Adapté de Schadt, 2006).




candidats, il peut étre envisagé de densifier la carte génétique et de génotyper les animaux
pour de nouveaux marqueurs polymorphes situés dans cette région (microsatellites, haplotype
SNP...). Si les animaux F1 sont informatifs pour ces marqueurs, il serait alors possible
d'améliorer la résolution cartographique du QTL. Une autre solution consiste en 1'obtention de
nouvelles méioses informatives, en sélectionnant des reproducteurs hétérozygotes pour la
région d'intérét. Cette approche est cependant longue, cotliteuse et d'une efficacité qui va en
diminuant avec la taille de la région concernée, étant donné que 1 cM correspond a 1% de
recombinaison au cours de la méiose.

C’est pourquoi nous avons choisi d'utiliser les données d'expression génique pour identifier
des genes candidats fonctionnels dans la région d'intérét par la détection de eQTL co-localisés
au QTL. Cette idée repose sur I'hypothése que les génes, dont le niveau d'expression est
régulé par un eQTL localisé dans la méme région qu'un QTL, participent a la régulation du
phénotype ou subissent l'influence de ce mécanisme (Drake et al, 2006). Nous avons ainsi
identifi¢ 755 eQTL. Par la suite nous nous sommes concentrés sur les eQTL qui co-

localisaient avec les 5 régions QTL.

Caractérisation des eQTL: Cis ou Trans?

Au sein des eQTL il est possible de distinguer les cis-eQTL et les trans-eQTL. Les cis-
eQTL sont des génes physiquement localisés sur la région chromosomique correspondant au
eQTL, ce qui implique que les variations d'expression sont dues a une régulation en cis du
gene. Les trans-eQTL, qui co-localisent avec un QTL, sont des génes localisés dans une autre
région du génome. Dans ce cas, le géne responsable de la régulation en trans du e-QTL est
localis¢ dans la région du eQTL. Ce géne causal n'est pas lui méme détecté en eQTL, soit
parce qu'il s'agit d'une mutation ne modifiant pas son propre niveau d'expression, soit parce
que l'effet du eQTL est trop faible, soit encore parce que le eQTL détecté n'est pas responsable
de la variation du caractere étudié, mais est une conséquence de cette variation (Figure 11)
(Drake et al., 2006; Schadt et al., 2005; Schadt, 2006).

Dans cette étude, nous n’avons pas pu mettre en évidence de cis-eQTL. Cependant, le
séquengage et l'annotation du génome porcin sont, a 1'heure actuelle, incomplets. Seuls sont
disponibles des assemblages des chromosomes 1, 4, 5, 7, 11, 13, 14, 15, 17 et X (NCBI,
2009). Il pourrait donc étre intéressant de rechercher la localisation de ces génes sur d'autres
génomes mieux annotés en utilisant la conservation de synthénie entre especes

(animalgenome.org, 2009a).
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Figure 12 : Illustration du mode de prélévement a l'aide d'un trocart.
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Figure 13 : Coupe transversale de la cuisse de porc. Le muscle Gracilis couvre

Semimembranosus.




Dans la deuxiéme partie de cette étude, nous avons clairement montré que les muscle SM et

LD étaient différents.

Spécificités musculaires.

La comparaison des profils d'expression génique permet clairement de différencier les
muscles LD et SM. Bien que ces muscles soient deux muscles blancs métaboliquement assez
proches, leurs évolutions post mortem différent (notamment au niveau du pHu). Des
différences biochimiques entre ces 2 muscles ont €té mises en évidence chez le porc (Purchas
et al., 2009 & Gil et al., 2008). Ainsi, le pHu du LD est toujours inférieur au pHu du SM (-
0.1 unité pH) (Chevillon ef al., 2006). En revanche, aucune analyse transcriptomique n'avait
jusqu'ici été réalisée sur ces muscles car les études s'intéressaient a des muscles de types
métabolique et contractile trés distincts ( Bai ef al., 2003 et Campbell et al., 2001).

Au sein des échantillons de muscle SM une trés forte distinction apparait qui permet de
séparer les échantillons SM en deux groupes dans des proportions 2/3 et 1/3. Cette différence
semble plus forte que la différence observée entre les profils SM et LD. Nous émettons ici 2
hypothéses, qui pourraient expliquer cette différence.

La premiére repose sur la technique de prélevement employée. Les prélévements ont été
effectués a 1'aide d'un trocart directement sur la chaine d'abattage (Figure 12), ce qui implique
un prélévement a un rythme assez élevé limitant la précision du site de préleévement.
L'anatomie de la cuisse de porc laisse clairement apparaitre que le muscle Gracilis se situe au
dessus du SM (Figure 13). Il est donc envisageable que certains prélévements soient
contaminé par du Gracilis.

L'autre hypothése releve de la qualité méme du muscle SM. Le SM est le principal muscle
touché par le défaut de déstructuration des viandes (Laville et al., 2005). Ce défaut se
caractérise par une viande proche des viandes «PSE» avec un métabolisme glycolytique post
mortem accru. La différence importante des profils d'expression entre les 2 muscles SM
pourrait relever de la signature de ce type de défaut. En effet, les génes ALDOA (impliqué
dans la glycolyse) et TNNC2 (régulation par le calcium de la contraction musculaire) sont
plus exprimés dans les muscles touchés par le défaut de déstructuration (Damon et al., 2006)
et semblent plus exprimés dans le SM ayant un profil d'expression proche du LD. Il serait
donc intéressant de valider cette derniere hypothese a I’aide d’une ACP pour voir si le pHu et
le L* permettent d’identifier les individus suspectés d’étre touchés par ce défaut.

Malgré I’utilisation d’une pValue corrigée, on peut s'attendre a 1’existence de faux positifs.

Nous avons donc choisi 5 génes pour valider dans un premier temps les différentiels observés.
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Ces 5 génes ont été sélectionnés car les amorces étaient déja disponibles au laboratoire. Avec
cette technique, le géne de la béta 2 microglobuline posséde un niveau d’expression identique
entre ces 2 muscles. Ce résultat concorde avec le fait que la beta 2 microglobuline est un geéne
de ménage susceptible d'étre employé¢ comme gene de référence (Erkens et al., 2006; Nygard
et al., 2007). En revanche, la RT-PCR valide le résultat des puces pour les 4 autres genes
(ALDOA, TNNC2, CPTIM et CEBPA). La surexpression du gene ALDOA impliqué dans la
glycolyse est en accord avec un métabolisme légerement plus glycolytique du muscle LD
comparé au muscle SM (Laborde, 1984). La troponine est une protéine du complexe acto-
myosine qui régule la contraction musculaire. La fixation du calcium sur la troponine C
permet la levée de 1'inhibition exercée par la troponine I sur l'activité ATPasique de la téte de
myosine. La troponine C2 (TNNC2) est plus exprimée dans les muscles glycolytiques, tandis
que la troponine C1 est prépondérante dans les muscles oxydatifs. L’expression plus
importante de TNNC2 dans le LD est donc en accord avec le métabolisme glycolytique plus
important de ce muscle et une disponibilité plus importante de calcium au travers d'une
surexpression concomitante du géne RYR1 impliqué dans la libération de calcium dans le
cytoplasme (cf plus bas). En revanche, la CPTIM est I’enzyme limitante de I’oxydation des
acides gras dans la mitochondrie, sa surexpression dans le LD suggere une utilisation plus
importante des lipides dans ce muscle. Le gene CEBPA est un facteur de transcription
déterminant pour I’adipogenése, sa surexpression dans le SM suggére qu’il y aurait plus
d’adipocytes dans ce muscle. Le muscle LD contiendrait donc globalement moins de lipides
que le SM car il posséderait moins d’adipocytes et serait plus apte a oxyder les lipides
musculaires. Cependant, Purchas et al. (2009) ne montrent pas de différence en teneur en

lipides entre ces 2 muscles.

Dans cette étude, nous avons effectué une analyse fonctionnelle en recherchant des
catégories fonctionnelles associées a nos listes de génes d’intérét dans le but d’identifier les

mécanismes moléculaires sous-jacents.

Les mécanismes mis en jeu.

Le phénomene de transformation du muscle en viande met en jeu des mécanismes
biochimiques et physiques qui aboutissent a I'acidification de la viande lors de la synthése
d'ATP en condition anaérobie et & une modification de la couleur percue suite aux effets de la
perte en eau.

Les QTL 7b, 10b, 10L et 13pHu révelent des groupes fonctionnels impliqués dans la

matrice extra-cellulaire, la communication cellulaire, et les récepteurs membranaires possé-
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dant un domaine de reconnaissance calcique. L'analyse des clusters de génes différentiels met
¢galement en avant les voies de signalisation et les récepteurs membranaires a domaine
calcique (sous exprim¢ dans le SM), ainsi que les mécanismes impliqués dans la réponse au
stress et les structures de la matrice cellulaire (sur exprimé dans le SM) et les mécanismes
d'assemblage du cytosquelette et de modification de la chromatine qui semblent peu variables
entre le LD et le SM. Récemment, Ponsuksili e al. (2008) ont souligné 1'importance de ces
groupes fonctionnels dans le pouvoir de rétention en eau des viandes. L'importance de la
matrice extra-cellulaire est corroborée par des études mettant en avant l'importance des
protéines d'adhésion et de structure cellulaire dans la mise en place de la qualité de la viande.
Lors de la phase de maturation de la viande, des protéases endogenes calcium-dépendantes
(calpaines), dégradent les protéines de la plaque d'adhésion focale et plus globalement les
protéines de structure et du cytosquelette des cellules musculaires (integrines, desmines,
vinculines, talines...) (Kristensen & Purslow, 2001; Lawson, 2004; Melody et al., 2004). La
plaque d'adhésion focale est un systéme qui assure la liaison entre la matrice extra-cellulaire
et le cytosquelette. Les intégrines sont des protéines trans-membranaires de la plaque
d'adhésion focale. Ces protéines assurent, d'une part la communication entre les milieux
intra-cellulaire et extra-cellulaire, et d'autre part 1'ancrage des cellules a la matrice extra-
cellulaire (Moser ef al., 2009). La dégradation de ces protéines lors de la phase de maturation
est impliquée dans certains critéres de qualité de la viande (perte en eau, tendreté).

La voie de signalisation calcium posséde une place particulierement importante dans le
contexte musculaire. L'ion calcium est I'un des éléments de régulation et de signalisation les
plus importants dans le muscle. D'une part la concentration en calcium dans les fibres
musculaires est I'un des facteurs limitant pour I'activité contractile des muscles, d'autre part le
calcium est nécessaire a l'activité des protéases a calpaines. Le role important du calcium dans
la mise en place de la qualité de la viande est particuli¢rement mis en avant par le défaut
d'hypersensibilité au stress induit par le gene Halothane. Il s'agit d'une mutation du geéne
RYR1 (chromosome 6) qui code pour le récepteur a la ryanodine du muscle squelettique et
dont le réle est de controler les flux d'ions calcium sortant du réticulum sarcoplasmique. Sous
l'effet du stress cette mutation provoque un relargage massif d'ions calcium, induisant une
hyperactivité musculaire post mortem et une consommation accrue d'ATP aboutissant a une
viande de type PSE.

L'ensemble de ces annotations, bien que soulignant l'importance de ces groupes
fonctionnels dans les caractéristiques musculaires associées a la qualité des viandes, reste

cependant trés large et n'apporte malheureusement pas beaucoup d'informations
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supplémentaires.
Au cours de cette étude, le géne RYRI1 qui est un gene majeur de qualité¢ de la viande

responsable du défaut PSE (Hal), a particuliérement retenu notre attention.

Focus sur le géne RYR1

En effet, ce géne est nettement plus exprimé dans le LD que dans le SM (facteur 10). Dans
le LD, une plus forte libération de calcium pourrait stimuler la contraction musculaire et
conduire a un épuisement des réserves en ATP. Le métabolisme anaérobique glycolytique
serait alors mis en jeu conduisant a un pHu plus bas du fait d’une acidification du milieu. Ce
résultat est cohérent avec un pHu du LD plus faible que celui du SM.

De plus, ce géne appartient au cluster 1, cluster pour lequel les génes sont trés sur-exprimés
dans 29 échantillons de SM. En admettant comme précédemment, que la sur-expression de ce
gene augmente le nombre de récepteurs actifs et par la méme le flux d'ions calcium, on peut
supposer qu'en dehors de la mutation du géne Hal, un nombre important de récepteurs a la
ryanodine provoquerait des Iésions proches de celles des « viandes déstructurées »
(hypercontractions des fibres et bas pHu) dans ces 29 échantillons SM en accord avec 1’'une de

nos hypothéses sur ce sous-groupe SM.

CONCLUSION.

Ce travail avait pour objectif de mieux appréhender le déterminisme génétique de la qualité
du jambon. L'analyse QTL nous a permis de mettre en évidence 8 nouveaux QTL, dont un
possédant un fort effet de substitution allélique pour le L*. L'approche eQTL nous a permis
d'identifier de nombreux eQTL co-localisant avec 5 de nos QTL précédemment, identifiés
dont un grand nombre pour le QTL 10L.

Ces résultats permettent de mettre en évidence l'importante de cette région du génome
porcin sur le caractére de clarté de la viande de porc, caractére fortement corrélé au pouvoir
de rétention d'eau et a la perte en eau a la cuisson. Cependant il est nécessaire, d'une part de
réduire la taille de cette région (27c¢M) et d'autre part d'analyser les génes situés dans cette
région, afin d'identifier des genes candidats. Il faudra ensuite identifier dans les séquences de
ces geénes candidats des mutations et analyser la co-ségrégation de ces mutations avec la
mesure du L*.

Par ailleurs, nous avons analysé les profils d'expression génique des muscles LD et SM et
ainsi mis en évidence une différence significative d'expression génique entre ces deux

muscles. De plus, cette analyse nous a conduit a l'identification d'une sous-population au sein
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du SM. Cependant, les catégories fonctionnelles différenciant ces 2 muscles sont tres
générales et peu informatives. Aussi le séquengage du génome porcin pourrait nous permettre
d’avancer dans I’analyse fonctionnelle en améliorant notamment 1’annotation de la puce.
Aussi, la recherche de bio-marqueurs de la qualit¢ de la viande devra s'effectuer pour
chacun de ces deux muscles. Cette conclusion rejoint celle de Huff-Lonergan et al. (2002) et
de Chevillon & Vautier (2006) qui trouve une corrélation modérée entre les mesures de pHu
des deux muscles et mettent en garde contre la valeur de prédiction modérée d'un marqueur

unique de qualité pour ces deux muscles.
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Annexes.

Annexe |

Pas de correction

Conditions d'hybridation

743 geénes 1663 genes (25% des geénes)

Poids de carcasse Poids de carcasse + conditions d'hybridation

310 genes 700 genes

Conditions d'abattage Conditions  d'abattage =+  conditions
d'hybridation

187 geénes 551 genes

Conditions d'abattage + poids de carcasse

Conditions d'abattage + poids de carcasse +
conditions d'hybridation

118 genes 234 geénes
Sexe Sexe + conditions d'hybridation
211 génes 1032 genes (15% des geénes)

Sexe + poids de carcasse

Sexe + poids de carcasse + conditions
d'hybridation

97 genes

342 genes

Sexe + conditions d'abattage

Sexe + conditions d'abattage + conditions
d'hybridation

71 genes

253 genes

Sexe + conditions d'abattage + poids de
carcasse

Sexe + conditions d'abattage + poids de
carcasse + conditions d'hybridation

55 genes

98 genes

Corrections effectuées sur les données d'expression génique: 15 modeles de correction et

les effectifs de génes concernés.
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Annexe 1

Muscle

Muscles + Famille-hybridation par muscles

214 geénes

2355 genes (34% des geénes)

Muscles + poids de carcasse

Muscles + poids de carcasse + Famille-

hybridation par muscles

78 genes

1171 génes (17% des genes)

Muscles + conditions d'abattage

Muscles + conditions d'abattage + Famille-

hybridation par muscles

48 geénes

527 geénes

Muscles + conditions d'abattage + poids de

carcasse

Muscles + conditions d'abattage + poids de

carcasse + Famille-hybridation par muscles

19 genes

350 genes

Muscle + sexe

Muscle + sexe + Famille-hybridation par
muscles

56 genes

949 génes

Muscle + sexe + poids de carcasse

Muscle + sexe + poids de carcasse + Famille-
hybridation par muscles

26 genes

681 genes

Muscle + sexe + conditions d'abattage

Muscle + sexe + conditions d'abattage +
Famille-hybridation par muscles

22 genes

248 genes

Muscle + sexe + conditions d'abattage +
poids de carcasse

Muscle + sexe + conditions d'abattage +
poids de carcasse + Famille-hybridation par
muscles

8 genes

112 genes

Facteurs pris en compte dans le modele d'analyse de variance : 16 modeles et les effectifs

de geénes concernés.
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responsables de la variation de la qualité de la viande de porc. Nous avons ainsi identifié huit QTL impliqués dans la
variabilité du pHu et de la couleur. Le QTL détecté sur le chromosome 10 pour le caractére L* a un fort effet de
substitution allélique.

De plus, nous avons identifié de nombreux eQTL co-localisés a ces 5 QTL. La cartographie fine des régions d'intérét est
maintenant nécessaire pour localiser les génes candidats. Ces approches de cartographie fine bénéficieront des avancées
technologiques faites en terme de génotypage et de la finalisation du séquencage du génome porcin.

Dans la seconde partie de cette étude, nous avons montré l'existence de profils d'expression génique divergeant entre les
muscles Longissimus dorsi et Semimembranosus. Cette différence d'expression génique met en évidence la valeur de
prédiction modérée que l'on peut attendre d'un marqueur unique de qualité pour ces deux muscles.

Abstract :

Meat Quality is of critical importance for both consumers and processing industry. Currently, it is really difficult to
measure this complex trait in a unique manner. The quality of raw pig meat is influenced by a large number of genetic
and non-genetic factors including rearing conditions, transport, slaughtering and meat processing . Genetic effects play
a crucial role in determining pig meat quality since 10% to 30% of the variation in meat quality traits is determined by
the genetic background of the animal.

This study aims to identify genetically determined variations in ham quality and their genetic relationships with
muscle characteristics, and to characterized differentially expressed genes between two types of muscles Longissimus
dorsi and Semimembranosus.

First, both positional (QTL research) and expressional (eQTL) genomics were intended to identify loci involved in the
quality of pork meat. Thus, 8 QTLs involved in the variation of ultimate pH and colour have been identified. One of
them is involved in variation of « L » and shows an important effect of allele substitution.

Moreover we have identified many eQTLs co-localised with QTL. Fine mapping will be now required to identify more
accurately these potential regulatory genes. This future research will benefit from the progress made in genotyping
technologies (with the access to high-density SNP markers) and from the Porcine Genome Sequencing Project.

In the second part of this study we have identified divergent gene expression pattern between Longissimus dorsi and
Semimembranosus. This divergent pattern clearly demonstrate moderate reliability in predicting the quality of one
muscle based on the gene expression profiling of another one.
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