N

N

Exemple d’approche fonctionnelle: le gras
intramusculaire chez le porc

Christine Renard, Jacques Mourot

» To cite this version:

Christine Renard, Jacques Mourot. Exemple d’approche fonctionnelle: le gras intramusculaire chez
le porc. Productions Animales, 2000, HS 2000, pp.161-163. hal-02693986

HAL Id: hal-02693986
https://hal.inrae.fr /hal-02693986

Submitted on 1 Jun 2020

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://hal.inrae.fr/hal-02693986
https://hal.archives-ouvertes.fr

4 - Recherche de genes associés
a des fonctions

Exemple d’approche
fonctionnelle : le gras
intramusculaire

chez le porc

C. RENARD', J. MOUROT"*

I INRA-CEA, Laboratoire de Radiobiologie et
d’Etude du Génome,

78352 Jouy-en-Josas cedex

2 INRA, Unité Mixte de Recherche sur le Veau
et le Porc,

35590 Saint-Gilles

e-mail : Christine. Renard@biotec.jouy.inra.. fr

Résumeé. Nous avons utilisé alternativement les techniques d’analyse fonctionnelle, d’analyse
génétique et de biologie moléculaire pour identifier les genes qui ont un effet majeur sur le gras
intramusculaire du porc indépendamment de ceux qui agissent sur l’épaisseur de du gras sous-
cutané dorsal. L'ensemble des travaux met en évidence : l'influence prépondérante de la région
péri-centromérique du chromosome 7, marquée par le complexe majeur d’histocompatibilité
SLA, sur le taux de lipides intramusculaires ; le role clef de ’enzyme malique, une des enzymes
de la lipogenese, dans la synthese lipidique intramusculaire tout au long du développement cor-
porel du porc ; l'existence d'un gene proche de SLA, qui contrdle l'activité de cette enzyme et dont
le profil est le suivant : ce n’'est pas le gene codant pour l'enzyme malique, celui-ci étant localisé
sur le chromosome 1, il n’agirait pas par activation de la transcription de la protéine, mais il
pourrait intervenir sur le nombre, la différenciation, l'activation ou la migration des adipocytes

dans les muscles.

Apres trente années de sélection particulierement
efficace contre 'adiposité des carcasses de porc, il
est devenu nécessaire de préserver une quantité suf-
fisante de lipides au sein des muscles sans augmen-
ter la couche de tissu gras sous-cutané, afin d’amé-
liorer la qualité organoleptique de viande. Notre
contribution a cette nouvelle orientation de la sélection
porcine a consisté a approfondir nos connaissances
du métabolisme lipidique dans ces deux types tissu-
laires pour mieux les mettre en parallele avec les
différences de controles génétiques observés.

1 / Associations entre marqueurs
génétiques et performances
d’adiposité

Il existe une association génétique entre le com-
plexe majeur d’histocompatibilité SLA et la teneur
en tissus gras des carcasses a I'abattoir. SLA est un
complexe génétique trés polymorphe, dont les
alleles de quelques loci sont identifiés par un test
simple de lymphocytotoxicité disponible depuis de
nombreuses années. C’est un excellent marqueur
génétique pour la région centromérique du chromo-
some 7 ou il est localisé (Geffrotin et al 1984, Rabin
et al 1985). Leffet de la région SLA sur les para-
metres de 'adiposité des carcasses a été observé en
race Large White et Landrace en France (Renard et
al 1988), et en race Piétrain et Landrace en
Belgique. Plus récemment, cette association a été
confirmée dans plusieurs troupeaux aux USA et en
Europe (Bidanel et al 2000). Les marqueurs utilisés
étaient alors des microsatellites couvrant 'ensemble

du génome et pas seulement la région SLA. A cette
occasion, d’autres régions chromosomiques impli-
quées dans le métabolisme lipidique ont été mises
en évidence. Elles sont localisées notamment sur
les chromosomes 4, 2 et X, mais elles agissent plu-
tot sur I'épaisseur du gras sous-cutané dorsal tandis
que la zone SLA intervient essentiellement dans le
muscle avec, selon les populations, un effet plus ou
moins marqué sur I'épaisseur de gras sous-cutané
dorsal.

Lensemble des résultats suggere qu'il est possible
d’accroitre la teneur en lipides des muscles sans
augmenter 1'épaisseur de gras sous-cutané dorsal,
puisque ces caracteres ne sont pas toujours controlés
par les mémes régions du génome. Ceci est réali-
sable a condition de bien identifier le role de chaque
région candidate sur des facteurs plus élémentaires
que l'adiposité globale d'un tissu, facteurs qui
seraient limitants dans une population mais pas
dans l'autre.

2 / Décomposition du phénotype
« adiposité »: importance de
Pactivité de I’enzyme malique

2.1 / Choix de facteurs a mesurer

Dans un premier temps, les mesures d’adiposité,
trop globales, ont été complétées par des mesures
de facteurs connus pour jouer un role important
dans le métabolisme lipidique des tissus adipeux
musculaire et sous-cutané. La lipolyse étant peu
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importante chez le porc, I'étude a commencé par le
dosage d’activité d’enzymes de la lipogenése :

- l'acétyl-coenzyme A, parce qu’elle intervient
dans la réaction d’allongement des chaines d’acide
gras ;

- 'enzyme malique, parce que son activité a pour
conséquence de réduire la coenzyme NADP sous la
forme NADPH indispensable a l'allongement des
chaines d’acide gras. Dans le muscle, elle devient la
principale source de NADPH au cours du dévelop-
pement corporel du porc. Dans le gras sous-cutané
dorsal, elle partage cette contribution avec ’enzyme
suivante ;

- la glucose 6-phosphate déshydrogénase
(G6PDH), en tant que co-fournisseur de NADPH
dans le tissu adipeux sous-cutané dorsal. Elle a une
activité nulle dans le muscle au moment de 'abatta-
ge (Mourot et al 1995).

2.2 / Choix de familles de porc
informatives a tester selon deux
types de criteres

Alleles du marqueur SLA associés aux
phénotypes adipeux extrémes

Les dosages lipidiques et enzymatiques ont été
testés, en plus des mesures classiques réalisées a
I'abattoir, sur 7 familles issues de croisements entre
des femelles Large White et des males Landrace. Les
reproducteurs ont été choisis pour suivre la ségré-
gation de trois des alleles SLA ayant des effets signi-
ficatifs extrémes sur I'adiposité d’apres les résultats
obtenus sur les porcs non apparentés des deux
races d’origine. Les résultats ont montré 1'effet pré-
dominant des genes de la région SLA sur l'activité
de I'enzyme malique et la quantité de lipides intra-
musculaires (P<0,0001). Dans le gras dorsal, I'effet
de la région SLA sur l'activité de 'enzyme malique
et de l'acétyl-coA n’est significatif qu'a P<0,05 et
P<0,02, et aucune influence sur 1'épaisseur de gras
sous-cutané dorsal n’est significative dans cette
population de porcs (Renard et al 1992 et 1996). Le
SLA était le seul marqueur génétique testé.
Quelques microsatellites localisés autour de SLA
ont été testés par la suite, mais ils n'ont apporté
aucun résultat significatif supplémentaire.

Phénotypes « Maigre/ Adipeux » dans la
génération F2 du croisement de races différentes

Les mémes mesures ont été réalisées sur une par-
tie du troupeau PiGMaP-QTL produit au domaine
INRA du Magneraud (17), issu de deux races aux
performances adipeuses extrémes : Meishan (MS),
race chinoise caractérisée par une forte adiposité et
Large White (LW), fortement sélectionnée avec suc-
ces pour une faible épaisseur de gras dorsal. Dans
cette population, 'aspect génétique a été mieux
couvert par le test des nombreux microsatellites
répartis sur le génome et autour de SLA et par I'uti-
lisation des techniques d’analyse multipoints
(Bidanel et al 2000). Les résultats confirment I'effet
prépondérant d'un gene localisé pres de SLA sur le
taux de lipides intramusculaires et sur le niveau
d’activité de I'enzyme malique dans le muscle long
dorsal. Leffet de la région est plus faible sur I'épais-
seur de gras sous-cutané dorsal et inversé par rap-
port a ce qu'on attend des alleles provenant de la
race MS.

3 / Exclusion du gene candidat
« enzyme malique cytosolique »

Dans I'hypothese ou les différences d’activité de
I'enzyme provenaient de variations du gene de
structure ou de la région promotrice du gene, le
géne de I'enzyme malique cytosolique était impor-
tant a localiser par rapport au SLA. C’était un bon
gene candidat car il était décrit comme proche du
complexe d’histocompatibilité dans plusieurs
especes de mammiferes. Nous avons extrait 'ARN
d’'un muscle trés actif, cloné, séquencé 'ADNc, et
localisé le gene sur le chromosome 1 (Nunes et al
1996) alors que SLA est situé sur le chromosome 7.
Leffet associé a la région SLA ne provient donc pas
d’une variation dans le gene de 'enzyme malique.

4 / Etude du niveau d’intervention
du geéne régulateur de l’activité
de I’enzyme malique et de son
profil

A coté de I'étude génétique entreprise pour réper-
torier les genes de la région et restreindre cette
région impliquée par la recherche de nouveaux mar-
queurs microsatellites, une étude in vivo et in vitro
a été menée pour définir le profil du QTL de la
région SLA qui interviendrait sur le gras intramus-
culaire via l'activité de 'enzyme malique ou, plus
généralement, via la multiplication, la migration ou
la différenciation des adipocytes. Ce travail a per-
mis de comparer les deux races fondatrices du trou-
peau PigMap-QTL en attendant d’autres animaux
génétiquement informatifs. La mise en place du
tissu adipeux au cours du développement corporel
de I'animal a été étudiée dans trois tissus : un tissu
gras externe (gras dorsal), un muscle « gras » (le
diaphragme) et un muscle «maigre» (le semimem-
braneux), a trois stades de la vie de I'animal dans
chacune des races. In vivo, I'étude a porté sur des
extraits d’homogénats tissulaires : dosage des
lipides et des activités enzymatiques, évaluation des
transcrits de 'enzyme malique par Northern blots.
Les résultats mettent en évidence une activité de
I'enzyme malique supérieure chez les porcs MS
comparés aux porcs LW alors que le signal des
transcrits est inférieur. De plus, aucune corrélation
n'existe entre la quantité de transcrit et l'activité
enzymatique a chaque stade de développement cor-
porel, bien que les différences individuelles soient
plus faibles aux stades précoces.

Ces résultats excluent les différences de stimula-
tion de la transcription comme causes des diffé-
rences d’activité enzymatique entre ces deux races.
In vitro, les techniques d’isolement et de culture pri-
maire des adipocytes ont été appliquées sur les tis-
sus externes (tissu sous-cutané du dos comparé a
celui du cou) et sur des tissus adipeux intramuscu-
laire et intermusculaire. Ce travail a permis de
mesurer le diametre moyen des adipocytes isolés,
leur vitesse de multiplication, leur capacité de syn-
these des lipides et le niveau d’activité des enzymes
lipogéniques (Mourot et al 1996).

La mise en place des adipocytes est plus précoce
dans les tissus gras externes que dans le tissu gras
intramusculaire et elle a lieu plus t6t chez les porcs
MS que chez les porcs LW. La vitesse de multiplica-
tion des adipocytes est plus grande chez les porcs
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MS que chez les porcs LW, mais leur nombre par
gramme de tissu est plus faible en raison de leur
contenu en lipides et de leur plus grand diametre.
Quand on compare l'activité de synthese lipidique
des adipocytes qui ont le méme diametre, elle est
supérieure chez les porcs MS aux stades précoces.
En revanche, dans le tissus gras externe, les adipo-
cytes vieillissent plus rapidement chez les porcs MS
en atteignant un diametre a partir duquel l'activité
de synthese lipidique diminue, ne laissant place qu’a
l'activité de stockage (Mourot et al 1999). 1l sera
important de relier ces différences fonctionnelles
avec les résultats obtenus par la recherche de QTL
pour mieux comprendre pourquoi I'allele d’origine
MS entraine une plus forte quantité de lipides intra-
musculaires et une plus faible épaisseur de gras dor-
sal chez les porcs issus de croisement entre ces
deux races a la génération F2.

5 / Génes candidats dans la
région SLA

Nombreux sont les génes de la région que nous
sommes en train de mettre en évidence a I'aide de la
banque d’ADN génomique dans des BACs. Beau-
coup sont des genes de facteurs de transcription.
On a identifié également un gene codant pour une
protéine de la matrice extracellulaire, un régulateur
de T'AMP cyclique et du cycle cellulaire.
Actuellement, les meilleurs candidats, sont les sui-
vants :

- RXRJS (Retinoid X Receptor), facteur de trans-
cription intervenant sur les promoteurs de nom-
breux genes d’enzymes de la lipogénese et d’activa-
tion des adipocytes ;

- TNFa (Tumor Necrosis Factor alpha), facteur

intervenant sur de nombreuses fonctions dont la
régulation de la sensibilité des adipocytes a l'insuline.

Nous essayons d’enrichir la région en microsatel-

lites pour réduire la taille de la région candidate et,
par conséquent, le nombre de genes possibles.

Conclusion

Lapproche fonctionnelle a permis de déceler le
facteur “ activité de I'enzyme malique ” comme 1’élé-
ment important de l'adiposité intramusculaire qui
contribue a l'association génétique entre la région
centromérique du chromosome 7 et l'adiposité
intramusculaire. En revanche, les comparaisons
entre races ayant des caractéristiques adipeuses dif-
férentes ne permettent pas encore de définir le pro-
fil du ou des gene(s) modulant 'activité de 'enzyme
malique et différenciant les races Meishan et Large
White. Les résultats obtenus excluent la régulation
de la transcription de I'’enzyme malique comme fac-
teur important. Cependant, ils montrent que ces
deux races different essentiellement par le nombre,
la mise en place et le vieillissement des adipocytes
dans les tissus adipeux au cours du développement
corporel. Le profil du gene candidat est encore
vague et correspond a des observations faites sur
des porcs de race pure uniquement. Une analyse des
ARN messagers et des métabolites intermédiaires a
partir des cultures primaires d’adipocytes permettra
de mieux «profiler» les génes. Lapplication de ces
techniques sur des porcs provenant de familles
génétiquement informatives (F2 ou backcross
Meishan x Large White) permettrait d’observer les
parametres adipocytaires qui restent transmis
ensemble et ceux qui sont liés aux marqueurs géné-
tiques repérés.
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