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Un des enjeux en élevage

Maitriser les caracteres d’intérét economiques

N\

Voie « Environnement »

Voie Genetique " ,
% Conditions d’élevage

(sélection ou croisement)

(alimentation, santé, batiments, ...

|

génomique



Ce que |'on aimerait

|dentifier tous les locus responsables des variatio ns du caractéere d’intérét (QTL)

Pour chaque QTL, connaitre les différentes formes p  ossibles (alléles)

Estimer leur effet sur le caractere

QTL QTL QTL QTL QTL QTL QTL QTL
i i | i i
. w >» A [ ] 0 > 1mg
Alléles dans la
population . ¢ > ‘ - 2mg

Q?L;?? < W A > 10 mg
i@% ----------- -1000 mg

\ QTLa )
moyen effet QTL =gene
majeur

@ Génotyper chaque individu (2 alléles) aux différent s QTL du caractere
- Valeur génétique G = somme des effets de tous lesa lleles

& !i: - 4




Ce que |'on aimerait

Une goutte de sang ——» — &+ _ $— —> Valeur génétique G

T ' : d’un reproducteur

* obtention tres rapide

Aujourd "huli, sur le terrain

* Mesure du caractere  + « Pedigree Estimation
d'intérét —> Valeur g énétique G

!( ! i §( d’un reproducteur

* Obtention + ou — tardive
EED O 0D dépendant du temps  (t) nécessaire
pour que le caractéere soit mesurable

n n e Sa précision (CD) dépend du nbre
_ /Vgrigpinté d’animaux apparentés mesures
AG= I CD hg omefae &= > codt de mesure
t -2 intensité de sélection (i)



Ce que |'on aimerait

Une goutte de sang T—=> —y— - ¢ —> Valeur g énétique G

d’un reproducteur

* obtention tres rapide

. A

Ou en est-0n Jaijjourd 'hui
En détection de (?FT‘LS d’'un caract ere ?

QTL QTL QTL QTL QTL QTL QTL QTL
i i i i i




Années 95s et 2000s : Localisation des QTL a effet moyen a

A (A1,A2,A3,A4,...) B (Bl,BiZ,...) , C (c1, Clg)

9314 S . | . .
3 0 4 ‘ QTL QTL QTL‘ | QTL QTL Q1L ‘QTL QTL
it 1 3 ¥ ——1

! ; ! o

! : I I

ﬁ' . K

 Dispositifs familiaux d’animaux de qq centaines de d escendants
TEXYEEL L

Années 90
o cartes généetiques = Ensemble de marqueurs bien répartis dans le génome

et facilement « 9én0typab|e » Microsatellite

: Répétition d'un motif de 1 a 4 nt ; marqueur milti  allélique
Al : AGGGCA TATATATATATA GCAGCATCT (TA)6
A2 . AGGGCA TATATATATATATATATA GCAGCATCT (TA)9
A3 . AGGCECA TATATATATATATATATATATA GCAGCATCT ( TA) 11
A4 AGGGCA TATATATATA GCAGCATCT (TA)56



Années 95s et 2000s : Localisation des QTL a effet moyen a

A | B : C
: !
5 0 ‘ QTL QTL : QTL‘ I QTL QTL QTL ‘QTL oTL
o [ i — —& i (] i
. I
1 .
ﬁ'

Localisation grossiéere
= limite les applications en  Sélection Assistée par Marqueurs (SAM)

SAM | >®»—B1 . y >8P s SAM
S - W—o2 W » 2 inefficace
Nécessité d’avoir un e i , - & i
« déséquilibre de liaison »
Entre marqueur et QTL Situation Situation

- rare si le marqueur est

oY rare fréeguente
Assez eloigne du QTL .



Les solutions

A . B ' C
' ;
o 0 &9 ‘ QTL QTL : QTL‘ I QTL QTL QTL ‘QTL QTL
R o [ i — —3 i (] i
. ! 1
| ! .
. ! I . . [
@' | ocalisation grossiére
_ o SAM 2
<+ @ Localiser plus précisement  =—=> sur marqueurs
i ﬂ tres proches
. . Sélection directe
¥ |dentifier la mutation causale —=> <ur la mutation
QTL localisés :
~1500 en bovin Années 90s-2000s Moins de 20 mutations
~1000 QTL en porc ) . g identifiées
~700 QTL en volaille étapes laborieuses o

http://www.animalgenome.org/bioinfo




Fin 2000s - Ann ées 2010s

Peut-on faire mieux grace aux avanc ees de la g énomique ?

/
-




Ann ées 2000s : s éguen ¢cage de g énome complet

2004 Poule, depuis 2006 : Bovin Cheval Porc

* Identification de nouveaux marqueurs type :
- microsatellites
- ou SNP - tres nombreux dans les génomes (1 nt tous 1000nt)

Al : ATCGIGCTATGACGCTGATGACATTAT
A2 : ATCGIGCTATGATGCTGATGICATTAT

Cependant technique de génotypage de SNPs colteuse

- genotypage des familles d’animaux sur les marqueurs dans les regions QTL

A IIIIIuBl _______ ii::::: Sl

P WL vvvgvy vYYYwy v vvv, VWYY VYWY VY OY VY v‘vv YWOYYYYYY ¥ vvy
A ’4'
i ;’(»

QTL QTL QTL IQTL QTL QTL QTL QTL
—— — i 1 i
P ;
. h ’ |
0 — préciser la localisation
de QTL
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Ann ées 2000s : s éguen ¢cage de g énome complet

 Prédiction de genes (bioinformatique) : ~ 30000 a 40 000 genes prédits

<« <« <+ <«
LOC728979 LOC645261 LOC644285  CCNH
S
RASA1
-> Meilleure connaissance du contenuen g enes d’une region QTL @
Nombreux génes a fonction inconnue ! @
:> Collection de mutants artificiels chez la souris @

Invalider chacun des 40 000 genes predits => observer les phénotypes résultant

Normale mutée

1996




: MK C
IulQl.*_y 1u1 : QTL QTL QTL ‘QTL QTL
— - y i 0

<P > Plusieurs génes dans la région réduite
Lien entre le g ene recherch € et le caract ere reste « vague » ! @

e Caracteres d’intérét sont dits “complexes ” : il peut exister diff érents
chemins biologiques pour un ph  énotype donn é

:> Décomposer le caract ere en caract eres plus élémentaires
—~>Devenue possible grace a la Géenomique fonctionnelle

12



Qu’est ce que la g énomique fonctionnelle ?

Etude simultanée
de I'expression de milliers de genes,

w W genes dans un tissu d’un individu donné

Différents niveaux d’observation possibles :

- g
- -—
- o= ARNM - Transcriptome 40000
- - franscripts - . génes
Puce a ADN ou ‘Microarray’
1 ' ou ‘DNAchips’
WA N =
:: '::\Vx ™ “ ﬂ“ Protéines 3
Wt aw * Protéome 1 000
w lﬂ\:’ % 1 aitizue el protéines

/\ Phénotype

13



Exemple d’une application possible

v

ARNmM

NNV, AAAAAAAA
NN\ AAAAAAAA

AAAAAAAA

proteine l

M1 JoTL
M2

M3 »
"o loTL

M1 »m JQT

Approche vz > QTL |dent|f|e:5.
oTL M3 o pour un caractere
. - I oL (couleur de la viande)

comparaison de I'expression des genes
entre muscles de 2 groupes d’animaux
Viande pale et viande colorée

e e ARNM:
e Transcriptome

Protéin;es :
Proteome

- |dentification de génes différentiels en expression

B} I [Viande
> — pdle
-

- +

v

Viand
colorée
> Mmesure

e



Conclusion 1

» Séguencage complet de génomes
et tous les co-produits (acces aux genes et a de nom  breux marqueurs)
» Techniques de génomique fonctionnelle

b

Une accélération de l'identification
des mutations sous jacentes aux QTLs
a moyen ou fort effets sur la variation d’un caracte re

“ A

;
! C
- 3 i !
‘ QTL QTL i QTL 'QTL  QTL QTL ‘QTL QTL
1} o 1 M
:

! i
< >
; Localisation grossiere

a

<€) Localiser plus précisément

i Sélection directe
sur la mutation

§ Identifier la mutation causale
causale




Ce que |'on aimerait

Identifier tous les locus responsables d’'une part d e variation du caractere d’intérét (QTL)
- les QTL a forts, moyens mais aussi petits effets -

Estimer leur effet sur le caractere

QTL QTL QTL QTL QTL QTL QTL QTL
il | i (1 i

l
it nttt t111t ML 111 44 AHOLR AT tEREARE A1

Ann ées 2008-2009

Technologies de génotypage a haut débit de ces SNP (p  uce a ADN SNP)

200 euros pour génotyper un individu sur 50 000 marq  ueurs SNP

16



Sélection sur 'ensemble du génome et nonpassurq qQTL
- Sélection génomique ( genome wide selection )

Sélection sur marqueurs (SAM) généralisée a I'ensemb  le du génome
(grace au génotypage de dizaine de milliers de marqueurs)

Permettant de prendre en compte tous les QTL

a forts, moyens mais aussi petits effets ___ sur le caractere
(il existera toujours un marqueur trés proche de chacun des QTL)

4L

Bonne précision de I'évaluation des valeurs génétiq ues
sur la seule information moléculaire

ler résultats en bovins laits : 54 000 SNP - précision de 0.5 a 0.6

Etape préablable a la selection génomique

Prédire les effets sur le caractere d’intérét des dizaines de milliers de marqueurs
a partir_d’une sous-population___ représentative de la population d’intérét

Cette sous-population doit
1) étre d’effectif éleve (2000 a 3000 individus),
2) étre phénotypée pour le caractere d’intérét
3) étre génotypée sur quelques dizaines de milliers de marqueurs. 17




Autres applications possibles

Maitriser des caracteres d’intérét économiques

—

Voie g énétique Conditions d 'élevage
(sélection ou croisement) (alimentation, santé, batiments, ...)

\ Meilleure connaissance

Contréle de filiation des voies m €taboliques
(élevage en cage responsables des paract eres
versus sur sol) pouvan_t offrir de -
nouvelles voies de ma fitrise
x des caract eres ( nutrition ...)

Détection de QTL génomique
+
Sélection g énomique Diagnostic _
des propri étés des produits
pour une meilleure orientation
de leur utilisation

Aval des fili eres 18






Contexte socio-economique

= Consommation de volailles entieres en baisse,
au profit des découpes et elaborés: des exigences
renforcées sur la qualité de la viande

= Forte variabilité des parametres de qualité,
gu’il convient de mieux maitriser
(Gigaud et al., JRA 2009)

= Couleur: réle important dans I'appréciation des produ its.
JRA 2007: préférence des consommateurs pour les produ its
plus colorés (poulets jaunes) ...
mais inquiétude face l'origine de cette coloration
(« colorants » alimentaires)

20



heritabilitées des

L Souche Souche
w experimentale commerciale

(2001) (2005)

pPH 15min 0.49 0.30
pHu (24h) 0.35 0.34
Paleur (L*) 0.50 0.35
Coloration rouge (a*) 0.57 0.25
Coloration jaune (b*) 0.55 0.31
Pertes en eau (%) 0.39 0.26
Réserves en glycogene  ND 0.43
Pertes cuisson (%) ND 0.35
Dureté ND 0.34

Criteres de qualité : héritables mais difficilement
sélectionnables (découpe des animaux)

=P |Ntérét des test genetiques

21



Détection de 5 'L dans le croisement entre
Iignées a croissance lente ‘CL} ou ragide ‘CR}

CR CL CR/CL

_“l Poids 9 sem. 1922 683  x2.8
% filet 114 104 11
% Gras abdominal 2.5 0.2  x12

i i Ricard, 1975

pH15 6.20  6.33 Chez les F2 (698):
oHU 574  6.14
= Poids : 697 g — 1666 g
*
L 48.3  45.6 = % Gras abd. : 0 — 4.8
a* -0.2 1.6

" pHu :5.53-6.44
b* 9.4 13.3 = Jaune : 9.1 -17.6

22




GGAl GGA2 GGA GGA1l11l GGA12 GGA14

24 ——— MCW168 6 MCW205 12 ADL317 18 MCW097 0 ADL372 20 ADL118 D
= /)
S 1 30 MCW082 35 ADL23 o "oL210 (En 45— mMow12s Za
56 SEQALL0528 Io; = 45 ADLO044
60 MCW184 69 ADL308
70 SEQALL0529 62— LEI099
88 MCW230
92 ADL309
119 ——— LEI252
ﬁg::: gggﬁiosos 119 MCW063
138 ADL26 ’
164 ——— SEQALL0510 7 . , .
2% 1| rouzst = Primo - détection
SEQALL0426 7
195N seanonnr 172 MCW062 182~ |~ LEWTO C .
AN O L R A (108 marqueurs;
0 | weweo 21 groupes de liaison):
243 ——— ADL252 231 ADL260
259 ——— LEI101 2% LEI248 243 —t— LEO73
1 il [ = 5 QTLs significatifs au niveau du
LEI108
300 MCW313 282 LEI147 , .
I génome et 4 suggestifs (QTLMAP)
330 ——— MCW200
320 MCW264 . .
0] | SEQaLoste I = QTLs originaux pour le Poulet
364— — ADL313
o | gz (JRA 2007 - BMC Genomics 2007)
sgofﬁ ROS0304 Ia 382 LEI141
396 SEQALL0349
414~ > MCw283
412 ADL146
I I Raffinement des OTL
475——+— ADL328
e = Renforcer et préciser certains QTL
518 ——— LEI061
(GGAL, 4, 11)
564 —\—— MCW108

23




GGA11l: QTL hautement significatif pour la
coloration jaune du filet

ar b* == seuil 1% === seuil 5% = = a* 3 Marqueurs b* 3 Marqueurs

215 ~

195

175

155

135 -

115

95 +

75 4

55 ; I I I T I L e L B py
18 28 38 48 58 68 78 88

- 5 péres F1 hétérozygotes au QTL
- Effet positif de I'allele transmis par la lignée CL




Approche gene candidat

- gene BCMOL1(B-B carotene 15,15’ monooxygénase):
un tres bon candidat fonctionnel

15 3 i 8 _
., 3 = ., e - ., o
15"

B-Carotene

' central cleavage iy .
B,p-Carotene 15,.15'-mannﬂxygenas - _ excentric cleavage

o
o HD e = = ASE
Retinol. = :
Retinal B-Apo-8'-, 10'- or 12'-carotenals

| Y

Retinyl esters (Storage form) Y O

¢ f-Apo-10'-carotenoic acid
El

< o Y,

Retinal BCOOT

B-Apo-12'-carotenoic acid
Retinal Oxidase Lo
B

O
W OH
R

etinoic acid

25
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Approche gene candidat

- gene BCMOL1.: un tres bon candidat positionnel

105 +
95
85
75
65 -
55 4 — b*

45

35

25 A

15 4

g 82T 0Te1av

aW LT TOWD4
qn v'LT 80€T1av
dN 0 0€ZMOIN

=
o]
[\S]
w
N
0]
w
w
w
o]
N
w
N
(o]
o1
AN
—
ul
(o]
[o)]
w
[o)]
[ee]
—
=
w
~
0]
[os]
w

‘ Sf Position (cM)
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Approche fonctionnelle:
Quantification du niveau d’expression de BCMO1

Niveau d’expression musculaire : CR > CL

Niveaux relatifs dARNm BCMO1/18S
(unité arbitraire)

ARNmM BCMO1/18S (UA)

——CR-8-CL 27




Détection d’'un QTL d’expression (eQTL) pour BCMO1

- 134 descendants F2 d’'un méme pere
- I (expression BCMO1, b*) = - 0.46

90 ~

80 A

70 A

60 -

BCMO1
BCMO1/18s
50 -
a*
F
R
40 -
1% Chr"
------- 1% Génom

30 A

20 A

10 A

O e L o o s e e A e e e o L A e o o e |
18 23 28 33 38 43 48 53 58 63 68 73 78 83 88

Position (cM)

L'effet du QTL contrdlant la couleur passe
par une variation de I'expression de BCMO1

28



Recherche de polymorphismes au sein de BCMO1

= BCMO1: 12 exons, transcrit de 3,046 bps
codant pour une protéine de 526 AA.

» Séguencage du gene et de sa partie promotrice
(858 pb) chez 5 males F1, quelques FO et F2.

» 23 mutations, 6 hétérozygotes chez 5 peres
dont 2 mutations dans le promoteur.

» ROle fonctionnel sur 'activité du promoteur
démontré: mutations causales !l

29



Conclusions et perspectives:




- High Resolution Melting (SNP 2)

- homozygote A/A (probe mismatch) : fluorescence peak at 63 °C
- homozygote G/G (probe perfect match) : fluorescence peak at 68 °C
- heterozygote A/G : fluorescence peaks at 63 °C and 68°C.

Melting Curves

175,966

500)

125,966

75,966

26, 966

Fluorescence {450-

4 48 50 52 B4 GBS B3 B0 G2 G4 GBE G870 72 74 & 73 @0 82 &4 8 g8 @0 %2 94
Temperature [*C)

Melting Peaks

15518

14,018

12518

11,013

9518

8,018

6518

-{d/dT) Fluorescence {450-501)

5OiE| 7
3s1e] ="

2018] =ff

0,518

Homozygotes AA Homozygotes GG

45 43 50 52 54 3 5a &0 ) 64 E3 68 70 72 74 76 78 &0 82 ] 85 &8 a0 92 o4
Temperature [*C]

> «— > 31
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Probe dissociation Fragment dissociation




