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: Puce moyenne densité de 54 241 SNP

: Acide DésoxyriboNucléique

: Comptage Cellules Somatiques

: Centre Départemental de I’Elevage Ovin
: Centre d’Elevage des jeunes males

: Chromosome

: Centre d’Insémination Animale

: Centre Interrégional d’Information et de Recherche en Production Ovine
: Controle Laitier Officiel

: Comité National des Brebis Laitiéres

: Collectif des Races locales des Massifs

: didésoxyribonucléotide

: Daughter Yield Deviation

: Entreprise de Sélection

: FA Complementation Group [

: France Génétique Elevage

: Phosphoribosylglycinamide Formyltransferase
: Haplotype

: Insémination Animale

: Institut de I’Elevage

: Insertion-Délétion

: Institut National de la Recherche Agronomique
: Index de Synthése Ovin Lait

: Integrin Subunit Beta 4

: kilobases

: Low Density, puce de 15000 SNP

: Lacaune Lait

: Minimum Allele Frequency

: Mégabases

: Monte Naturelle

: Manech a Téte Rousse

: Taille efficace

: Next Generation Sequencing

: Nitric Oxide Associated 1






NGS : Next Generation Sequencing

NOAI : Nitric Oxide Associated 1

OAR : Chromosome (Ovis aries)

OMIA : Online Mendelian Inheritance in Animals

OMIM : Online Mendelian Inheritance in Man

ONAB : Observatoire National des Anomalies Bovines

OS : Organisme de Sélection

PAB : Pére a Béliers

PAF : Péres a Filles

pb : paires de bases

PCR : Polymerase Chain Reaction

pG : Pression de Sélection génomique

PNAGRT  : Programme National d’Amélioration Génétique pour la Résistance a la
Tremblante

QMG : Quantité de Matiére Grasse

QMP : Quantité de Matiere Protéique

QTL : Quantitative Trait Loci

ROLP : Races Ovines Laitieres des Pyrénées

SLC37A2 : Solute Carrier Family 37 Member 2

SMC2 : Structural Maintenance Of Chromosome 2

SNP : Single Nucleotide Polymorphism

Spz : Spermatozoides

B : Taux Butyreux

TP : Taux Protéique

UTR : Untranslated Regions

VCF : Variant Calling Format






1,000 bull genomes : Projet international mis en place en bovins afin d’acquérir de nombreux
séquencages tout génome de taureaux issus de races différentes.

Anomalie génétique : « phénotype déviant par rapport a la population » (

).

BLAD (Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency) : Anomalie détectée en race bovine Holstein
liée a une mutation faux-sens récessive dans le géne /7GB2. Elle est a I’origine d’une déficience
du systéme immunitaire, causant la mort de I’animal durant sa premicre année de vie ( ).

Braschyspina : Anomalie embryonnaire 1étale détectée en race bovine Holstein (déterminisme
récessif). Quelques animaux atteints peuvent étre viables mais ont une colonne vertébrale et des
membres réduits ( ).

Capacitation : Etape de développement du spermatozoide.

Clonage positionnel : Méthode qui consiste a identifier des génes responsables de phénotypes
particuliers en utilisant les informations de position sur le génome ( ).

CVM (Complex Vertebral Malformation) : Anomalie 1étale découverte en race Holstein
(déterminisme récessif), associée a des déformations articulaires. Aucun individu est viable
(mortalité en cours de gestation) ( ).

Déséquilibre de liaison : Correspond a 1’association non aléatoire entre alleles a des locus
différents ( ).

Fertilité : Capacité¢ d’un individu a assurer une descendance viable.

Génétique inverse : Méthode de recherche consistant a exploiter les données de séquences
et/ou génotypages afin de repérer des mutations causales sans a priori sur le génotype associé

( ).
Haplotype : Combinaison d’alleles phasés ( ).

Imputation : Processus statistique permettant de prédire le génotype des SNP non typés a partir
des nombreux SNP typés dans la population de référence. Cette méthode repose sur le
déséquilibre de liaison entre SNP typés et non typés ( ).

Lissencephalie : Malformation du cerveau (période néonatale) liée a un probléme de migration
neuronale lors du développement embryonnaire ( )

Millésime : Année de naissance de 1’animal.

Mortalité embryonnaire: Mortalit¢ intervenant lors de la fécondation jusqu’a
I’organogenese.

Mortalité feetale : Mortalité au stade feetal (apres la phase embryonnaire).

Mortalité néonatale : Mortalité de I’animal au cours de la premiére semaine de sa naissance.
Mortalité périnatale : Mortalité de 1’animal au cours du premier mois de naissance.
Mortalité post-néonatale : ’individu meurt entre 1 mois et 1 an.

Mortinatalité : avortement ou fausse couche.






Mutation létale : mutation conduisant a la mort de I’animal.

Phasage : Méthode qui consiste a déterminer I’origine de 1’alléle paternel et I’alléle maternel
du SNP ( ).

Polymorphe : ce dit d’un SNP qui présente au moins deux all¢les ayant des fréquences >1%.

Population de référence : population d’individus de la méme race phénotypés et génotypés

( )-

Prolificité : Nombre d’agneaux par portée.
QTL (Quantitative Trait Loci) : région du génome associée a un caractére quantitatif d’intérét.

RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) : Le typage par RFLP repose sur une
digestion enzymatique. Certains SNP créent un site reconnu et digéré par une enzyme de
restriction. Cette technique permet donc par simple lecture de donner le génotype de chaque
individu pour le polymorphisme étudié.

Sélection génomique : utilisation de I’information moléculaire des marqueurs SNP pour
prédire la valeur génétique d’un animal ( ).

SNP (Single Nucleotide Polymorphism) : substitution d’une base par une autre ( ).

Star system : pratique d’élevage consistant a choisir un nombre restreint de taureaux pour la
pratique de I’insémination animale.

Taux de conception : correspond au succes reproducteur (nombre de femelles ayant mis bas
sur le nombre de femelles ayant été mises a la reproduction).

Tremblante ovine : maladie a prion (Encéphalopathie Spongiforme Subaigiies Transmissibles,
ESST), affectant le systéme nerveux central conduisant a la mort de I’animal (

).



Figure 1. Bélier Lacaune (Crédit photo : Diane Buisson)

Figure 2. Bélier Manech a Téte Rousse (Crédit photo @ Diane Buisson)



Contexte
Au sein des populations d’élevage, des anomalies génétiques**, correspondant a des

« phénotypes déviant par rapport a la population », peuvent émerger sous l’effet de la
consanguinité et étre maintenues dans ces populations ( ). Elles peuvent
apparaitre a des stades plus ou moins tardifs ( ), entrainant des conséquences
¢conomiques non négligeables impactant la santé et le bien-&tre animal des individus atteints
et I’efficience reproductive de ces animaux ( ). En effet, la reproduction et
la fertilit¢** des animaux sont au cceur des systémes de production en élevage. Au sein des
populations, il existe des mutations naturelles qui a I’état homozygote ont des conséquences
néfastes sur le développement embryonnaire et/ou sur le trés jeune animal conduisant & sa mort
précoce (mutations létales**). Cela impacte notamment les résultats enregistrés de fertilité des
femelles. Repérer et gérer ces mutations (en évitant les croisements a risque) permettrait
d’améliorer la fertilité globale d’une population, la santé et le bien-étre animal. En bovins, des
travaux portants sur les anomalies génétiques en repérant des déficits en animaux homozygotes
pour certaines régions du génome ( ), a partir de données haut-débit issues de
la sélection génomique**, a permis I’identification de nombreuses mutations causales
entrainant une mortalité embryonnaire** ou du jeune animal ( ).

Le déploiement de la sélection génomique est en cours également chez les ovins pour deux
races laitieres, la Lacaune ( ) et la Manech Téte Rousse ( ). En dehors du fait
que cette approche de sélection génomique permet la prédiction de la valeur génétique de
I’animal des la naissance et accélere le progrés génétique, elle met a disposition pour la
recherche les données de milliers de génotypages individuels sur la base des « puces » a 50 000
marqueurs SNP** (Single Nucleotide Polymorphism). Cela offre donc la possibilité de repérer
des mutations conduisant & des anomalies dans les populations ovines a I’image des travaux
réalisés en bovins.

Objectifs de I’étude

Sur la base des données de génotypages dans les deux populations, Lacaune et Manech a Téte
Rousse, il s’agira dans un premier temps de repérer (approche statistique de génétique
quantitative) des zones du génome en déficit d’homozygotie (dérogation a la loi d’équilibre des
génotypes d’Hardy-Weinberg). Dans un second temps, il s’agira par des approches de génétique
moléculaire d’identifier et de valider la présence de mutations 1étales dans les geénes présents

dans ces zones du génome.

* renvoie a la liste des abréviations, ** renvoie au glossaire



Tableau 1. Présentation des principales races ovines laitiéres francaises, d’aprés
( ) et ( ). Les productions sont données pour les animaux soumis au contréle
laitier officiel (CLO¥).

Bassin Roquefort Pyrénées-Atlantiques Corse
Race Lacaune Manech a Manech a Téte Bascq— Corse
Téte Rousse Noire Béarnaise
Effectif total 890 000 * 274 000 80 000 80 000 83 000
des brebis
Production
moyenne 329,9litres 239,2 litres 171,0 litres 208,9 litres 159,9 litres
(durée 171} (162 )) (149 ) (148 )) (188 )
lactation)

* Total des deux Entreprises de sélection en race Lacaune (Lacaune Ovitest et Service Elevage de la
Confédération de Roquefort).



Connaitre I’organisation de la filicre ovine permet de comprendre comment des anomalies

génétiques peuvent émerger dans des populations en sélection.

1. Données générales sur la filiéere ovine francaise: de
Porganisation de la filiére a 'utilisation de la sélection génomique

Actuellement, il existe 57 races ovines reconnues ( ). On distingue les races
laitiéres, allaitantes (races bouchéres et rustiques) et en conservation ( ).
a. Description des cheptels ovins laitiers

A la fin de I’année 2018, la France comptait 7,2 millions d’ovins. Ce cheptel est constitué de
2/3 d’animaux allaitants et de 1/3 d’animaux laitiers ( ). Le cheptel ovin allaitant
est essentiellement localisé en Nouvelle-Aquitaine et en Occitanie (45% du cheptel). Le cheptel
ovin laitier est principalement localis¢ en Occitanie, Nouvelle-Aquitaine et Corse (95% du
cheptel). En France, les sélectionneurs ont choisi de travailler en races pures. Parmi les races
laitiéres, on distingue cinq races majeures réparties dans trois grands bassins de production
( ) ( )

- Rayon de Roquefort : on retrouve la Lacaune, race la plus productive et importante
par les effectifs (60% de I’effectif total des brebis laitieres) en France. Elle est originaire
du massif central. Son lait est utilisé pour la production de fromage AOP Roquefort.

- Bassin des Pyrénées-Atlantiques : Les races ovines laiticres des Pyrénées (ROLP*)
sont constituées de la Manech a Téte Rousse, la Manech a Téte Noire et de la race
Basco-Béarnaise. On retrouve ces races dans les zones de montagnes. Elles sont connues
pour leur rusticité et leur facilité de traite. Elles sont utilisées pour la production de
fromage AOP Ossau-Iraty. La Manech Téte Rousse est la plus productive des ROLP.

- Corse : Cette race est rustique puisqu’elle est adaptée a des conditions climatiques
difficiles (sécheresse ...). Son lait est utilis¢ pour la production du fromage AOP
Brocciu.

Par la suite, une attention particuliére sera donnée aux races Lacaune lait et Manech a Téte
Rousse, sujets de notre étude.

b. Organisation de la sélection
Les cinq races ovines laitiéres citées précédemment font I’objet d’un programme de sélection
(contre 20/52 seulement pour les races allaitantes) ( ). La (ou les)

performance(s) « P » d’un individu pour un caractére d’intérét donné est le reflet du potentiel
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Figure 3. Gestion pyramidale du schéma de sélection en ovin laitier (sélection génomique),
d'apres ( ). L’ensemble des béliers sont typés en ferme a I’age de 3 semaines pour la
tremblante** ( ), seuls les béliers de génotype homozygote ARR/ARR sont gardés. Les
animaux avec les meilleures valeurs génétiques sur ascendance et correspondant aux critéres
morphologiques intégrent le centre d’¢levage (CE*). Une sélection des meilleurs méles sur index
génomique est réalisée pour pouvoir ensuite diffuser le progrés génétique dans les élevages utilisateurs
(béliers d’Insémination Animale (IA*) et monte naturelle (MN*)). Les béliers qui n’ont pas été
sélectionnés pour le centre d’IA (CIA*) sont classés en 3 catégories : +/++/+++ suivant leur index
génomique pour servir de reproducteurs en monte naturelle. Les béliers retenus pour le CIA sont
qualifiés soit de Pére a Béliers (PAB*, béliers élites), qui participent aux accouplements raisonnés, soit
Péres a Filles (PAF*, permet de diffuser le progrés génétique en élevage). Lorsque les béliers ont une
descendance connue (2,5 ans ou +), la sélection devient classique (index sur descendance).
Abréviation : pG *: pression de sélection génomique.
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Figure 4. Evolution des critéres de sélection en races Lacaune et Manech a Téte Rousse, d'aprés

( ) et ( ). Caractéres laitiers : LAIT: quantité de lait a la traite
(en décilitre) ; OMG*: Quantité de Maticre Grasse (en hg) ; OMP*: Quantité de Matiere Protéique (en
hg) ; TP*: Taux Protéique (en g/L) ; TB*: Taux Butyreux (en g/L) ; Caractéres fonctionnels : CCS*:
Comptage des cellules somatiques. A. Evolution des critéres de sélection pris en compte dans le calcul
de 'ISOL* (Index de Synthése Ovin Lait) en race Lacaune. B. Evolution des critéres de sélection pris
en compte dans le calcul de I'ISOL (Index de Synthése Ovin Lait) en race Manech a Téte Rousse. Dans
les deux races, 'ISOL prend en compte des caractéres laitiers et des caractéres fonctionnels. A noter
qu’en 2004, un nouvel objectif de sélection a di étre pris en compte pour que les animaux soient
résistants a la tremblante ( ). De nos jours, de nouveaux caracteres sont étudiés pour étre
intégrés dans les objectifs de sélection.



génétique de 1’animal (G, combinant I’effet additif des geénes sur le caractére, noté A, et des
effets non additifs, de dominance et d’épistasie, notés respectivement D et I) et de I’effet de trés
nombreux facteurs de I’environnement (E) ( ). L’objectif en sélection génétique
est de choisir comme reproducteurs les animaux disposant des meilleures valeurs génétiques
additives. Cette sélection classique passe, chez les ruminants, par une étape de testage sur
descendance (évaluation de la valeur génétique d’un individu basée sur I’enregistrement de
performances chez les descendants de I’animal a évaluer).

Ce sont les organismes de sélection (OS*) qui sont en charge des différents schémas de
sélection. En race Lacaune, la sélection est orchestrée par I’OS UPRA Lacaune. Deux
entreprises de sélection (ES*) contribuent a sa mise en ceuvre : Lacaune Ovitest et Service
Elevage de la Confédération de Roquefort. En race ROLP, I’OS ROLP repose sur I’entreprise
de sélection CDEO*. L’ensemble des ES sont accréditées pour réaliser le controle de
performances ( ).

L’organisation de la sélection est pyramidale ( ) : on distingue les éleveurs du noyau
de sélection et les éleveurs utilisateurs. Les animaux du noyau de sélection sont soumis a un
controle de performances (Controle Laitier Officiel, CLO*) et de nombreux testages sur
descendance de béliers d’Insémination Animale (IA*) sont effectués permettant ainsi de
sélectionner les males avec les meilleures valeurs génétiques ( ). Le progres
génétique se fait principalement sur la voie méle. Pour les populations laitieres, la création et
la diffusion du progres génétique se fait principalement par IA. En effet, le recours a I’'[A est
de 85% en race Lacaune et de 60% en race Manech a Téte Rousse dans les noyaux de sélection
( ). Du fait de la saisonnalité et de I’utilisation de semence fraiche, le nombre
de males présents en centres d’IA (CIA*) est important (1400 béliers Lacaune et 600 béliers
Manech en CIA ( )). Cette situation est assez différente de celle qui prévaut
dans I’espece bovine pour laquelle 1'utilisation de semence congelée est possible. Ainsi, un
taureau produit plusieurs (dizaines de) milliers de dose/an, contre 1200 au maximum pour un
bélier ( ).

Dans I’ensemble des races laiticres, la sélection a été orientée dans un premier temps sur le
caractére de production laitiére ( ) puis a évolué vers des caractéres fromagers.
Depuis 2005, des aptitudes fonctionnelles (résistance aux mammites et morphologie
mammaire) entrent dans les objectifs de sélection en race Lacaune. C’est seulement en 2016
que les races ROLP intégrent la résistance aux mammites ( ). L’ensemble
de ces critéres sont pris en compte dans un Index de Synthése Ovin Lait (ISOL*) servant a
classer les animaux selon leur valeur génétique mais sans tenir compte de I’information de

génome avant la mise en place de la sélection génomique.



Puce 54k: 54241 SNP
Puce LD : 15000 SNP Puce LD : 15000

-dont 11342 présents sur la 54k
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Figure 5. Marqueurs SNP présents sur la puce basse densité (Astruc, Buisson, 2018a). La puce
basse densité¢ (LD* : Low density) contient 15 000 marqueurs SNP dont 11 342 sont communs aux
54 241 marqueurs de la puce S0K. En sélection, la puce basse densité est utilisée pour génotyper les
candidats a la sélection présents en centre d’élevage.

Manech a
Téte Rousse

Lacaune

.I Reproduction |- - \i == =

Nalssance

Mortalité
embryonnaire
Elevages
sélectionneurs Elevages 15K
sélectionneurs
2 mois

2 mois

15K Centre d’élevage des 43} Dittusion Index  [HNR "
jeunes males (CE) b

4 mois Elimination mortalité

b
u
@

L1

&
&
S
Y

&

g
S

2
g
H
@
2

2

2

&

&
S

3
u
s
a

<

2

<)

f

s b .
. Diffusion Index C.entre d elAevage des embryonnaire
§ mois BEmEm e jeunes males (CE) Elimination critéres
morphologiques
1 Elimination sur index
l génomique
Centre d’'IA (CIA)< 5 s
50K i Elimination défauts
qualité de semence
I )/
Centre d’'TA (CIA]
J ©1% Fsox

| Le bélier devient reproducteur |

Figure 6. Stratégie de génotypage et causes d'écart a la sélection en ovin laitier, d'apres Astruc,
Buisson (2018a) (Credit photo : Diane Buisson). Au sein des élevages sélectionneurs, les accouplements
sont raisonnés entre les meilleurs reproducteurs males et femelles. Dans certains cas, la gestation ne va
pas étre menée a terme (mortalité embryonnaire liée a I’environnement ou a la génétique), le produit de
I’accouplement n’a donc aucune chance d’étre candidat a la sélection (Figure 6-1). Seuls les meilleurs
agneaux issus de ces accouplements vont étre sélectionnés parmi lesquels une faible proportion de
béliers va devenir reproducteur. Une partie de ces agneaux sont éliminés sur critéres morphologiques
avant de rentrer en centre d’¢élevage des jeunes males (CE*) (Figure 6-2). En race Lacaune, les béliers
candidats vont étre génotypés sur la puce basse densité (15K) a I’age de 4 mois en CE pour une diffusion
des index génomiques vers 1’age de 6 mois En Manech, le CE ne permet pas d’accueillir I’ensemble des
agneaux. De ce fait, les éleveurs sélectionneurs gardent les agneaux en ferme ou ils sont génotypés a
I’age de 2 mois (index génomiques disponibles a 4 mois). En attendant la diffusion des index, la moitié¢
des individus Lacaune (et 15% des candidats Manech) sont éliminés sur critéres morphologiques et
fonctionnels (Figure 6-3). Au moment de la diffusion des index, une forte pression de sélection est
exercée (I'igure 6-4) : un tiers seulement des meilleurs béliers (sur index génomique ISOL) integrent
les CIA. Ils vont alors étre a nouveau génotypés mais, cette fois-ci, sur la puce moyenne densité
OvineSNP50® (50K). Enfin, un dernier tri s’effectue lors de ’évaluation de la qualité de semence
(motilité, volume et concentration) des béliers en centre d’IA (Figure 6-5).



c. De la sélection classique a la sélection génomique

La sélection génomique permet de prédire la valeur génétique additive d’un candidat
reproducteur en analysant un grand nombre marqueurs SNP répartis sur I’ensemble de son
génome. Cette prédiction utilise les données génomiques et phénotypiques des individus de la
méme race présents dans la population de référence** ( ). Ainsi la
prédiction de la valeur génétique d’un animal peut se faire des le plus jeune age sur la base d’un
simple génotypage. En 2009, le consortium international ovin a permis le développement d’un
outil facilitant la sélection génomique, il s’agit de la puce ovine « OvineSNP50®»
commercialisée par I’entreprise [llumina® et est constituée de 54 241 marqueurs SNP (

). Trois autres puces sont également disponibles ( ) : une puce
trés haute densité (Ovine SNP600K Bead Chip array), une puce basse densité (Sheep LD,
15 000 SNP ( )) et une puce tres basse densité (AgResearch OvinelLD Imputation tool,
5 000 SNP).

i. Mise en place de la sélection génomique en ovins
laitiers : construction d’une population de référence
dans chaque race

L’efficacité d’un schéma de sélection génomique repose sur un nombre suffisant d’individus
génotypés et phénotypés dans la population de référence et I’enregistrement de 1’apparentement
entre animaux. En ovins laitiers, ces individus sont exclusivement des béliers testés sur
descendance pour les différents caracteéres en sélection ( ). Fin 2017, les

populations de référence en Lacaune et Manech a Téte Rousse étaient composées

respectivement de 5 368 et 2 238 béliers génotypés et testés ( ).
ii. Stratégie de génotypage pour le choix des béliers
reproducteurs

La stratégie de génotypage est similaire dans les races Lacaune et Manech a Téte Rousse
( ). Avant la mise en place de la sélection génomique, les béliers
génotypés sont des béliers testés sur descendance (génotypage sur la puce SOK* a un age plus
tardif >1an). Depuis la mise en place de la sélection génomique ( ), facilitée par le
développement de la puce basse densité (15K), il est possible d’avoir I’information moléculaire
de nombreux individus. Cependant, tous les agneaux candidats a la sélection ne peuvent
prétendre a étre génotypés. En effet, seuls les meilleurs males (index sur ascendance) et
conformes aux standards de la race, intégrent le Centre d’élevage (CE). Ils vont alors étre
génotypés sur la puce basse densité. Une partie des candidats vont étre ¢liminés sur critéres
morphologiques et standards de la race (50% en Lacaune, 15% en Manech), sur index

génomique (calcul réalisé par imputation** de la puce basse densité 15K vers la densité de la



Tableau 2. Comparaison de la taille efficace Ne (génomique et généalogique) d’une race laitiére
bovine et de 4 races laitiéres ovines ( ). L’estimation de la taille efficace généalogique
prend en compte le pedigree des ascendants. L’estimation de la taille efficace génomique repose sur
I’estimation du déséquilibre de liaison** (correspondant & 1’association non aléatoire entre all¢les a des
locus différents) obtenue par les données moléculaires de la puce SNP 50K. Les deux méthodes donnent
des estimations similaires.

Espéce et filiére Race Ne génomique Ne généalogique
Bovins laitiers Montbéliarde 216 231
Lacaune 303 312
Manech a Téte Rousse 145 148
Opvins laitiers
Manech a Téte Noire 92 82
Basco-Béarnaise 98 91
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Figure 7. Evolution de la consanguinité moyenne en races ovines laitiéres des béliers du noyau
de sélection nés entre 1970 et 2013 ( ). Pour la race Lacaune, I’accroissement de la
consanguinité est similaire pour les béliers issus des deux entreprises de sélection (LL_ES1 et LL_ES2).
Les races Basco-Béarnaise et Manech a Téte Noire ont les coefficients de consanguinité (~5%) les plus
¢levés par rapport aux autres races laitieres.



puce 50K, pression de sélection de 1/3). Seuls les meilleurs candidats intégrent le CIA ou ils
vont alors étre regénotypés sur la puce S0K. Un dernier tri s’effectue lors de 1’évaluation de la
qualité de semence (motilité, volume et concentration) des béliers en CIA. Ainsi, la sélection
génomique repose sur deux puces : la puce basse densité (choix des candidats) et la puce

moyenne densité (génotypage des reproducteurs).

2. La structure des populations ovines pourrait conditionner
I’émergence d’anomalies génétiques

La variabilité génétique d’une population est définie par la « diversité des alléles rencontrés »
( )
a. Des populations avec des effectifs génétiques limités
Au sein des populations en sélection, le nombre de reproducteurs est limité. Gérer la variabilité
génétique des populations d’élevage est un enjeu majeur pour garantir la pérennité de la race.
Le principal indicateur de la diversité génétique des populations en sélection est la taille
efficace (Ne*) qui correspond au nombre d'individus d'une population idéale qui « subirait le
méme taux de perte de variabilité génétique que la population étudiée » ( ). Les
races Lacaune et Manech a Téte Rousse ont une taille efficace > 100 ( ), témoignant
d’une bonne gestion de la diversité. Cependant, la sélection pratiquée dans I’ensemble de ces
races a conduit a choisir un faible nombre d’individus reproducteurs a 1’origine de I’apparition
de goulots d’étranglements notamment liés a la sélection sur le géne de résistance a la
tremblante ovine ( ) ( ). Dans les races laitieres, I’IA contribue a
diminuer le nombre de reproducteurs. Une prise de conscience a été faite par les gestionnaires
des races pour favoriser un plus grand nombre de reproducteurs et limiter le star system**. Un
compromis entre variabilité génétique et pression de sélection est désormais possible par la
sélection génomique afin d’assurer des schémas de sélection efficaces a court, moyen et long
terme.
b. Conséquence : augmentation de la consanguinité

La consanguinité (notée F) est le résultat de I’accouplement entre reproducteurs apparentés.
Une des conséquences directes de cette consanguinité est l’augmentation du taux
d’homozygotie dans la population ( ). Les races Lacaune et Manech a Téte
Rousse ( ) présentent une augmentation annuelle de consanguinité relativement limitée
(respectivement + 0,08% et +0,11% entre 2000 et 2009). Les coefficients de consanguinité
moyens dans ces deux races sont similaires (F~2,5-3%). Outre ’augmentation de la
consanguinité, ce qui caractérise les populations de faible effectif c’est la fluctuation aléatoire
des fréquences alléliques a chaque génération (phénomene de dérive, pouvant expliquer

I’augmentation parfois brutale de la fréquence de certaines anomalies) (
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Les mutations ponctuelles de I'ADN affectant les régions codantes, d'apres
( ). On distingue la (A.) mutation faux-sens (remplacement d’un nucléotide par un autre, I’acide
aminé sera différent), (B.) la mutation non-sens (le changement de nucléotide conduit a 1’apparition
d’un codon stop), (C.) la mutation silencieuse (le changement de nucléotide n’a pas d’effet sur la
protéine, différents codons codent pour le méme acide aminé (redondance du code génétique)). Des
insertions ou délétions (D.) de nucléotides peuvent également se produire, cela entraine un décalage
du cadre de lecture durant la traduction.
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Transmission mendélienne récessive d'une anomalie génétique. La mutation apparait
chez un individu (allele muté : a ; alléle sauvage A). Si deux reproducteurs ont un ancétre commun
porteur de cette mutation, ils peuvent étre porteurs hétérozygotes a la mutation (ainsi que de son
haplotype qui I’entoure). Ainsi, des descendants peuvent étre homozygotes a la mutation entrainant la
mort de I’individu ou présentant une anomalie congénitale.



). Chez les bovins laitiers, I’utilisation massive de taureaux reproducteurs (utilisation de
semence congelée) a contribué a augmenter la consanguinité (F~ 4-5% pour les principales
races laitiéres ( )) et donc a I’émergence d’anomalies génétiques. La sélection en
races pures et la reproduction en semence fraiche des ovins a permis de limiter la consanguinité
( ). Bien qu’elle soit plus faible que chez les bovins, elle reste quand méme
non négligeable, une bonne gestion de la diversité doit étre réalisée.

c. Origine des anomalies génétiques: les mutations de

PADN
Les genes, support de I’information génétique, sont portés par les chromosomes. Le génome
ovin (Ovis aries) est composé de deux chromosomes sexuels (XX pour la femelle et XY pour
le male) et 26 paires d’autosomes (2n = 54). Les mutations peuvent avoir des origines
environnementales qui induisent de modifications biochimiques des bases nucléotidiques
(rayonnements, carences) ou génétique ( ). Lors de la réplication de ’ADN*,
des erreurs peuvent se produire : cela conduit a I’apparition de néo-mutations qui peuvent étre
a I’origine d’anomalies génétiques héréditaires si elles affectent I’ ADN des cellules germinales
des reproducteurs ( ). Pour la plupart des anomalies, les mutations associées
sont localisées dans les séquences codantes ( ) ou régulatrices. Les mécanismes
expliquant la transmission héréditaire des anomalies sont trés variables. Les plus étudiées sont
les anomalies a transmission mendélienne, et, parmi celles-ci, celles dont le déterminisme
génétique est autosomique récessif ( ). On parle de mutation létale quand la mutation
conduit a la mort de ’animal. Dans 1’espéce humaine, on estime le taux de mutation de 10 a
10" par base nucléotidique et par génération ( ). Ainsi, un individu serait
porteur hétérozygote de 1 a 5 mutations récessives hautement déléteres ( ),

c’est le fardeau génétique.

d. Les mutations sont soumises a des mécanismes
évolutifs
Une fois ces mutations apparues, il est important de comprendre comment leurs fréquences

évoluent au cours du temps. Deux mécanismes évolutifs contribuent a leur diffusion : la dérive
génétique et la sélection (avantage de 1’hétérozygote) ( ).

La dérive génétique correspond a la variation aléatoire de la fréquence des all¢les. Plus la taille
efficace de la population est faible plus I’effet de la dérive sera important. Citons les exemples
des anomalies BLAD** (Bovine Leucocyte Adhesion Deficiency ( )) et
CVM** (Complex Vertebral Malformation ( )) apparues en race bovine
Holstein. Leur ¢émergence s’explique par [utilisation massive des taureaux

d’insémination Osborndale Invanhoe (pour BLAD) et Bell (pour CVM) qui ont largement
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Figure 10. Evolution de la fréquence de 1'alléle BL a l'origine de 1'anomalie BLAD en race
Holstein Francaise chez les veaux, les taureaux et les vaches ( ). La fréquence de
I’alléle BL responsable de 1’anomalie BLAD a atteint les 10% dans la population frangaise Holstein en
1991.

A - SEQUENCE DE REFERENCE

AGATCACCCATGGCGACACAAATGCTACTCTCTGACCG

B-snp
C

!

AGATCACCCATGGCGACAGAAATGCTACTCTCTGACCG

C - Insertion/Délétion
insertion  AGATCACCCATGGCGACACAAATGCTACTCTCTGACCG

bététion  ~ AGATCACCCATCTACTCTCTGACCG

D - Microsatellite

AGATCACCCATGGCGACTATATATRIBIATATATATATAACAAATGCTACTCTCTGACCG

Figure 11. Différents types de variations nucléotidiques, d'apres ( ). Afin d’obtenir une
séquence de référence du génome ovin commune a toutes les communautés scientifiques, la race Texel
a éte choisie (A). Cette séquence sert de référence dans les différentes bases de données internationales
(Ensembl, NCBI, ...) et est annotée (emplacement des génes, des transcrits, etc ...). On distingue des
polymorphismes de type SNP (B) et des polymorphismes de longueur (C, D). Seul un des deux brins
d’ADN est représenté ici.



contribué a transmettre leur alléle délétére a leur descendance ( ) (
).

Il se peut que la mutation a I’état hétérozygote donne un avantage phénotypique, expliquant
son maintien dans la population. Par exemple, ( ) en recherchant des QTL* de
fertilit¢ chez la vache ont mis en évidence une délétion de 600 kb* qui est 1étale a 1’état
homozygote (entraine une diminution de fertilité pour les méres porteuses de ces embryons)
mais procure un avantage aux hétérozygotes dans les populations laitiéres scandinaves. En
effet, les individus hétérozygotes ont une production laitiére plus importante et un lait plus riche
en protéines et matieres grasses.

La sélection de I’all¢le responsable de I’anomalie peut également étre indirect. Il s’agit de I’effet
« auto-stop », c’est-a-dire que 1’allele muté est en déséquilibre de liaison avec un locus

d’intérét en sélection ( ).

A retenir : Les populations en sélection ont un nombre de reproducteurs réduit, a I’origine de
I’émergence d’anomalies génétiques. Sous I’effet de la consanguinité, des mutations déléteres
(voir létales) peuvent alors apparaitre a 1’état homozygote. Leur fréquence peut augmenter sous

I’effet de mécanismes évolutifs (dérive génétique, avantage a 1’hétérozygote).

Le développement de nouvelles technologies haut-débit (puces SNP et séquencage de génomes
complets) permet d’identifier et de caractériser plus rapidement les anomalies génétiques. Au
fil des années, les méthodes et outils technologiques ont évolué. On est passé d’une sélection
basée sur une évaluation génétique obtenue a partir des performances des individus, a une

sélection génomique reposant sur l’'utilisation de marqueurs SNP balisant 1’intégralit¢ du

génome ( ).
1. Les techniques de génotypages
a. Les différents marqueurs utilisés en sélection

La séquence du génome est 1égerement variable entre individus appartenant a une méme espece.

Ces variations de I’ADN sont appelées polymorphismes ( ). Ces derniers
peuvent étre des SNP (Single Nucleotide Polymorphism, ) correspondant au
remplacement d’une base par une autre, des délétions ou insertions (( ) ou des
microsatellites correspondant a des répétitions de motifs de 2 a 4 bases ( ).

b. Utilisation des puces de génotypages haut-débit
Les puces a SNP permettent d’obtenir le génotype (des le plus jeune age) d’un grand nombre

de marqueurs pour chaque individu dans différentes espéces d’¢levage. Les marqueurs SNP
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Figure 12. Fonctionnement d'une puce SNP, d'aprés I1lumina (2015) et Tagu et al. (2018c). A partir
d’un échantillon biologique (sang, cartilage ...) les puces SNP permettent d’obtenir le génotype de
nombreux marqueurs SNP pour un grand nombre d’individus simultanément (24 individus sur la puce
OvineSNP50®). Le génotypage d’un SNP repose sur I’hybridation d’une amorce sur I’ADN génomique.
Il s’agit d’une automatisation d’un génotypage simple marqueur. Les SNP ajoutés lors de 1’élongation
sont marqués par des fluophores. La lecture de la fluorescence permet d’attribuer le génotype pour
chacun des SNP. Sur le schéma, on observe le résultat de génotypage de 12 SNP. Cela permet d’aboutir
a la construction d’un haplotype codifié.

Encadré 1. Principe de I’équilibre de Hardy-Weinberg (Minvielle, 2010)

e Ce principe a été énoncé en 1908.

e Soiun SNP bi-allélique A et B, de fréquences alléliques f(A) et f(B),

e Dans une population de grande taille, sans migration (régime fermé), non soumise a la sélection,
sans mutation alors les fréquences alléliques [p=f(A) et q=f(B)] restent constantes d’une
génération a I’autre.

e Deplus, s’il y a panmixie, on est alors capable de déduire a partir des fréquences alléliques, les
fréquences génotypiques (et donc le nombre d’individus attendus pour chacun des génotypes) :

AA AB BB
Nombre d’animaux attendus (théorique) N p? N 2pq N ¢*
Nombre d’animaux observés Naa Nas NBB

Si le nombre d’individus observés correspond au nombre d’individus attendus pour chacun des
génotypes, on dit que le marqueur SNP est en équilibre. Si ce n’est pas le cas, le marqueur n’est plus a
I’équilibre (écart a la loi de Hardy-Weinberg).




présents sur la puce ont été choisis de telle sorte i) qu’ils couvrent ’ensemble du génome ii) et
sont polymorphes** dans plusieurs races d’une méme espéce. Le principe du génotypage
repose, aprés une étape d’amplification par PCR*, sur I’hybridation de sondes d’ADN
fluorescentes complémentaires aux deux alléles du SNP ( ). Cette fluorescence
est lue par un scanner a haute résolution ( ). Cela permet d’attribuer le génotype de
I’animal pour chaque marqueur SNP présent sur la puce suivant I’intensité de la fluorescence.
A posteriori, un contrdle qualité est réalisé pour éliminer les erreurs de typages, dont notamment
ceux qui ne respectent pas 1’équilibre de Hardy-Weinberg ( ). Le génotypage par
puces présente de nombreux avantages : cout de génotypage réduit, typages simultanés d’un

nombre important de SNP, précision des typages ( ).

2. Le séquencage des génomes, vers une meilleure connaissance
moléculaire

Séquencer un génome c’est connaitre le « nombre, la nature et 1’ordre des nucléotides » qui
composent les séquences ( ). Cela permet de connaitre tous les variants de
chaque animal séquencé par rapport au génome de référence, ce qui est tres utile pour identifier
des mutations causales.

De nouvelles technologies haut-débit, les NGS* (New Generation Sequencing), ont été
développées a partir de la fin des années 2000. La technique de séquencage la plus utilisée
actuellement pour les especes agronomiques est celle du séquencage de I’ADN par la
technologie HiSeq d’Illumina® ( ). Elle repose sur le séquengage simultané
de nombreux fragments (200 a 500pb*) sur une lame de verre ( ). Grace a I’ajout de
ddNTP* lors de chaque cycle, la lecture de la fluorescence va permettre de déterminer chacun
des nucléotides des fragments pour chaque cluster. Ainsi, cette technologie s’est avérée
compétitive puisqu’aujourd’hui elle permet de s€quencer un génome pour un coiit raisonnable

(<1000€) dans un délai court (quelques jours), avec un taux de précision >99% (

).

A retenir : Le développement de la sélection génomique passe par 1’utilisation des marqueurs
SNP. Cela permet pour un colt raisonnable (moins de 100€/animal) de favoriser I’acces a
I’information moléculaire de nombreux individus pour prédire leurs performances. L’essor des
NGS permet de mieux étudier le génome (annotations fonctionnelles, recherche de variants...).

Ces technologies peuvent s’avérer utiles pour chercher et caractériser des anomalies génétiques.

Dans un contexte de sélection, la mise a la reproduction des meilleurs individus (males en

particuliers) contribue a la transmission de mutations récessives délétéres. Différentes stratégies
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Figure 13. Principe du séquencage haut-débit par la technologie Illumina (New Generation
Sequencing), d’apres Tagu et al. (2018b) et [llumina (2010) A. Le séquencage se fait sur une lame de
verre appelée « flowcell », constituée de 8 canaux. B. L’ADN est morcelé en fragments de petite taille
ou I’on ajoute des adaptateurs. C. Chaque fragment va se fixer a ’adaptateur haut débit qui lui est
complémentaire (1). Les fragments vont alors établir un pont (2) pour se fixer sur les adaptateurs libres
a proximité, ils sont ensuite amplifiés par PCR (3) et les deux fragments vont se dissocier (4).
L’ensemble de ces étapes se répetent (5). D. Cela aboutit aux regroupements des séquences identiques
en cluster. Ici, 4 clusters sont représentés. E. A chaque cycle, la fluorescence est lue pour chaque cluster.



ont été développées pour identifier ces anomalies génétiques a déterminisme récessif. La
stratégie « fop-down » consiste a collecter et étudier les phénotypes d’animaux atteints puis
d’identifier les mutations causales responsable de ces anomalies. Si I’information phénotypique
n’est pas disponible, en partant des données haut-débit de génotypage ou de séquencage NGS,
on peut réaliser un raisonnement de génétique inverse « bottom-up », sans a priori sur le
phénotype pour identifier des mutations récessives déléteres.
1. Approche « top-down » : du phénotype a la mutation causale

Les structures alliant les différents partenaires des filieres d’élevage (de 1’éleveur a I’institut de
recherche) organisées en observatoires sont des outils essentiels pour faire remonter les cas
d’anomalies repérés en ¢levage. Une des principales méthodes utilisées pour caractériser ces

anomalies est la cartographie par homozygotie.

a. Les observatoires d’anomalies génétiques, un systéme
de surveillance des anomalies

L’ONAB* pour les bovins (Observatoire des Anomalies Bovines, htips://www.onab.fr/), ou

I’observatoire des anomalies porcines se montrent efficaces pour identifier de nouvelles
anomalies ( ). Le role des observatoires est multiple : i) identifier I’émergence
de nouvelles anomalies (fiche descriptive remplie par les éleveurs, les techniciens d’élevage,
les vétérinaires), ii) comprendre I’anomalie et iii) gérer son élimination progressive. A ce jour
aucun observatoire permettant de recenser les anomalies n’est opérationnel en petits ruminants.
L’ensemble des anomalies des espéces animales sont décrites dans la base de données OMIA*

(Online Inheritance in Animals, https://omia.org/home/) ( ). Cette base est

complémentaire a la base OMIM* (Online Inheritance in Man, https:/www.omim.org/)

disponible pour I’espéce humaine.

b. Du phénotype a la mutation causale : la cartographie
par homozygotie

Grace au développement des techniques de clonage positionnel** permis par 1’utilisation des
marqueurs SNP en déséquilibre de liaison avec la mutation causale, il est désormais possible )
d’identifier ’haplotype en association avec la mutation par une approche de « cartographie par
homozygotie » et ii) d’identifier la mutation causale a partir des données de séquences des
individus atteints de 1’anomalie ( ). L’utilisation de cette méthode repose
sur D’enregistrement précis des phénotypes et le prélevement d’échantillons sanguins des
individus porteurs des anomalies.

Le principe de cartographie par homozygotie ( ) est le suivant: lors d’un
accouplement consanguin, deux reproducteurs porteurs d’une mutation venant d’un ancétre

commun peuvent donner naissance a des individus homozygotes a cette mutation. L’acquisition
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observé a I’état homozygote chez les individus sains.



des génotypages d’individus atteints et témoins permet, par un calcul statistique (

), d’identifier un segment chromosomique présent a 1’état homozygote chez I’ensemble
des individus atteints de 1’anomalie (quelques cas sont suffisants, mais plus le nombre de
témoins est important plus le « filtrage » est efficace, et plus le nombre de cas est important
plus on réduit la zone contenant la mutation). Ce segment n’est jamais observé a 1’état
homozygote chez les individus témoins ( ). La seconde étape consiste a
explorer les fichiers de variants issus des séquencages tout génome pour identifier des variants
candidats. Un génotypage a grande échelle et des tests fonctionnels permettent de valider ou
non la mutation candidate identifiée.

Par cette méthode, ( ) ont identifi¢ une mutation létale en Holstein (délétion
de 3,3 kb), associée a I’anomalie Brachyspina**, dans le géne FANCI* ( ). Cette
mutation conduit généralement a un avortement durant les 40 premiers jours de gestation. Les
quelques individus observés a la naissance ont une colonne vertébrale réduite, des pattes plus
longues et un corps plus court. L’utilisation massive de deux taureaux porteurs de la mutation
a contribu¢ a son émergence dans la population Holstein. Méme s’il n’existe pas encore
d’observatoire d’anomalies en petits ruminants, des mutations délétéres peuvent étre identifiées
en race ovine. En effet, ( ) ont identifi¢ une délétion dans le géne ITGB4
a origine de [’Epidermolyse bulleuse dans la race ovine Churra ( ).

2. Approche « bottom-up » : raisonnements de génétique inverse
Pour pouvoir réaliser I’approche « fop-down », il est nécessaire d’avoir acces au phénotype,
mais ceci n’est pas toujours évident. En effet, lorsque ’anomalie conduit a une mortalité
embryonnaire, elle est confondu avec le phénotype de fertilité de la mére par exemple
( ). En sélection, un male
reproducteur porteur hétérozygote d’une mutation délétére peut largement diffuser I’alléle dans
la population entrainant des conséquences économiques ( ). Grace aux
différentes technologies utilisées en élevage, de nombreux génotypages et/ou données de
séquences tout génome sont accessibles pour identifier de telles mutations.

a. Détection d’haplotypes en déficit d’homozygotie

L’essor de la sélection génomique a permis de disposer de nombreux typages d’animaux en
sélection. ( ) ( ) ont développé des méthodes pour i)
repérer des déficits en homozygotie afin d’identifier des mutations létales sans avoir
I’information phénotypique. En effet, si on fait I’hypothése qu’au sein d’une population
ségrége un haplotype avec une fréquence relativement importante mais qu’aucun de ces
haplotypes n’est observé a I’état homozygote, cela signifie que les individus porteurs

homozygotes a cet haplotype n’ont pas été génotypés car ils n’ont jamais été candidats a
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Figure 16. Cartographie par homozygotie permettant de localiser 1'haplotype homozygote
associé la mutation dans le géne FANCI (Testonictal., 2008 ; Charlier et al., 2012). A. La cartographie
par homozygotie a permis d’identifier un segment de 2,51Mb (encadré violet) chez les 6 individus
atteints et absent a [’é¢tat homozygote chez les 15 animaux sains. Les génotypes homozygotes
apparaissent en jaune ou blanc et les génotypes hétérozygotes en rouge. Les segments homozygotes sont
représentés en noir et blanc. B. Description clinique des animaux atteints de 1’anomalie. Ils ont un corps
plus court, une colonne vertébrale réduite, des pattes plus longues.

Figure 17. Cas d'un agneau affecté par I'Epidermolyse bulleuse en race ovine Churra (Suarez-
Vega et al., 2015). Les animaux homozygotes a la mutation présentent une peau tres fragile au niveau
des extrémités des pattes, des oreilles et des voies nasales entrainant une mortalité périnatale. Une
approche geénes candidats pour la maladie permet d’arriver a la mutation causale (facilité par la
connaissance de /’Epidermolyse bulleuse existante dans de nombreuses especes).



la sélection parce qu’ils ne sont jamais nés. Une fois de tels haplotypes identifiés, ii) le statut
(porteur/non porteur) des males reproducteurs est déterminé pour chaque haplotype afin de
confirmer un éventuel effet de la mutation sur la fertilité. Pour cela, deux caractéres sont
¢valués : le taux de conception** et la mortinatalité** des accouplements entre males porteurs
x filles de males porteurs versus les autres accouplements. L’étape suivante consiste a iii) typer
a grande échelle (ajout de la mutation sur la puce SNP) la mutation candidate identifiée a partir
des données de séquences afin de confirmer qu’aucun individu homozygote est observé.

Avec cette approche, initiée par ( ) en recherchant des haplotypes en
déficits en homozygotie a partir de génotypages de 58 453 animaux Holstein, 5 288 animaux
Jersiais et 1 991 animaux Brown Swiss, 11 régions candidates, dont 5 nouvelles mutations
déléteres récessives associées a une baisse fertilité, ont été identifiées : 3 en Holstein (HHI,
HH2 et HH3), 1 en Jersiaise (JH1) et 1 en Brown Swiss (BH1). Cette recherche a également
permis de montrer des déficits pour des anomalies déja connues telles que CVM, Braschyspina
et BLAD.

Avec cette méme approche, ( ) ont détecté 33 régions présentant des déficits en
homozygotie. L’analyse a porté sur trois races bovines laitiéres francaises : 47 8§78 animaux
Holstein, 16 833 animaux Montbéliard et 11 466 animaux Normand typés sur la puce
BovineSNP50®. Ainsi, 19 régions ont été détectées en Holstein, 11 en Montbéliarde et 7 en
Normande. Les longueurs de ces régions variaient entre 1 et 4,8 Mb*, avec des fréquences des
haplotypes en déficit d’homozygotie comprises entre 1,7 et 9%. Une dégradation de la fertilité
a été observée pour 10 de ces haplotypes. De plus, 7 haplotypes avaient des effets significatifs
sur la mortinatalité. La disponibilité des nombreuses séquences bovines issues du consortium
1,000 bull genomes** a permis d’étudier les polymorphismes dans les régions d’intérét des
séquences de taureaux porteurs et non porteurs (n=45). Ainsi, en 2013, quatre nouvelles
mutations causales (validées a grande échelle) ont pu étre découvertes dans les génes GART™,
SMC2*, SLC37A42* et NOAI*. Par exemple, GART est un géne qui code une enzyme impliquée
dans la synthese des purines (I’adénine et la guanine) ou le géne SMC2 codant une protéine
impliquée la condensation des chromosomes. Depuis ces travaux, de nombreux haplotypes et
mutations causales ont été découverts ( ). Les mutations découvertes peuvent avoir
des conséquences sur la fertilité mais aucune d’entre elles n’est directement impliquée dans la
modification de genes liés a reproduction. Les mutations interviennent dans des génes assurant
le bon développement embryonnaire ou intervenant dans la structure de I’ADN. Par conséquent,

une mutation dans un de ces geénes explique aisément la non viabilité du descendant.
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Tableau 3. Principales mutations causales identifiées par des raisonnements de génétique
inverse : i) recherche de déficit en homozygotie puis recherche de la mutation causale dans les données

de séquences (symbolisé par &) et/ou ii) recherche de variants délétéres dans les données de séquences

de génomes complets (symbolisé par ¥¥). Les symboles représentés a c6té du nom du géne indiquent la
méthode employée permettant d’arriver a la mutation causale. Abréviations : Hap* : Haplotype ; Chr* :

Chromosome, BBB* : Blanc Bleu Belge, NZ* : New-Zealand.

Espéce Race Hap Chr Géne Description Référence
Syndrome PIRM  (retard de
croissance, mortalit¢) li¢ a la
q : & PIRM/ mutation du géne UBE3B codant Venhoranta et al.
Bovin Ayshire Al 17 UBE3B pour ’enzyme de conjugaison de (2014)
I’ubiquitine E2 (modification post-
transcriptionnelle)
Formation et contraction des
Bovin BBB* - 10 * MYH6 myofibrilles et développement Charlier et al. (2016)
cardiaque
Permet la transcription des ARN
Bovin BBB - 11 % SNAPC4 polymérase II et III a partir de petits ~ Charlier et al. (2016)
ARN nucléaires
Conversion entre le ribose-5-
. phosphate et le  ribulose-5- .
Bovin BBB - 11 % RPIA . Charlier et al. (2016)
phosphate dans la voie des
Pentose-phosphate
Bovin BBB ; 14 #ExOSCq ~ Larticipe a la synthése et lacpgier e al 2016)
dégradation de I’ARN )
Bovin BBB - 1 w Mgy  mtervient dans la régulation de la oy i o1 (2016)
transcription
q Intervient dans la polymérisation  Schwarzenbacher et
Bovin Brune BH2 19 D des microtubules al. (2016)
. . Réparation de la réticulation de  Charlier et al. (2012)
Bovin Holstein HBY 21 O FANCI I’ADN (associée a Brachyspina) ; Fritz et al. (2013)
Structure de I’apoliprotéine B -
Bovin Holstein HCD 11 & APOB Cholestérol LDL (associée a  Schiitz et al. (2016)
Cholesterol deficiency)
Protéine codant un domaine WD40 (Z\(I)Til){?cli:?iltzete?tl
Bovin Holstein HHI1 5 & APAFI 1r;1(§21;1aer;t pour les interactions entre (2013) ; Adams ct al.
P (2016)
VanRaden et al.
q ; Protéine essentielle a la  (2011) ; Daetwyler et
Lt Lokl =i [EIEE ¢ &% SMC2 condensation des chromosomes al., (2014) ; McClure
et al. (2014)
Bovin Holstein HH4 1 © GART Enzyme  impliquée dans les g o001 (2013)
synthéses des purines
q . Initiation de la traduction des Fritz et al. (2013) ;
Bovin eI HHS ? . protéines dans les mitochondries Schiitz et al. (2016)
Bovin Holstein HH6 16 & SDE?2 Maintenance des télomeéres Fritz et al. (2018)
Thomsen et al.
q ; Transporteur UDP-N- (2006) ; VanRaden
Bovin eI LI 3 O SLC3543 acetylglucosamine, li¢ a CVM etal. (2011) ; Fritz et
al. (2013)
. - Régulation de la transcription .
Bovin Holstein NZ* - 11 * TTF1 - Charlier et al. (2016)
ribosomale
Ajout post-transcriptionnel d'un
Bovin Holstein NZ = 3 % RABGGTB groupe geranylgeranyl au Rab  Charlier et al. (2016)
GTPases
. . Régulation de la structure des .
Bovin Holstein NZ - 8 * RNF20 chromosomes (histone H2B) Charlier et al. (2016)
VanRaden et al.
Bovin Jersey JH1 15 SCWCls Protéine associée au spliceosome (2011 ; Sonstegard et

al. (2013)




b. Détection de variants délétéres dans les données de
séquences complétes

Grace aux différents consortiums internationaux, 1’acquisition de nombreuses séquences
d’animaux en sélection (facilitée par 1’évolution technologique des NGS) est un outil efficace
pour détecter des variants déléteres entrainant une perte de fonction de la protéine a 1’état
homozygote ( ). Cette méthode de génétique inverse repose sur plusieurs étapes
( ). La premicre étape consiste a exploiter les données de génomes complets afin
d’identifier de nombreux variants candidats sur la base de leur annotation fonctionnelle. Des
outils bio-informatiques permettent de prédire ’effet d’une mutation sur I’expression et/ou la
fonction du géne. Dans un second temps, il est nécessaire de valider cette mutation a grande
échelle. Les mutations candidates peuvent étre rajoutées sur les puces SNP afin d’identifier les
animaux de la sélection génomique porteurs de ces variants délétéres. Cependant, cette
validation ne reste efficace que si la fréquence de la mutation reste élevée dans la population
en sélection. Des croisements dit « a risque » entre deux individus porteurs peuvent également
étre réalisés pour étudier la mutation.

En bovin, le projet 7,000 bull genomes a permis d’identifier de tels variants ( ). Par
exemple, ( ) ont mis en évidence une mutation 1étale embryonnaire dans
le gene SMC2 en Holstein (associée a I’haplotype HH3 mis en évidence par ( ).
En utilisant ce raisonnement de génétique inverse, ( ) ont identifi¢ 9
nouvelles mutations (5 en Blanc Bleu Belge, 3 en Holstein-Friesian et 1 en Jersiaise de
Nouvelle-Z¢élande) a I’origine de mortalité embryonnaire ségrégeant a des fréquences
comprises entre 1,2 et 6,6%. Cette étude montre que 15% des variants entrainant une perte
de fonction et 6% des variants non synonymes déléteéres sont a I’origine de mutations
létales embryonnaires. ( ) ont étudié les données de séquences du
projet 1,000 bull genomes pour rechercher des variants a I’origine d’anomalies génétiques dans
15 races européennes. Cette recherche a conduit a identifier 2 489 variants délétéres candidats
(fréquence > 5% dans la population). Ces travaux semblent trés prometteurs pour découvrir de

nouvelles anomalies génétiques encore non publiées.

3. Prise en compte des anomalies génétiques dans les schémas
de sélection

En raison de la détection d’un nombre croissant de mutations a l’origine d’anomalies
génétiques, il est nécessaire de réfléchir a 1’intégration de cette information dans les schémas
de sélection. L’¢limination systématique des individus porteurs conduirait a une perte de
diversité génétique importante et rapide ( ). Deux méthodes alternatives sont

envisageables pour gérer ces anomalies génétiques : i) intégrer les anomalies dans les index de
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Initiation de la réplication de I'ADN

Bovin Jersey NZ - 26 * OBFCI1 et protection des téloméres Charlier et al. (2016)
q - Protéine intervenant dans la Fritz et al. (2013) ;
L IR MHI 2 © PRAS biosynthese des purines Michot et al. (2017)
Bovin Montbéliarde MH2 29 & SLC3742 Antiport du glucose-6-Phosphate Fritz et al. (2013)
q Protéine  essentielle pour la  Mesbah-Uddin et al.
L Wt NH2 1 e biosynthése des acides nucléiques (2019)
Bovin Simmental FH2 1 O SLC242 gode pour le transporteur de glucose Pausch et al. (2015)
Intervient dans le controle de la

Bovin Simmental FH4 12 & SUGTI fonction des kinctochores pendant la Pausch et al. (2015)
division cellulaire lors de la '
métaphase
Intervient dans la régulation de la

Porc Duroc DU1 - & TADA2A o Derks et al. (2019)
transcription

Porc Landrace LAl - @poLrip ~ \ntervient dans la régulation de la pyo g o a1 (2019)
transcription

Porc Landrace LA2 - & URBI Intervient dans la translation Derks et al. (2019)

Porc Landrace LA3 - & PNKP Réparation de ’ADN Derks et al. (2019)

Porc Large White LW R & BMPER Code pour protéine intervenant dans Derks et al. (2018)
la structure osseuse

Porc Large White LW 18 © BBSY Code pour protéine intervenant dans — py ¢ o 41 (2018)

la structure osseuse

Exploration des données de séquences de génomes complets

(plusieurs millions de polymorphismes)

Recherche de variants candidats
Inventaire des variants différents de la séquence de référence

Annotation fonctionnelle et prédiction de I’effet de 1a mutation

<

Variants délétéres 1

: (plusieurs milliers de polymorphismes)

Validation & grande échelle

1. Recherche de déficit en homozygotie
2. Identifier les accouplements a risque

¥

Identification de mutations causales

Figure 18. Méthodologie pour identifier des mutations récessives délétéres par un raisonnement
de génétique inverse en utilisant les données de séquences de génomes complets, d'aprés Michot
(2017). L’identification de mutations causales a 1’origine d’anomalie délétére passe par trois étapes : i)
un recensement des différents polymorphismes identifiés, ii) les polymorphismes sont filtrés suite a
I’annotation fonctionnelle et I’effet prédit de la mutation sur la fonction de la protéine et iii) une
validation a grande échelle de la mutation causale.



sélection ii) génotyper la population femelle pour éviter les croisements a risque (limitée en

ovin puisque le génotypage représente un certain cotit pour I’éleveur).

A retenir : La méthode de cartographie par homozygotie repose sur la disponibilité de
quelques cas cliniques permettant d’arriver rapidement a la mutation causale (NGS).
Cependant, la disponibilité des phénotypes n’est pas toujours évidente. D’autant plus lorsque
I’anomalie conduit & une mortalité précoce de I’animal. Grace a I’essor de la sélection
génomique, I’utilisation de données moléculaires par un raisonnement de génétique inverse a

permis de repérer des déficits en homozygotie et/ou d’explorer les données de séquences pour

identifier des variants déléteres a 'origine d’anomalies génétiques/mutations létales. La
découverte des mutations létales impose une bonne gestion des schémas de sélection pour

permettre de les intégrer et de les gérer.

Dans les populations d’¢élevage, 1’utilisation de 1’information génomique permise par le
développement de différents outils technologiques facilite I’identification des mutations létales
en ségrégation dans ces populations. Il est important de repérer ces mutations car elles ont des
conséquences sur la fertilité. Cependant, elles peuvent étre maintenues par dérive ou parce
qu’elles procurent un avantage sélectif aux porteurs. Repérer ces mutations constitue un enjeu
majeur pour améliorer la fertilit¢ d’une population (colits économiques engendrés importants).
Dans certaines especes, la présence d’un observatoire dédi¢ permet de faire remonter les cas
repérés en ¢élevage. Cependant, si le phénotype n’est pas disponible (cas de mortalité

embryonnaire), ’anomalie passe généralement inapercue. En bovins, [’utilisation de
9

raisonnements de génétique inverse a fait ses preuves ( ). Ces raisonnements
commencent a étre utilisés dans d’autres especes : porc ( , ) et volailles
( ). En ovins, ’avénement de la sélection génomique dans les races

Lacaune et Manech a Téte Rousse a permis de collecter de nombreux génotypages. Une étude
préliminaire avait été réalisée par ( ) montrant des régions du génome en déficit
d’homozygotie, mais les effectifs ¢taient réduits par rapport aux données disponibles
actuellement, limitant la puissance de ’analyse. Ainsi, nous allons utiliser ces données de
génotypages pour identifier des déficits en homozygotie dans ces deux populations en utilisant
la méthode développée par ( ) pour détecter des mutations létales en recherchant
des segments chromosomiques présentant des déficits en homozygotie.

On fait I’hypothese que de telles mutations existent dans les populations ovines laitiéres
a I’origine i) d’une baisse de fertilit¢ des méres porteuses de ces embryons et ii) sont conservées

dans les populations liées a un certain avantage a I’hétérozygote.

13




Tableau 4. Description des individus génotypés de I’étude en races Lacaune et Manech a Téte
Rousse. 'Male, Femelle, *Génotypage réalisé sur la puce 50 000 SNP, *Béliers génotypés sur la puce
basse densité puis sur la puce 50 000 SNP, ils correspondent aux béliers choisis pour devenir
reproducteurs depuis la mise en place de la puce basse densité en 2017, °Béliers génotypés
exclusivement sur la puce basse densité SNP 15K.

Race Lacaune Manech a Téte Rousse
S J1 Q2 g Q
exe 17 585 1517 4213 687
Génotypages 50K3 15K+50K4 15K5 50K 15K+50K 15K
disponibles 12 090 510 6 502 3184 297 1419
Nombre
(,1 anlma}ux 94 0
sequences et
génotypés
Total 19 102 4900
[ ] BI
Puce basse densité (LD)
Pére Meére Descendant
B m / - \
g5 | ATCTGAG | ] J & AlA —
-} R —— | E AT f
[} _
‘%g |74 ac| | J B G/G PHASAGE
Al TAcTGAG ] i E c/a A
g — - ] 3
il (A TicGGAC ] P T/A e A
o T/c H
) % HER
Imputation sur la 50K — \ Génotypage brut B /
[ ATCTGAG |
Figure 19. A. Principe de l'imputation, d'aprés ( ). Il s’agit d’une méthode

statistique qui permet de prédire les génotypes des marqueurs non typés sur la puce basse densité
présents sur la puce moyenne densité et de corriger les génotypes manquants des marqueurs (erreurs
génotypage). Pour cela, on prend en compte les génotypes des animaux de la population de référence et
la généalogie. Cette méthode repose sur le déséquilibre de liaison entre les haplotypes basse densité et
moyenne densité d’une méme région. B. Principe du phasage. A partir des génotypages des parents, il
est possible de déduire 1’origine des alléles du descendant génotypé suivant les marqueurs (

). Le phasage se fait directement pour les situations 1, 2 et 3. Cependant, certaines
situations nécessitent une imputation pour phaser le marqueur (situation 4). La reconstruction des phases
est simple dans trois situations : i) Le descendant est homozygote au marqueur. Chaque parent a donné
le méme allele (Situation 1) ii) Le descendant est hétérozygote au marqueur et le pére homozygote, on
en déduit 1’allele issu du pére et donc de la mere (Situation 2) iii) Le descendant est hétérozygote au
marqueur et la mére homozygote, on en déduit ’allele issu de la mére et donc du pere (Situation 3).
Dans les autres situations, les typages sont imputés afin d’avoir des informations de génotypages
completes. Par exemple, lorsque le pére et la mére sont hétérozygotes (Situation 4), il est impossible a
priori d’attribuer 1’origine des alléles du descendant. L’imputation permet par la prise en compte des
liens de parenté et des génotypages de la population de référence de reconstruire les haplotypes phasés.



1. Description des animaux étudiés

La recherche de segments en déficit en homozygotie s’est réalisée avec 19 102 animaux
Lacaune lait (millésimes** 1996 a 2019) et 4 900 animaux Manech a Téte Rousse (millésimes
1998 a 2019) génotypés issus des bases de données Valogéne pour la sélection génomique
( , voir pour la description plus détaillée des individus génotypés). Au
laboratoire, les séquences complétes des génomes de 68 ovins de races différentes sont
disponibles. Parmi ces animaux, 28 sont de race Lacaune lait (millésime 2001 a 2012) dont 24
sont génotypés sur puce SNP 50K, mais aucun individu Manech a Téte Rousse n’est séquencé.
L’ensemble des séquences ont été alignées sur le génome de référence (génome Ovis aries v4.0)
et les variants ont été annotés a 1’aide des outils SnpEFF et snpSIFT ( ).
Ces séquences et les fichiers de variants ont été mises a disposition par I’équipe bio-
informatique SIGENAE de I’INRA de Toulouse.

2. Controle qualité et phasage des marqueurs SNP

L’ensemble des animaux de 1’étude ont été génotypés sur la puce basse densité (15K, sheepLD)
et/ou moyenne densit¢ (50K, Illumina Ovine SNP50 BeadChip assay) ( ). Les
génotypages pour la sélection génomique ont été réalisés par Labogéna

(http.//www.labogena.fr) et Aveyron Labo (http:/www.aveyron-labo.com). Les données sont

stockées sur la plateforme Valogéne (hébergées au CTIG* de Jouy-en-Josas). Les 54 241
marqueurs SNP présents sur la puce 50K ont subi un contrdle qualité. Seuls les marqueurs
présents sur les 26 autosomes ont été¢ gardés. Les marqueurs avec i) une fréquence de 1’all¢le
minimal (MAF* : Minimum Allele Frequency) supérieure a 1%, ii) un pourcentage de typages
> 97%, iii) et respectant 1’équilibre de Hardy-Weinberg (p > 107°) ont été conservés (

). En effet, on ne prend pas en compte ces marqueurs car dans la pratique, ils sont
associés a des problémes de génotypages. Il y a peu de chance que les marqueurs présents sur
la puce soient associés individuellement a une mutation 1étale car ils ont été choisis sur le fait
qu’ils soient polymorphes avec une MAF importante dans plusieurs populations. De ce fait,
comme on recherche des mutations causales qui dérogent a 1’équilibre de Hardy-Weinberg, on

raisonne sur des haplotypes qui ont le méme comportement que la mutation.

3. Imputation des génotypages 15K vers la 50K

Les génotypages basse densité (15K) ont été¢ imputés vers la 50K ( ) (processus

statistique permettant de prédire le génotype des SNP non présents sur la puce 15K a partir des

14



Position 1

[GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCATATAG CCAATCGGAGATCATGGATCGAGG.. ]

Position 2
1

IGéGGGAGAGTATCACCAATGGACCATATAG CCAATCGGAGATCATG GATCGAGG...]

Position 3
1

[GG66GAGAGTATCACCAATGGACCATATAG CCAATCGGAGATCATG GATCGAGG...]

Position n

[GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCATATAGCCAATCGGAGATCATG GATCGAGG.. ]

Position n+1
[

[GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCXTATAGCCAATCGGAGATCATG GATCGAGG...]

Fenétre de 20 marqueurs

Figure 20. Principe du balayage du génome par une fenétre glissante. Dans cet exemple la fenétre
est fixée a 20 marqueurs (encadré vert). La fenétre glissante se trouve en position 1 : les fréquences de
I’ensemble des haplotypes présents dans la fenétre sont calculées sur les phases d’origine maternelle. Si
cette fréquence est supérieure a 1%, des approches probabilistes permettent d’estimer le nombre
d’animaux homozygotes attendus et de rendre compte de 1’écart a loi de Hardy-Weinberg. Ensuite, la
fenétre se décale d’un marqueur vers la droite (passage de la fenétre du marqueur » au marqueur n+1),
I’ensemble des calculs sont de nouveau réalisés pour I’ensemble des haplotypes présents dans la fenétre
glissante.

A- Trio: D dant ; Pére ; Grand-Pére Maternel génotypé B, Trio : Descendant ; Pére ; Mére génotypés

k/k ou k/+ ou +/+ ”

7, 7t T, Tom
E(k) = Zpik fo,s @i+ f1) 15 E(k) = Zpikzrjk ny
= =

i=1 j=1

Figure 21. Estimation du nombre d'animaux homozygotes attendus a I’haplotype &, d'aprés

( ) ( ). GPM : Grand-Pére Maternel, GMM : Grand-Mére
Maternel, + : indique un autre haplotype que k. A. Calcul du nombre d’animaux attendus en prenant
en compte le trio descendant, pére et grand-pére maternel: E(k): Nombre d’individus
homozygotes attendus a I’haplotype k5 n, : Nombre de peres; Mg,y : Nombre de grand-péres
maternels ; p; : Probabilité de transmettre 1’haplotype k par le pére i a ses descendants (0 si non porteur
+/+ 0u 0,5 si le pere est hétérozygote k/+ ou 1 8’il est homozygote k/k) ; qjy : Probabilité de transmettre
I’haplotype & par le gpm j a ses descendants (0 si non porteur +/+ ou 0,5 si le gpm est hétérozygote k/+
ou 1 s’il est homozygote k/k) ; fy : Fréquence de I’haplotype k dans la population ; m;; : Nombre de
descendants issus du pére i et du gpm j. B. Calcul du nombre d’animaux attendus en prenant en
compte le trio descendant, pére et mére : n,, : Nombre de meéres ,; p;j : Probabilité de transmettre
I’haplotype & par le pére i a ses descendants (0 si non porteur +/+ ou 0,5 si le pere est hétérozygote &/+
ou I s’il est homozygote k/k) ; 1y : Probabilit¢ de transmettre I’haplotype k par la mére j a ses
descendants (0 si non porteur +/+ ou 0,5 si la meére est hétérozygote k&/+ ou 1 si elle est homozygote
k/k) ; mj : Nombre de descendants issus du pere i et de la mere /.



nombreux SNP typés de la puce 50K a partir de la population de référence). L’ensemble des
typages ont été phasés (ie déterminer 1’all¢le issu de la mere et 1’allele issu du pere pour chaque
marqueur, ( )). Pour imputer et reconstruire les phases, le logiciel Flmpute
( ) a été utilisé. Au final 38 696 marqueurs SNP ont été gardés pour la
recherche de déficits en homozygotie. Les positions des marqueurs sont définies sur la carte

ovine version 4.0.

1. Principe de la recherche d’haplotype en déficit d’animaux
homozygotes

En utilisant la méthode initiée par ( ) puis développée par
( ), on recherche des déficits en homozygotie sur les 26 autosomes ovins. Le programme
de détection de déficit en homozygotie (langage awk) nous a été fourni par Sébastien Fritz et
Chris Hoze de I’'unité GABI (INRA Jouy-en-Josas) et a été adapté pendant mon stage a son
utilisation en ovins.

La détection de déficit en homozygotie se fait intra-race. Elle repose sur 1’utilisation
moléculaire des marqueurs SNP qui balisent le génome. On parcourt le génome de marqueur
en marqueur sur I’ensemble de chaque chromosome par une fenétre glissante de 10 ou 20
marqueurs ( ). Les fréquences des différents haplotypes observés dans la fenétre
glissante sont calculées sur les phases d’origine maternelle. Seuls les haplotypes présentant une
fréquence supérieure a 1% sont retenus. Pour chaque haplotype (noté k), on compare par un
test du y? le nombre d’animaux attendus (noté E(k)) au nombre d’animaux homozygotes
observés (noté 0(k)) a cet haplotype k.

Le calcul du nombre d’animaux attendus a un haplotype E (k) repose sur des trios
génotypés i) I’individu, son pére et grand-pére maternel ( ) ou ii) I’individu, son
pere et sa mére ( ). Si ’on ne dispose pas du génotype de la mere, son génotype
est prédit en utilisant la fréquence de I’haplotype dans la population et le statut de son pere
(grand-pére maternel, GPM). Au cours de ’analyse, les deux formules sont combinées. Tous
les animaux génotypés disponibles ne sont pas inclus dans I’analyse (peu informatif car 1’animal
est non associé¢ a un trio apparenté et génotypé). Au final, 16 346 animaux Lacaune et 3 661
animaux Manech a Téte Rousse ont été utilisés pour détecter des haplotypes en déficit
d’homozygotie ( ).

Un haplotype est significativement en déficit en homozygotie quand O(k) < E(k) par un

test du 2 sous ’hypothése de neutralité (ddl=1) avec un seuil P-value <103 (Etant donné le

nombre de tests réalisés pour effectuer la recherche, il convient d’appliquer une correction de
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Description des animaux utiles pour la recherche de régions en déficit en
homozygotie en races Lacaune et Manech a Téte Rousse. 15 568 descendants ont leur pére et grand-
pere maternel ou pére et mere de génotypés en race Lacaune. Respectivement, on a 3 290 descendants
en race Manech a Téte Rousse. Un animal « utile » est un animal qui a été utilisé pour la recherche de
deéficit, appartenant a un trio.

Nombre Nombre de Nombre de Animaux
d’animaux descendants avec pére  descendants avec utiles
Race . , N N N
génotypés et grand-pére maternel pére et mére de dans
disponibles de génotypés génotypés Iétude
Lacaune 19 102 15 530 38 16 346
Manech a
Téte Rousse 4 900 3 259 31 3 661
Table de calcul du déséquilibre de liaison entre deux loci 1 et 2 ( ).

Si I’on considére deux locus 1 (A, a) et 2 (B, b) bi-alléliques présents sur le méme chromosome, quatre
haplotypes sont possibles: AB, Ab, aB, ab. On note les fréquences des alleles A, a, B, b:
Pa, Par Qs €t qp et les fréquences haplotypiques : hyp, hap, hap €t hqp. On parle de déséquilibre de
liaison quand le produit des fréquences alléliques est différent de la fréquence de I’haplotype (ex : hyp #+

Pa * qp)-

Locus 1
A a
Nm B hap # Da X qp hag # Do X qp qs
=3
§ b hap # Pa X qp hap # Pa X qp ap

Pa Pa 1



Bonferroni en divisant le seuil global d’étude a=5% par le nombre de tests indépendants

réalisés, approché par le nombre de chromosome (n=26)) et un déficit supérieur ou égal a

75%, fix¢ arbitrairement afin de repérer des haplotypes ot I’on observe pas (100% déficit) ou

peu (déficit compris entre 75,0 et 99,9%) d’animaux homozygotes (Définit par déficit (en %) =

E(k)-0(k)
E(k)

). Pour chaque fenétre, plusieurs informations sont disponibles: numéro du
chromosome, le numéro et la position (en Mb) du premier marqueur constituant I’haplotype,
I’haplotype (fenétre de marqueurs), le nombre d’animaux attendus et observés, la fréquence de
I’haplotype, le pourcentage de déficit et la p-value du test du x2. De plus, lorsque plusieurs
haplotypes significativement en déficit sont chevauchants, on les regroupe pour obtenir un
haplotype concaténé. Ainsi, chaque haplotype concaténé correspond a une région de

localisation probable de mutation causale.

2. Assignation des génotypes aux marqueurs contenus dans les
haplotypes pour ’ensemble des individus de la population totale
génotypée

Tous les animaux génotypés disponibles n’ont pas été utilisés pour mettre en évidence des
régions en déficit. A partir des haplotypes identifiés, on détermine le statut (homozygote muté
« 2 », porteur hétérozygote « 1 » ou non porteur « 0 ») pour I’ensemble des animaux génotypés
(n=19 102 en race Lacaune et n=4 900 en race Manech) disponibles dans I’étude. Un animal
est défini comme non porteur lorsqu’il présente un haplotype différent de 1’haplotype (sur les

deux phases) en déficit identifié¢ dans la région de localisation.

3. Calcul du déséquilibre de liaison entre haplotypes en déficit
présents sur un méme chromosome

Lorsque deux haplotypes sont présents sur un méme chromosome, le calcul du déséquilibre de
liaison permet de savoir si ces deux haplotypes sont liés ( ) et donc associés a la

méme mutation. A partir des fréquences haplotypiques et alléliques, on calcule le déséquilibre

de liaison entre deux loci par D = (hyp * hyp) — (hap * hgg) ( ), permettant ainsi de
s . . . D’
calculer un déséquilibre de liaison statistique (compris entre 0 et 1) : 17 = ——— (
PA*Pa*dB*qp

). Dans notre situation, on considere pour chaque locus bi-allélique que 1’allele
a (respectivement b) correspond a 1’haplotype en déficit d’homozygotie identifié et 1’alléle A
(respectivement B) correspond a I’ensemble des autres haplotypes que 1’on observe dans la

méme région que 1’haplotype en déficit.

1. Recherche de variants candidats présents dans les régions
des haplotypes en déficit identifiés

16






Nous avons établi le statut porteur hétérozygote ou non porteur des haplotypes concaténés pour
les 24 animaux Lacaune séquencés et génotypés avec la puce SNP 50K. Les fichiers VCF**
contenant I’ensemble des variants (SNP et petites InDels) des 68 animaux séquencés présents
dans les régions des haplotypes concaténés identifiés ont été générés grace a 1’instance bio-

informatique Galaxy (htps.//sigenae-worbench.toulouse.inra.fr) et I'utilisation de 1’outils

SnpSift Filter. L’ensemble des polymorphismes peuvent étre visualisés grace au logiciel IGV
(Integrative Genome Viewer, v.2.5.3, ). Pour chacune des régions,
les polymorphismes issus des fichiers de variants des 68 animaux (composés d’animaux
Lacaune et d’animaux d’autres races) sont filtrés a partir des critéres suivants : i) présents a
I’état hétérozygote chez les individus porteurs, sur la base de 1’haplotype, ii) absents chez les
animaux non porteurs (homozygote référence), sur la base de ’haplotype, iii) non présents a
I’état homozygote muté chez les animaux de la méme race dont on ne connait pas le génotype,
sinon la mutation ne serait pas létale, iv) absents chez les individus d’autres races. Lorsqu’un
variant candidat est identifié¢ dans la séquence codante d’un geéne et induit une substitution non-
conservative dans la séquence protéique, 1’effet de la mutation est prédit en utilisant 1’outils
PolyPhen-2 (http.//genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) ).

2. Recherche de génes candidats fonctionnels et positionnels
pour les haplotypes n’ayant pas d’animaux porteurs séquencés

Quand I'information des séquences tout génome n’est pas disponible, une approche genes
candidats fonctionnels présents dans les régions des haplotypes d’intérét a été réalisée.
L’ensemble des génes présents dans les zones d’intérét ont été identifiés sous IGV puis choisis
en fonction de I’annotation fonctionnelle du géne obtenue sur GeneCards

(https://www.genecards.org) ( ).

Des analyses de variances ont été réalisées pour étudier I’effet du génotype (porteur
hétérozygote vs non porteur) sur les caractéres en sélection et sur des phénotypes enregistrés en
routine (fertilité, qualité de semences) afin d’identifier un potentiel avantage a I’hétérozygote

des individus porteurs de la mutation ou impactant les facultés reproductives de ces animaux.

1. Analyses statistiques

L’ensemble des analyses statistiques sur les performances des béliers ont été réalisées sur le
logiciel SAS® ( ).

a. Statistiques descriptives

La procédure UNIVARIATE de SAS® permet de représenter la distribution des différentes

performances étudiées et de donner les ¢éléments de statistiques descriptives. Nous avons pu
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Angle des Trayons

" Sillon

1 =vertical
9 = horizontal

1 = absent

1 = décroché
9 = ramassé

9 = bien marqué

Description des différents postes de pointage de morphologie mammaire mesurés en
race Lacaune ( ). Il s’agit de la grille de pointage utilisée dans le rayon de Roquefort. Une
note de 1 a 9 est attribuée pour chaque poste. L objectif étant d’avoir un angle de trayon compris entre
5 et 8, une profondeur de sillon supérieure a 5 et une distance plancher-jarret supérieure a 6.

Description des jeux de données des DYD (« Daughter Yield Deviation ») pour les
béliers génotypés en sélection en races Lacaune (A) et Manech a Téte Rousse (B). La production
laitiere (Lait) est exprimée en litres (L), les quantités (QMG : Quantité de Matiere Grasse, QMP :
Quantité de Matiere Protéique) sont exprimées en hectogramme (hg), les taux (Butyreux (TB) et
Protéique (TP)) sont exprimés en g/L et le comptage de cellules somatiques (CCS) et les caracteres de
morphologie mammaire (Angle, Sillon, Plancher-jarret (PLJ)) sont exprimés en écart-type génétique
(ag).

A.
Caractére Effectif (N) Moyenne Ecart-type
Lait (L) 5478 32,2 16,1
QMG (hg) 5461 13,6 11,5
QMP (hg) 5462 10,7 8,4
TB (g/L) 5467 0,96 2,28
TP (g/L) 5460 0,74 1,33
CCS (ay) 5447 -0,03 0,51
Angle (o) 4907 -0,25 0,39
Sillon (0'9) 4855 -0,20 0,41
PLJ (o) 5009 0,32 0,75
B.
Caractére Effectif (N) Moyenne Ecart-type
Lait (L) 1764 24,4 10,5
QMG (hg) 1714 4,3 7,5
QMP (hg) 1715 3,4 5,6
TB (g/L) 1718 0,13 2,34
TP (g/L) 1720 0,05 1,16

CCS (0,) 1571 0,04 0,54



ainsi vérifier la normalité de distribution de nos caractéres, hypothése a respecter pour réaliser
une analyse de variance. D’autre part, les valeurs extrémes supposées comme erronées (valeurs

en dehors de I’intervalle de trois fois 1’écart-type de la moyenne), sont éliminées de I’étude.

b. Analyse de variance multifactorielle par 'utilisation de
modeéle linéaire

L’objectif est d’étudier ’effet du génotype (deux modalités : non porteur ou porteur
hétérozygote de 1’haplotype) sur le phénotype. Les individus homozygotes a 1I’haplotype n’ont
pas ¢été pris en compte (effectif trop faible). Les conditions de réalisation de ce test ont été
vérifiées : i) homoscédasticité (égalité de variances) des résidus (test de Bartlett avec la
procédure HOVTEST de « GLM »), ii) normalit¢ de la distribution des résidus (méthode
graphique : QQPLOT) et iii) indépendance des distributions.

L’utilisation d’un modele linéaire pour réaliser une analyse de variance multifactorielle
permet de prendre en compte différents effets fixes tels que le millésime, le génotype. Pour
chacun des effets fixes du modele, on élimine les classes pour lesquels il y a peu d’individus
(fréquence <1%). Pour chaque effet, on vérifie également qu’il y a au moins 5 animaux pour
les différentes classes et groupes (porteurs/non porteurs). L’ensemble de ces calculs ont été
réalisés par la procédure FREQ. Chacun des effets fixes est testé par un test exact de Fischer.
L’ensemble des effets fixes qui ressortent significatifs peuvent étre pris en compte dans le
modele. Le modele linéaire est réalisé par la procédure GLM suivant le mod¢le suivant :

Y=u+X3 +e
Ou Y correspond au vecteur des performances, X : la matrice d’incidence des effets fixes, 5 : le

vecteur des effets fixes, e : vecteur des effets aléatoires résiduels du modeéle linéaire. S’il existe
une différence significative pour la performance étudiée entre les différents génotypes (t-test),
un test post-hoc est réalisé pour obtenir une estimation de la valeur de la performance corrigée

par les effets fixes pour chacun des statuts, obtenue par le LSMEANS.

2. Effet des haplotypes sur les caractéres de production

Pour les caractéres de production, les DYD (« Daughter Yield Deviation ») des béliers ont été
analysés. Ils correspondent a la « performance moyenne des filles de chaque bélier, corrigée
pour les effets du milieu et la valeur génétique moyenne des meres » ( ). Ainsi,
6 caracteres de production, disponibles en races Lacaune et Manech, sont mesurés en CLO : la
production laitiere (LAIT, calcul de Fleischmann corrigé pour la durée de traite), le taux
butyreux (TB), le taux protéique (TP), QMG (=LAITxTB), QMP (=LAITxTP), comptage du
nombre de cellules somatiques (CCS) (exprimé en écart-type génétique du caractere) (

). De plus, en race Lacaune, trois postes de pointage de morphologie mammaire

( ) sont enregistrés (angle des trayons, profondeur du sillon et distance plancher-
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Données de fertilité a I’'IA et fertilité Globale pour les béliers génotypés en sélection
en races Lacaune et Manech a Téte Rousse.

Caractére Effectif (N) Moyenne Ecart-type
Fertilité a 1'TA 5176 0,70 0,07
Lacaune .
Fertilité Globale 5031 0,96 0,02
Manech a Téte Fertilité a I'TA 1961 0,61 0,07
Rousse Fertilité Globale 1974 0,94 0,04

Données de semences du premier prélévement en CIA obtenues en races Lacaune
et Manech a Téte Rousse pour les béliers génotypés de I’étude. Spz - spermatozoides.

Caractére Effectif (N) Moyenne Ecart-type

Motilité (0-5) 4592 3,97 0,74

Lacaune CVolumcz (I?L) 4668 0,91 0,38

(Milliard spz/ml) 3839 3,94 0,73

Motilité (0-5) 1878 4,69 0,15

Manech & Téte Volume (mL) 1894 1,18 0,58

Rousse Concentration 1906 9,88 0.64
(Milliard spz/mL) ’ ’

Données de semences moyennes des trois premiers prélévements en CIA obtenues
en races Lacaune et Manech a Téte Rousse pour les béliers génotypés de I’étude. Spz :
spermatozoides.

Caractére Effectif (N) Moyenne Ecart-type
Motilité (0-5) 13389 4,00 0,63
Volume (mL) 13823 0,96 0,40
Lacaune Concentration
(Milliard spz/mL) 11546 3,87 0,75
Motilité (0-5) 5563 4,69 0,15
Manech a Téte Volume (mL) 5612 1,26 0,62
Rousse C trati
oncentration 5642 2.93 0.63

Milliard spz/mL)



jarret). Ils sont exprimés en écart-type génétique. Pour ’analyse, les DYD calculés pour un
bélier repose sur au moins 20 lactations. Les millésimes pris en compte dans 1’analyse sont
compris entre 2000 et 2016 en race Lacaune et compris entre 2002 et 2016 en race Manech. Le

décrit les jeux de données utilisés. En plus de I’effet haplotype, I’effet millésime a

été utilisé dans le modeéle.

3. Effet des haplotypes sur la fertilité

Les données de fertilité a I’IA et de fertilité globale sont disponibles pour étudier I’effet du
statut sur la fertilité¢ des béliers. La fertilité a I’A correspond au rapport entre le nombre de
mises bas par IA et le nombre d’IA total. La fertilité globale correspond au rapport entre le
nombre de mises bas (mises bas sur IA ou sur retour, cela inclut toutes les mises bas méme si
le bélier est le bélier de retour) et le nombre de mises bas par IA. Les millésimes pris en compte
dans I’analyse sont compris entre 2001 et 2016 en race Lacaune et compris entre 2001 et 2015
en race Manech ( ). Un mod¢le linéaire prenant en compte les effets millésime et
haplotype de I’animal a été utilisé pour ce caractére ¢galement.
4, Effet des haplotypes sur la qualité de semences

Depuis, 2005, la qualité de la semence est mesurée dans les CIA selon trois principaux
paramétres : la motilit¢ massale (note de 0 a 5), le volume (en mL) et la concentration (en
milliards spz/mL). Dans les deux races, on étudie les millésimes de 2005 a 2018 sur jeunes
béliers (de 0-1-2 ans en race Lacaune et de 1 a 2 ans en race Manech). Deux mod¢les ont été
mis en place prenant en compte i) le premier prélévement de la carriere d’un jeune bélier et ii)
moyenne des 3 premiers prélévements afin d’étudier si les animaux porteurs des haplotypes en
déficit sont écartés suite a des défauts de qualité de semences lors de leur entrée en CIA. Les
jeux de données sont décrits dans les . Le modele d’analyse inclut les effets :
age au prélévement, mois et année de collecte, centre de prélévement et haplotype. Pour le

caractére moyenné, 1’effet du mois de collecte n’a pas été pris en compte.

5. Ajustement des seuils de significativité par une correction de
Bonferroni

La correction de Bonferroni consiste a corriger le seuil de significativité a lors de la réalisation
de tests multiples sur un méme jeu de données. Ici, on divise le seuil 0=5% par le nombre de
tests effectués (nombre haplotypes testés x nombre de caracteres étudiés). En race Lacaune, 12
haplotypes concaténés ont été testés sur 12 performances indépendantes (QMG et QMP étant
directement liées a la production laitiére et aux taux). En race Manech, 6 haplotypes concaténés

ont été testés sur 9 performances indépendantes. Le seuil de détection (a=5%) est de 3,5% 10"

en race Lacaune et 9,3% 10™ en race Manech.
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Figure 23. Méthode pour déterminer les haplotypes concaténés en déficit en homozygotie a
partir des haplotypes de 10 et 20 marqueurs (exemple de I’haplotype LL_ OAR4 1a). A. Exécution
du programme de recherche de déficit pour des fenétres glissantes de 10 et 20 marqueurs. Cela conduit
a la mise en évidence d’une région d’intérét. Chaque point représente le numéro du premier marqueur
de I’haplotype de 10 ou 20 marqueurs. B. Exécution du programme dans la région d’intérét pour des
fenétres glissantes de 10, 15 et 20 marqueurs. C. Représentation graphique du nombre d’animaux
attendus (---) et du nombre d’animaux observés (—) pour chaque longueur d’haplotype constituant la
fenétre glissante en fonction du premier marqueur de chaque haplotype de la fenétre glissante. Cela
permet de mettre en évidence une région de localisation (encadré jaune). D. Obtention de 1’haplotype
concaténé a partir des haplotypes chevauchants présentant les mémes estimations.
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Figure 24. Représentation des régions de localisation probable de mutations causales ou I’on
détecte des déficits en homozygotie en races Lacaune et Manech a Téte Rousse. Les 12 régions
identifiées en race Lacaune sont représentées en bleu et les 7 régions en race Manech sont représentées
en violet. Chaque baton représente un chromosome (OAR).



1. Identification des haplotypes en déficit d’homozygotie

En balayant le génome avec des fenétres glissantes de 10 et 20 marqueurs, on recherche
des déficits en homozygotie dans chacune des deux populations ovines a partir des génotypages
phasés de 16 346 animaux Lacaune utiles et 3 661 animaux Manech a Téte Rousse utiles.
Comme nous recherchons des mutations létales ou affectant le jeune animal, on émet
I’hypothése que ces mutations sont liées a des haplotypes ou 1’on n’observe aucun ou peu
d’animaux homozygotes. Ainsi, seuls les haplotypes présentant un déficit > 75% sont
conservés. Cette recherche met en évidence 131 haplotypes de 10 marqueurs et 202
haplotypes de 20 marqueurs en race Lacaune ; 30 haplotypes de 10 marqueurs et 52
haplotypes de 20 marqueurs en race Manech a Téte Rousse présentant un déficit
d’homozygotie supérieur 75% au seuil de 0=107,

Pour les différentes régions d’intérét mises en évidence ( ), on refait tourner
le programme de recherche de déficit avec des fenétres glissantes de 10, 15 et 20 marqueurs
( ) afin d’identifier la taille de fenétre la plus optimale permettant d’obtenir la plus
grande région en déficit d’homozygotie (correspondant a des haplotypes chevauchants
significativement en déficit). Une fois la taille de fenétre choisie, on identifie la région de
localisation définit par les différents haplotypes chevauchants présentant le méme minimum
d’animaux observés ( ). Ces haplotypes sont regroupés pour définir un haplotype
concaténé ( ). On exécute de nouveau le programme avec une fenétre glissante
correspondant au nombre de marqueurs constituant I’haplotype concaténé afin de déterminer
les différentes caractéristiques de cet haplotype. On émet 1’hypothése que les haplotypes
concaténés définissent une région de localisation probable d’une mutation causale.

Ainsi, la recherche de segments en déficit en homozygotie conduit a identifier 12
haplotypes concaténés en race Lacaune et 7 haplotypes concaténés en race Manech a Téte
Rousse ( ). Par la suite, les régions de localisation sont nommées de la
maniére suivante : race (LL ou MTR) + numéro du chromosome (OAR) + numéro de la région
chromosomique concernée par le déficit d’homozygotie (1,2,3 ...). Les différents haplotypes
concaténés, que I’on retrouve dans chacune des régions de localisation, sont identifiés par le
nom de la région suivi d’une lettre de aa z (ex - LL_OAR4_la).

Au sein des deux races, on distingue deux cas de figures ( ). D’un c6té on

observe des haplotypes ou I’on a aucun animal homozygote (100% de déficit), on peut faire
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I’hypothése qu’ils sont associés a des mutations létales (embryonnaires, périnatales ou
néonatales). De ’autre c6té, on observe des haplotypes présentant un déficit en homozygotie
partiel (compris entre 81% et 96%) ou quelques individus homozygotes sont observés, on peut
faire I’hypothese que ces haplotypes sont en déséquilibre de liaison partiel avec la mutation
Iétale ou qu’ils peuvent conduire a une Iétalité plus tardive compromettant la survie du jeune
ou associés a des défauts congénitaux (animal viable mais écarté de la sélection).

Quatre haplotypes en races Lacaune (LL_OAR3 1la, LL OAR3 4a, LL OAR4 laet
LL OARI13 1la, couvrant des régions chromosomiques de 1,0 a 3,0 Mb) et quatre haplotypes
en race Manech a Téte Rousse (MTR OARI1 2a, MTR OARI1 3a, MTR OARI1 4a et
MTR _OAR20 1la, couvrant des régions chromosomiques de 0,7 a 2,3 Mb) semblent étre
associés a des mutations létales puisqu’aucun individu homozygote est observé pour ces
haplotypes alors que le nombre d’animaux homozygotes attendus en fonction des informations
parentales et populationnelles était de 10 a 21 en race Lacaune et de 10 a 13 en race Manech a
Téte Rousse. Les fréquences de ces haplotypes sont plutot faibles comprises entre 2,2% et 3,3%
en race Lacaune et 4,3% a 5,2% en race Manech a Téte Rousse.

Huit haplotypes en races Lacaune (LL OAR3 3a, LL OARI17 1, LL OAR23 Ila.
LL OAR24 la, LL OAR2 la, LL OARI18 la, LL OARI18 2aet LL OAR 3 2a, couvrant
des régions chromosomiques de 0,4 a 1,8 Mb) et 3 haplotypes en race Manech a Téte Rousse
(MTR_OAR1 la, MTR OAR9 la et MTR OARI3 la, couvrant des régions
chromosomiques de 0,5 a 2,3 Mb) présentent quelques individus homozygotes. Le nombre
d’individus homozygotes observés varie de 1 a 4 en race Lacaune et de 2 a 6 en race Manech a
Téte Rousse alors que le nombre d’animaux homozygotes attendus était de 12 & 72 en race
Lacaune et de 14 a 38 en race Manech a Téte Rousse. Leurs fréquences sont comprises entre

1,4% et 5,4% en race Lacaune et de 4,3% a 8,1% en race Manech a Téte Rousse.

2. Etude du lien entre les haplotypes présents sur un méme
chromosome
La recherche de déficit en homozygotie met en évidence 1’existence de plusieurs
haplotypes présents sur un méme chromosome ( ). Pour chacune des races, on
regarde si ces haplotypes sont en déséquilibre de liaison afin de savoir s’ils pourraient étre
associés a la méme mutation. Les haplotypes identifiés sur le chromosome 3 en race Lacaune
ne présentent aucune association entre eux ( ). Les haplotypes LL_ OARI18 1la
et LL OARI18 2a ne présentent qu’une association partielle ( ). Ainsi, les
haplotypes découverts en Lacaune ne semblent pas étre associés a la méme mutation causale.
Ils seront donc traités indépendamment dans la suite de 1’étude. Il en est de méme en Manech

a Téte Rousse pour les haplotypes présents sur le chromosome 1. A 1’exception des haplotypes
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Calcul du déséquilibre de liaison entre les différents haplotypes en déficit présents
sur un méme chromosome en races Lacaune (A. OAR3 ; B. OAR18) et Manech a Téte Rousse (C.
OAR1). Le déséquilibre de liaison (r?) est indiqué en pourcentage. La distance entre chaque haplotype
est indiquée en mégabases (Mb). Les calculs sont réalisés a partir des génotypes phasés des 19 102
animaux Lacaune et des 4 900 animaux Manech a Téte Rousse.

A. OAR3 LL_OAR3_2a | LL_OAR3_3a | LL_OAR3_4a B.
LL_OAR3_1a | 0% (95,1 Mb) | 1% (101,9 Mb) | 0% (98,1 Mb) OAR18 | LL OARI18 2a
LL_OAR3_2a 0% (5,5 Mb) | 0% (1,7 Mb) LL OAR18_1a | 40% (5,4 Mb)
LL_OAR3_3a 0% (2,8 Mb)
C.
OAR1 |MTR_OARI_2a|MTR_OAR1_3a | MTR_OAR1_4a

MTR_OAR1_1a| 0% (87,9 Mb) | 0% (219,5 Mb) | 0% (223,0 Mb)

MTR_OAR1_2a 0% (130,9 Mb) | 0% (134,5 Mb)

MTR_OAR1_3a 76% (1,2 Mb)

Assignation des génotypes aux marqueurs constitutifs des différents haplotypes
présents dans les loci identifiés dans I’ensemble de la population génotypée. Pour chaque haplotype,
le nombre d’animaux homozygotes mutés (H/H), hétérozygotes (H/+) et non porteurs (+/+) est indiqué.
Remarque : Pour le nombre d’animaux homozygotes mutés, le nombre d’animaux typés seulement sur
la puce basse densité (LD) est également indiqué (H/H ™), il s’agit de béliers qui n’ont pas été retenus
pour étre candidats. (n=19 102 en race Lacaune et n=4 900 en race Manech a Téte Rousse).! Le nombre
d’animaux entre parenthése représente le nombre d’animaux homozygotes observés lors de la recherche
de déficit a partir des animaux utiles de I’étude. > Correspond au millésime du premier animal porteur
hétérozygote de 1’haplotype en déficit d’homozygotie. Les haplotypes présentant un déficit de 100%
sont représentés en orange. Les haplotypes pour lesquels on observe des individus homozygotes dans
I’ensemble de la population alors qu’aucun individu observé n’avait été repéré dans la sous-population
sont représentés en jaune.

Région i+ H/+ /ot [gre‘j?;ﬁz
LL_OAR3_4 18293 9580% 809  420%  0() 0  0,00% 1998
LL_OAR4_1 17824 93,30% 1218 670%  O() O  0,00% 1998
LL_OAR13 1 17897 93,70% 1206 630%  O() 0O  0,00% 1996
LL_OAR3_1 18252 95,60% 849  440%  1() 1 001% 1996
LL_OAR18_1 18046 9450% 1054  550%  2() 0  0,01% 1999
LL_OAR23_1 18361 96,10% 739 390% 20D 2 001% 2005
LL_OAR2_1 17842 93,40% 1257  6,60%  3() 0 0,02% 1996
LL_OAR3_3 16781 87,80% 2318 1210%  3() 2 0,02% 1996
LL_OAR17_1 18182 9520% 917  480%  3() 1 0,02% 2001
LL_OAR24_1 17845 9340% 1254 6,60%  3() 1 0,02% 1997
LL_OAR18_2 18008 9430% 1090 570%  4() 1 0,02% 1999
LL_OAR3_2 17642 92,40% 1452 7,60%  8() 1 0,04% 1996
MTR_OAR1_3 4398 89,80% 502 10,20%  0() O  0,00% 1999

MTR_OAR20_1 4338 88,50% 562 1L50%  0() O  0,00% 1998
MTR_OAR1_2 4365  89,10% 534 10,90%  1() 1 0,02% 1998
MTR_OAR9_1 4337 88,50% 559 11,40%  4() 1 0,08% 1999
MTR_OAR1_1 4310 88,00% 58 1L90%  5() 4  0,10% 1999
MTR_OAR13_1 4036 8240% 854 17,40%  10() 2 0,20% 1999



MTR_OARI1 3a et MTR_OARI 4a qui sont en fort déséquilibre de liaison (r>=76%) et
semblent donc étre associés a la méme mutation causale ( ). Par la suite, seul
MTR _OARI 3a sera étudi¢ (mais MTR_OAR1 4a sera pris en compte pour la recherche de
genes/variants candidats).

Ainsi, la recherche de déficit en homozygotie permet d’identifier 12 haplotypes en
race Lacaune et 6 haplotypes en race Manech a Téte Rousse potentiellement associés a

des mutations délétéres indépendantes.

3. Détermination des génotypes aux différents loci identifiés
pour I'ensemble des individus de la population génotypée

La mise en évidence d’haplotypes en déficit en homozygotie a été réalisée avec une
sous-partie des individus génotypés (individus « utiles » associés a des trios). Ainsi, grace a
I’information génotypique il est désormais possible d’assigner les génotypes aux marqueurs
constitutifs des haplotypes contenus dans les régions de localisation pour chacun des animaux
de la population génotypée ( ). Cela permet également de déterminer la fréquence
de I’haplotype dans 1’ensemble de la population (prise en compte des deux phases paternelle et
maternelle pour chacun des individus). On distingue alors trois situations :

1) Aucun individu homozygote est observé dans 1’ensemble de la population pour trois
haplotypes en race Lacaune (LL OAR3 4a, LL OAR4 la et LL OARI3 la) et deux
haplotypes en race Manech a Téte Rousse (MTR _OAR1 3a et MTR _OAR20 la). Cela
permet de conforter ’hypothése que ces haplotypes sont associés a des mutations Iétales
(embryonnaires, périnatales ou néonatales). Les fréquences des porteurs hétérozygotes sont
faibles en race Lacaune (4,2% a 6,7%) et plus importante en race Manech (10,2% a 11,5%).

2) Pour deux haplotypes (LL OAR3 la et MTR OARI1 2a) on observe la présence d’un
individu homozygote alors qu’un déficit de 100% avait été mis en évidence.

3) Pour le reste des haplotypes (présentant des déficits partiels d’individus homozygotes), on
observe qu’ils ségrégent a des fréquences faibles en race Lacaune (~4-8%), a I’exception
de I’haplotype LL OAR3 3a présent a une fréquence importante (12,1%) dans la
population. En Manech, les haplotypes identifiés sont présents a des fréquences importantes
(11,4% a 17,4%). Pour I’ensemble de ces haplotypes, on observe quelques individus

homozygotes supplémentaires.

1. Exploration des données de séquences tout génome en race
Lacaune

Lorsque I’on recherche une mutation 1étale ou affectant le jeune, on ne peut disposer

facilement de matériel biologique. L’approche de génétique inverse réalisée permet de
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Description des résultats de la recherche de variants dans les 8 régions dont 1'on
dispose d'animaux porteurs séquencés en race Lacaune. ' Les positions sont données sur la version
du génome ovin 4.0, 2 Chromosome, * L’ensemble des variants ont été filtrés a partir des données de
séquence des 68 ovins disponibles. Les régions associées aux haplotypes présentant un déficit de 100%
sont représentées en orange. pb : paires de bases.

Nombre
animaux Nombre N‘(,):;:):s ttsle
N Déficit Borne Bor'ne Taille séquencés (.ie obtenus
Région (en %) gauche droite OAR? (en Mb) porteurs variants Abros
en 7 (pb)! (pb)! en de dansla |, Il)'cat'on
I'haplotype région ds:f;ltr;si“

en déficit
LL_OAR3_1 100% 32 341 000 34 041 000 3 1,7 2 20 616 95
LL_OAR4_1 100% 43 354 000 46 321 000 4 3,0 2 37 597 24
LL_OAR13_1 100% 44 740 000 46 696 000 13 2,0 1 24 273 43
LL_OAR3_3 96% 135970 000 137 459 000 3 1,5 2 19 168 16
LL_OAR17_1 92% 140 000 1 338 000 17 1,2 1 22 947 16
LL_OAR23_1 87% 29 299 000 30 351 500 23 1,1 1 20 757 27
LL_OAR24_1 87% 16 573 500 17 856 000 24 1,3 1 24 827 39
LL_OAR3_2 81% 129113 500 130 474 000 3 1,4 3 17 215 1

Liste des mutations candidates identifiées dans les régions de localisation des
haplotypes en déficit en race Lacaune. ' Les positions sont données sur la version du génome ovin
4.0, ? alleles Référence/Alternatif, * correspond aux abréviations des acides aminés a 3 lettres. Les
régions associées aux haplotypes présentant un déficit de 100% sont représentées en orange.

Déficit OAR : Variant

L . . ) . . 5
Région (en %) position! Réf>Alt candidat Polymorphisme Conséquence
Faux-sens exon
0, .

LL_OAR3_1 100% 3: 34 013 956 G>A géne PREB ¢.997C>T p.Leu333Phe
Délétion exon Rt ,

LL_OAR13_1 100%  13:45430645 Ai%> c — Del‘iﬁ“’r} ‘i‘me
LOC101108851 v

LL_OAR3_3 96% 3:136 776 372 G>A 5'UTR géne DHH c.-193G>A
Non-sens exon

LL_OAR3_3 96% 3: 136 933 452 C>A (codon stop) géne c.331G>T p.Glul11*

CCDC65
LL_OAR3_3 96%  3:137 042 797 C>T Synonyme exon ¢.1515C>T p.Ala505Ala

géne ADCY6



rechercher les variants candidats chez les animaux porteurs hétérozygotes. On fait I’hypothese
que la mutation causale, associée a une anomalie, est en déséquilibre de liaison total avec
I’haplotype identifi¢. Pour cela, des approches de bio-informatique ont été réalisées afin de
rechercher des variants candidats dans les données de séquences permettant de confirmer la
présence de mutations (1étale ou compromettant la survie du jeune animal).

En race Lacaune, on dispose de 28 animaux séquencés tout génome dont 24 animaux
sont génotypés dans notre population d’étude. La recherche de polymorphismes candidats est
possible pour 8 régions en race Lacaune ( ) pour lesquelles on dispose d’individus
porteurs séquencés (1 a 3 individus par haplotype en déficit). Cette recherche ne peut étre
réalisée pour les régions identifiées en race Manech a Téte Rousse sans individu séquencé. Le
nombre de variants (SNP et InDels) présent dans les régions de I’étude varie entre 20 000 a
40 000 ( ). Compte-tenu du nombre d’animaux porteurs hétérozygotes, les
différents filtres appliqués résultent a la sélection de moins de 100 variants. Une partie de ces
variants sont présents dans les exons (5’ et 3> UTR compris), les régions promotrices ou
régulatrices (en amont ou en aval des génes annotés) ( ). Devant ce nombre encore
important de variants potentiellement fonctionnels, j’ai restreint cette liste aux seuls variants

présents dans les exons, cadre de lecture et régions UTR non traduites.

a. Identification de mutations candidates associées aux
haplotypes présentant un déficit total d’individus
homozygotes

Les différents filtres cités précédemment permettent de mettre en évidence des polymorphismes
candidats dans deux des trois régions (LL_OAR3 1etLL OARI13 1) potentiellement associés
a des mutations létales dont on dispose d’animaux porteurs a ces haplotypes ( ). En
effet, une mutation faux-sens dans le géne PREB (Prolactin Regulatory Element Binding) est
identifiée dans la région LL_ OAR3 1. Cette mutation faux-sens en position ¢.997C>T de
I’ ADNCc est localisée dans 1’exon VII ( ) du géne PREB entrainant une substitution
d’une Leucine en Phénylalanine (position 333 sur 391 acides aminés ( )) affectant
un domaine protéique de type WD40). La mutation identifiée est prédite délétére par
I’algorithme PolyPhen-2 ( ). Le géne PREB code pour une protéine régulatrice a
motif de liaison WD capable de se fixer sur le promoteur de la prolactine et intervient dans la
régulation de la transcription ( ). De plus, dans la région LL. OAR 13 1, une
délétion d’une lysine est observée dans le géne LOC101108851 qui coderait une protéine de

type isopentenyl-diphosphate Delta-isomerase 1 ( ).
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Région LI, OAR3 1
o Cl:\

3
Loc114113902 .- PREB . e
— ~_CGREF1 - @ S TCF23
KHK ABHD1 PRR30
| ] > OAR3
33,97 Mb 34,02 Mb

..

intron exon

) ARNm

Géne

[L>F]

This mutation is predicted tobe PROBABLY DAMAGING with a score of 1.000 (sensitivity: 0.00; specificity: 1.00)

ﬁ' Région LL._OAR3_3

CCDC65
TRNAN-GUU ~ CCDC65 RND1
» _ e —)
P —
| o FKBPLL e | » OAR3
B’ wseS2M o Ewonin o T 137,00 Mb
geocss - O O = =) CDS
[ I T ” e | "B ) \RNm

CCDC85

C.

[E>*(EQHAHALRSHLHSIDQLLALQRCRLSLLEENYNMEL
EALTKEFETERKTIIDQHEKEIHYLQDVFMAMEQNYIDSEYESKLEFQSMWDDLKNKNLEEKHFLRLQLENIVEDLWR
RFQDALKNYTDATEDRKIAFETLKVKDEKSSKEIEAQMKKIQKLQDSIILKGKILVHSRESEEQNQDIREDKELVLVQLR
KLKAQRTQARGIAQENLVKLTLESNATLKALREIVNKGEKILKLAEICRKFETEEEKVLPFYSSVLTPKEQEEIETMDLEE
FNEELGKVIMDYKGMENFWKRYNKVKLEQLSLRHRRAQLLEINEKLREMLRQYLDGISVSDEVLSQLNPLFIVNHRSN
Q’QLLP TPTAQPGDKKPPATYSIIEAAHVVSHTL) /

Figure 25. Identification de deux mutations candidates dans les génes PREB (Prolactin
Regulatory Element Binding) et CCDC65 (Coiled-Coil Domain Containing 65) (OAR3) en race
Lacaune. A. A’ Extraits des régions entourant les génes candidats identifiés (version du génome ovin
4.0, d’aprés NCBI). B. B’ Représentation du geéne, de ’ARNm et de la séquence traduite (CDS) C. C’
Séquences protéiques. Les localisations des mutations sont indiquées en rouge (pour le géne PREB,
substitution d’une Leucine (L) en Phénylalanine (F) en position 333. Pour le gene CCDC65, 1’acide
glutamique (E) est substitué par un codon stop). La séquence traduite est indiquée en vert. D. Prédiction
de I’effet de 1a mutation sur la structure de la protéine de PREB. Pour cela, un score allant de 0 (mutation
neutre) a 1(mutation délétere) est estimé. (outils PolyPhen2 - Adzhubei et al.; 2013)



b. Identification de mutations candidates associées aux
haplotypes présentant un déficit partiel d’individus
homozygotes

Parmi les 5 régions associées a des déficits en homozygotie partiel, une seule région contient

des variants candidats ( ). En effet, la région LL_ OAR3 3 contient une mutation
non-sens (codon stop) entrainant un raccourcissement de la protéine CCDC65 (Coiled-Coil
Domain Containing 65). La mutation non-sens (c.331G>T) est localisée dans I’exon III
( ) entrainant en théorie la traduction que de 22% de CCDC65 (codon stop en
position 111 alors que la protéine traduite fait 498 acides aminés ( )). CCDC65
fait partie du complexe régulateur nexin-dynéine assurant la formation d’organites ciliés (cils
et flagelles) ( ). Les deux autres variants candidats sont localisés dans le 5’
UTR du géne DHH (Desert Hedgehog Signaling Molecule) et dans un exon du géne ADCY6
(Adenylate cyclase 6, variant synonyme). DDH code pour des protéines de signalisation jouant
un réle majeur dans la morphogenése. Le géne ADCY6 intervient dans la synthése de I'AMP
cyclique (voie de signalisation).

c. Cas particuliers: identification de deux génes sous

sélection dans les régions LL_OAR3_2 et LL. OAR13_1

i. Lien entre LL_OAR3_2a et le géne de résistance
aux mammites SOCS2 en race Lacaune
L’étude des variants présents dans la région LL OAR3 2 n’a pas mis en évidence de
polymorphismes candidats. Cependant, dans cette région sur le chromosome 3 il existe un géne
faisant I’objet d’une sélection. Il s’agit du géne de résistance aux mammites SOCS2 (
). Le géne SOCS?2 présente un variant (C>T entrainant la substitution non conservative
R96C) dont I’allele muté T est associé a des comptages cellulaires élevés (CCS) dans le lait (en
lien avec les mammites) en race Lacaune. Actuellement, en sélection, les béliers homozygotes
mutés a cet allele sont écartés. La sélection s’effectue en priorité sur les animaux C/C et une
partie des animaux C/T. Ainsi, on peut émettre 1’hypothése que I’haplotype en déficit
d’homozygotie identifi¢ (LL_OAR3 2a) est associ¢ a I’alléle muté T de la mutation SOCS?2.
Pour cela, on dispose de 4367 génotypages a ce locus du géne SOCS2. En effet, 97% des
individus hétérozygotes a I’haplotype détecté sont porteurs hétérozygotes de la mutation SOCS2
( ). Cependant, la réciproque n’est pas vraie : étre C/T ne veut pas dire que I’animal
est porteur de I’haplotype LL_ OAR3_2a identifié.
Etant donné que ”haplotype mis en évidence par la recherche de déficit (LL_OAR3_2a)
n’explique qu’en partie le lien avec le génotype a la mutation SOCS2, on fait I’hypothese que
d’autres haplotypes sont associés a la mutation dans la région LL. OAR3 2. L’ensemble des

haplotypes observés dans la région de LL. OAR3 2 (du marqueur 2113 au 2130) ont été
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Lien entre ’haplotype LL_OAR3_2a et I’alléle muté T du géne SOCS2 (OAR3) en
race Lacaune. + : correspond aux autres haplotypes de la région L. OAR3 2. 4367 génotypages au
variant SOCS?2 sont disponibles (béliers de millésimes 2017-18-19).

Génotypes C/C C/T T/T Total
LL_OAR3_2a/LL_OAR_2a 0 0 0 0
LL_OAR3_2a/LL._OAR3_2+ 2 178 3 183
LL_OAR3_2+/LL_OAR3_2+ 3544 632 8 484
Total 3546 810 11 4367

Liste des haplotypes associés a la mutation SOCS2 (OAR3) présents dans la région

de LL_OAR3 2 en race Lacaune. ' Chromosome, > Fréquence de I’haplotype calculée sur les phases
d’origine maternelle.

Nombre homozygotes

Nombre . ,
lliloanglggyii OAR! marqueurs rl(‘ﬁgf Fre%;)e)ncez Attendus Observés Déficit (%)
haplotype
LL_OAR3 2a 3 18 1,36 3,46% 21 4 81%
LL_OAR3 2b 3 18 1,36 2,77% 13 3 77%
LL_OAR3_2c 3 18 1,36 1,79% 8 0 100%

. Identification de 3 haplotypes liés a I’alléle muté T du géne SOCS2 (OAR3) en race
Lacaune. L’ensemble des marqueurs présents dans la zone de LL__OAR 3 2 (du marqueur 2113 a
2130) sont indiqués. Le géne SOCS?2 est localisé entre le marqueur 2119 et 2120. Le sous-haplotype de
LL OAR3 2 « AGGGGGG» (nomm¢ LL OAR3 2 T) est retrouvé pour les 3 haplotypes
LL OAR3 2a,LL OAR3 2bet LL OAR3 2c.

Région LL_OAR3_2

2] <t 0 © o~ [e 0] (o] KC;J] [e] — N (] <t 0 © o~ 0 (o] [e]
Haplotypes o0 D D D g o 9 9 g 9 g 3 8 9 98 9 9 Fréquence

[a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] 8 [a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] [a] [a]
LLOAR32a |A G G G G G G G A A G A A 3,46%
LLOAR32 |A G G G G G G G 2,77%
LL OAR32c |A G G G G G G A 1,79%

L J
T
LL_OAR3_2_T

Lien entre ’haplotype LL_OAR3 2 T et I’alléle muté T du gene SOCS2 (OAR3)
en race Lacaune. + : correspond aux autres haplotypes différents de L. OAR3 2 T (du marqueur
2113 a2119). 4367 génotypages au variant SOCS?2 sont disponibles (béliers de millésimes 2017-18-19).

Génotypes C/C C/T T/T Total
LL_OAR3_2_T/LL_OAR3_2_T 0 2 11 (100%) 13
LL_OAR3 2 T/LL_OAR3_2_+ 20 776 (96%) 0 796
LL_OAR3_2_+/LL_OAR3_2_+ 3526 (99%) 32 0 3558

Total 3546 810 11 4367



identifiés (fréquence >1% sur les phases maternelles) ( ) et le lien entre ces
haplotypes et le génotype a SOCS?2 a été réalisé ( ). Parmi les 23 haplotypes identifiés,
2 haplotypes supplémentaires (LL OAR3 2b et LL OAR3 2c¢) présentent le méme
comportement que LL. OAR3 2a ( ). IIs n’ont pas été mis en évidence lors de la
premiére recherche car leur p-value associée est en dessous du seuil de significativité.
Cependant, ces deux haplotypes présentent un déficit en homozygotie de plus de 75%. Lorsque
I’on regarde les alléles qui composent les trois haplotypes associés a SOCS2, on constate qu’ils
présentent le méme début de séquence « AGGGGGG » ( ). Ainsi, ’exécution du
programme de recherche de déficit pour une taille d’haplotype de 7 marqueurs permet de mettre
en évidence que le sous-haplotype « AGGGGGG » (nommé LL. OAR3 2 T) est présent a une
fréquence de 12% sur les phases maternelles et présente un déficit de 61% (221 Att. vs 77 Obs.).
Ce sous-haplotype montre une association parfaite avec le génotype a SOCS?2 ( ).
De plus, les 11 animaux T/T présents dans notre étude ( ) sont également
homozygotes a I’haplotype LL. OAR3 2 T. Ainsi, on a mis en évidence 3 haplotypes qui sont,
ensemble, des bons prédicteurs du génotype a SOCS?2.

ii. Lien entre LL_OAR13_1a et le géne de
résistance/sensibilité a la tremblante PRNP en race
Lacaune

L’haplotype identifi¢ en race Lacaune LL_OAR13 1la présente dans sa région le géne PRNP.
Ce geéne code pour la protéine prion, a 1’origine de la tremblante ovine ( ).
Quatre haplotypes principaux (ARR, AHQ, ARQ et VRQ) au gene PRNP, correspondant a 3
polymorphismes présents dans trois codons (136, 154 et 171), sont utilisés en sélection
( ). Depuis 2004, tous les béliers sont génotypés au géne PRNP a I’age de 2-3
semaines et seuls les animaux ARR/ARR sont gardés, ’allele Q étant responsable de la
sensibilité a la tremblante. Etant donné que les animaux les plus anciens disponibles dans
I’¢tude sont de millésime 1996, un déficit en homozygotie pourrait étre associé a 1’allele Q
(exon 171) contre sélectionné dans la population. Cependant, I’haplotype LL_ OAR13 1la et
I’allele Q ne montrent pas de lien ( ). De plus, le calcul de la fréquence de 1’all¢le
Q( ) montre qu’un déficit lié a cet alléle n’aurait pas pu étre détecté (fréquence
<1%) par cette méthode. Ainsi, LLL OAR13 1la ne semble pas li¢ a I’allele Q de I’exon 171 du

gene de sensibilité a la tremblante.

2. Identification de génes candidats dans les régions ne
disposant pas d’animaux séquencés porteurs des haplotypes en
déficit

Lorsque I’information des séquences tout génome n’était pas disponible, une approche génes

candidats fonctionnels présents dans les régions des haplotypes d’intérét a été réalisée. On fait
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Lien entre I’haplotype LL_OARI13_1a et I’alléle Q de sensibilité a la tremblante
(exon 171) du géne PRNP (OAR13) en race Lacaune. + : Correspond aux autres haplotypes présents
dans la méme région que I’haplotype LL OARI3 la. 17 205 génotypages au géne PRNP sont
disponibles en race Lacaune.

Génotypes Q/Q Q/R R/R  Total
LL_OAR13_1a/LL._OAR13_1a 0 0 0
LL_OAR13_1a/LL._OAR13_1+ 10 1048 1058
LL_OAR13_1+/LL_OAR13_1+ 133 16010 16147

Total 143 17058 17205

= ok O O

Calcul de la fréquence de I’alléle Q (codon 171 du géne PRNP) en utilisant le calcul

d’équilibre de Hardy-Weinberg en race Lacaune ( )
Q/Q QR R/R Total
Nb. Obs. 4 143 17058 17205
Fréq. Obs. 0,02% 0,83% 99,15% 100,0%
Fréq Att. 0,002% 0,874% 99,124% 100,0%
Nb. Att. 0 150 17054 17205

Fréquence allélique Q : 0,4%
Fréquence allélique R : 99,6%

Identification des principaux génes candidats fonctionnels localisés dans les régions
probablement associées a des mutations létales ne disposant pas d'animaux séquencés (déficit
100%) en races Lacaune et Manech a Téte Rousse.

Génes candidats fonctionnels et positionnels

Région (dapreés GeneCards https://www.genecards.org ( )

Cluster genes HOXC (Homeobox, intervient lors du développement embryonnaire),
MAP3K?2 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 12, différenciation
neuronale), AMHR?2 (Anti-Mullerian Hormone Receptor Type 2, développement organes
génitaux), SP1 (Spl1 Transcription Factor, réparation de 1'ADN, remodelage de la
chromatine), SP7 (Sp7 Transcription Factor, facteur de transcription spécifique des o0s),
LL OAR3 4  AAS (Aladin WD Repeat Nucleoporin, protéine régulatrice, développement du systéme
nerveux central et périphérique), ESPL1 (Extra Spindle Pole Bodies Like 2, Separase,
stabilisation des chromatides), RARG (Retinoic Acid Receptor Gamma, régulation de la
transcription), ZNF740 (Zinc Finger Protein 740, régulation de la transcription), TNS2
(Tensin 2, régulation de la migration cellulaire), EIF4B (Eukaryotic Translation
Initiation Factor 4B, signalisation cellulaire).
Cluster génes codant pour des histones (H2B type 2-F, H3, H2A type 2-A, H2B type
MTR OARI 2 2-E, constituants protéiques des chromosomes), SF3B4 (Splicing Factor 3b Subunit 4,
assemblage des complexes spliceosomes).
GPR149 (G Protein-coupled Receptor 149, transduction cellulaire), DHX36 (DEAH-Box
Helicase 36, Stabilisation de I'ADN) - MBNL1 (Muscleblind Like Splicing Regulator 1,

1\1\//1[2‘%_(())%%11_?:1/ régulation de la transcription, impliqué dans la dystrophie myotonique), IGSF10

- - Immunoglobulin Superfamily Member 10, migration des neurones), MED12L (Mediator
Complex Subunit 12L, régulation de la transcription).

CENPQ (Centromere Protein @, sous-unités des centromeéres), CRISP2 (Cysteine Rich

Secretory Protein 2, Capacitation des spermatozoides), CRISP3 (Cysteine Rich Secretory

MTR OAR20 1 Protein 3, structure des spermatozoides, implantation de 'embryon), CRISP1 (Cysteine

Rich Secretory Protein 1, fusion spermatozoide-ovule), TFAP2D (Transcription Factor
AP-2 Delta, facteur de transcription), TFAP2B (Transcription Factor AP-2 Beta, facteur
de transcription).



I’hypothése qu’une mutation dans un geéne intervenant lors du développement embryonnaire,
ou dans la structure de ’ADN peut étre a 1’origine de la mort de I’animal ou de tares génétiques.

En effet, la recherche de génes candidats montrent que dans les régions potentiellement
associées a des mutations létales (LL OAR3 4, MTR OARI 2a et MTRI 3a/
MTR _OARI 4a et MTR OAR20 1la), on retrouve des geénes dont leurs fonctions sont
essentielles au développement embryonnaire (mise en place de structure, modification de la
structure de ’ADN..., ). En race Lacaune, un cluster de genes HOXC est présent
dans la région de localisation de I’haplotype LL_ OAR3 4. Il s’agit de genes intervenant
pendant le développement embryonnaire lors de I’organogenése. La région MTR _OARI 2
contient un cluster de geénes codant pour des histones (constituants protéiques des
chromosomes). Au sein de la région MTR _OAR20 1, on observe la présence des genes
TFAP2D et TFAP2B qui codent pour des facteurs de transcription, jouant un réle majeur au
cours du développement embryonnaire ( ). Cependant dans ces régions, on
trouve également des genes impliqués dans la fonction de reproduction. En effet, on retrouve
le géne AMHR? intervenant dans le développement des organes génitaux (région
LL OAR3 4). Au sein de la région MTR_OAR20 1, un cluster de génes CRISP est identifié,
ces genes sont importants pour assurer une bonne fertilité male.

En ce qui concerne les régions ou 1’on a des déficits partiels en homozygotie, on retrouve
¢galement des genes intervenant dans la structure de I’ADN, ou codant pour des facteurs de
transcription, ou encore intervenant dans des voies de signalisation cellulaire ( ).
Ainsi, une mutation délétere a 1’état homozygote dans I’un de ces génes pourrait étre a 1’origine

d’une altération de la survie du jeune animal ou d’une réforme précoce des animaux.

1. Etude d’un potentiel avantage des individus hétérozygotes
sur les caractéres en sélection

Des haplotypes en déficit en homozygotie associé¢s a des mutations 1étales ségrégent dans les
deux populations étudiées a des fréquences non négligeables. La conservation de telles
mutations pourrait s’expliquer par un avantage sélectif. Ainsi pour I’ensemble des haplotypes
identifiés en races Lacaune et Manech, on évalue ’effet des différents haplotypes sur les
caractéres en sélection (Production laitiere, Quantit¢ Maticre Grasse, Quantité Maticre
Protéique, Taux Butyreux, Taux Protéique, Comptage cellules somatiques dans le lait (CCS) et
les caracteres de morphologie mammaire (uniquement en race Lacaune)).

Parmi I’ensemble des haplotypes en déficit d’homozygotie, quatre d’entre eux en race

Lacaune et un en race Manech présentent un avantage a 1’état hétérozygote ( ). En
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Etude d’un potentiel avantage sélectif entre individus porteurs hétérozygotes et non
porteurs des haplotypes identifiés en races Lacaune et Manech a Téte Rousse. Seuls les résultats
significatifs sont montrés. ! Les astérisques indiquent le degré de significativité associés aux seuils
0=5% (*), 0=1% (**) et a=0,1% (***) corrigés par la correction de Bonferroni, > He : Hétérozygote, >
erreur-type. Lait: Production laitiére (Litres), QMP : Quantit¢ Mati¢re Protéique (hg), TB : Taux
Butyreux (hg), TP : Taux Protéique (g/L), CCS : Comptage Cellules somatiques (exprimé en écart-type
génétique). Une différence verte indique un effet favorable sur le caractére pour 1’hétérozygote
(Respectivement, différence rouge : défavorable). Les régions associées aux haplotypes présentant un
déficit de 100% sont représentées en orange.

Effectif  Effectif Moyenne non Moyenne Dliiiz?lr;ze
Haplotype Caractére P-value! non porteurs porteurs porteurs [He] p
) . [He]/non
porteurs [He]2 (Lsmeans =+ e.t.3) (Lsmeans + e.t. 3)
porteurs
LL_OAR3_la QMP (hg) dekk 5159 303 10,560 =+ 0,10 8,67 <+ 0,38 -1,83 hg
LL_OAR3_la TP (g/L) dekk 5158 302 0,73 <+ 0,02 0,41 =+ 0,07 -0,32 g/Lh
LL_OAR3_la CCS (a,) L 5145 302 -0,012 = 0,007 -0,124 = 0,028
LL_OAR3_4a Lait (L) ek 5260 218 31,22 + 0,21 39,06 + 0,95
LL_OAR3_4a QMP (hg) ekk 5242 220 10,31 =+ 0,10 12,32 = 0,45
LL_OAR3_4a TB (g/L) dekk 5246 221 0,95 <+ 0,03 0,15 =+ 0,15 -0,79 g/LL
LL._OAR3_4a TP (g/L) dekk 5239 221 0,73 <+ 0,02 0,24 =+ 0,09 -0,49 g/L
LL_OAR4_1a TP (g/L) o 5069 391 0,70 <+ 0,02 0,95 =+ 0,07
LL_OAR17_1a  Lait (L) ek 5348 129 31,40 + 0,21 37,18 + 1,24

MTR_OAR9_1la CCS (gy) * 1376 194 0,031 + 0,026 -0,114 + 0,044



particuliers pour les haplotypes en déficit complet, les filles des béliers Lacaune porteurs
hétérozygotes de ’haplotype LL__ OAR3 1la ont une meilleure santé de la mamelle, associée a
moins de cellules somatiques dans le lait que les brebis non porteuses de cet haplotype (-0,1a).
Néanmoins, cela entraine une dégradation du taux protéique. Les porteurs de LL. OAR3 4a ont
des filles qui montrent une meilleure production laitiére (+7,8L), mais associée a la dégradation
des taux (protéines et lipides). Le lait des brebis porteuses de I’haplotype L. OAR 4 la est
plus riche en protéines. Seul, I’haplotype LL OARI17 1, présentant un déficit partiel en
homozygotie, conduit a améliorer la production laitiére des hétérozygotes (+5,8L). En race
Manech, les porteurs de MTR_OAR9 1a ont une meilleure santé de la mamelle associée a un
comptage cellulaire plus faible (-0,140y).

Les individus hétérozygotes porteurs de L. OAR3 2 T (et donc de I’allele T du variant
SOCS2) sont prédisposés aux mammites (concentration de cellules somatiques élevée :
+0,200,) ( ). Cette mutation a un effet pléiotrope sur la production laiticre (+4,2
litres) et les quantités (QMG et QMP). Néanmoins, cela conduit a dégrader le TB (-0,8g/L) et
la morphologie de la mamelle (réduction de la distance plancher-jarret de -0,120,, associée a
des mamelles qui tombent). Lorsque I’on regarde les effets des trois haplotypes qui prédisent
le génotype a SOCS?2, on constate que les hétérozygotes ont un comptage cellulaire élevé,
associ¢ a une meilleure production laitiere a I’origine de la dégradation des taux et des
caracteres de morphologie mammaire. On peut également noter que les 3 haplotypes identifiés

n’ont pas les mémes effets ( ).

2. Evaluation de limpact des haplotypes sur lefficacité
reproductive male

a. Etude de la fertilité
La comparaison entre porteurs et non porteurs pour chacun des haplotypes identifiés ne
montrent pas de différences significatives pour la fertilité a I’IA et la fertilité globale des béliers.
b. Qualités de semences
L’analyse de la qualit¢ des semences des béliers Lacaune et Manech ne montrent pas de
différences significatives entre porteurs et non porteurs des haplotypes. En effet, les valeurs de
motilité, volume et concentration observées sont conformes aux objectifs : Motilit¢ >4,

concentration > 2 milliards spz/mL et volume compris entre 0,5 et 2 mL ( ).

La méthode développée par ( ), permet par une approche « bottom-up » de mettre
en évidence des anomalies dans les deux races ovines en recherchant des haplotypes en déficit

en homozygotie.
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. Etude d’un potentiel avantage sélectif entre individus porteurs et non porteurs des

haplotypes associés au variant SOCS2 (OAR3). Seuls les résultats significatifs sont montrés. ' Les
astérisques indiquent le degré de significativité associés aux seuils 0=5% (*), a=1% (**) et 0=0,1%

(***) corrigés par la correction de Bonferroni, > He : Hétérozygote,

3

erreur-type. Lait : Production

laitiere (Litre), QMG : Quantité Matiére Grasse (hg), QMP : Quantité Matiére Protéique (hg), TB : Taux
Butyreux (g/L), TP : Taux Protéique (g/L), CCS : Comptage Cellules somatiques (écart-type génétique).
Les caractéres de morphologie mammaire (profondeur du sillon, PLJ : distance Plancher-Jarret) sont
exprimeés en écart-type génétique. Une différence verte indique un effet favorable sur le caractére pour
I’hétérozygote (Respectivement, différence rouge : défavorable).

Haplotype

LL OAR3 2T
LL OAR3 2T
LL OAR3 2T
LL OAR3 2T
LL OAR3 2T
LL OAR3 2T
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2a
LL_OAR3_2b
LL_OAR3_2b
LL_OAR3_2b
LL_OAR3_2c
LL_OAR3_2c
LL_OAR3_2c

LL_OAR3_2c

Caracteére

Lait (L)
QMG (hg)
QMP (hg)
TB (g/L)
CCS (a,)
PLJ (,)
Lait (L)
QMG (hg)
QMP (hg)
TB (g/L)

CCS (a,)

Sillon
(ag)

PLJ (d,)
QMP (hg)
TB (g/L)
CCS (a,)
Lait (L)
QMP (hg)
TB (g/L)

TP (g/L)

Effectif
non
porteurs

P-value!

X

3897

*kk

3879

kkk

3884

X

3880

X

3880

*kk

3576

kkk

4944

kkk

4928

X

4928

*kk

4933

kkk

4920

kkk

4383

*kk

4528

kkk

5134

kkk

5134

kkk

5121

kkk

5279

X

5260

kkk

5265

X2

5258

Effectif
porteurs
[He]?
1560
1561
1557
1566

1546
1416
533
532
533
533
526
471
480
327
332
325
199
202
202

202

Moyenne non
porteurs
(Lsmeans + e.t.3)

30,29
12,71

9,59

31,09
12,90
10,15

0,97

-0,035

-0,219

0,356

10,27

0,97

-0,028

31,23
10,29
0,95

0,73

+

+

+

0,24 34,44
0,16 14,00
0,11 12,25
0,04 0,36

0,008 0,122
0,014 0,269
0,22 35,26
0,14 14,87
0,10 12,41
0,03 0,46

0,008 0,122
0,006 -0,307
0,012 0,174
0,10 12,25
0,03 0,03

0,007 0,126
0,21 39,60
0,09 12,88
0,03 -0,01

0,02 0,22

+

+

Moyenne
porteurs [He]
(Lsmeans =+ e.t. 3)

Différence
porteurs
[He]/mon
porteurs
0,36
0,24
0,17
0,06 -0,78 g/LL
0,013 +0,201 g,
0,020 -0,123 g4
0,58
0,40
0,29
0,10 -0,50 g/L
0,021 +0,157 g,
0,019 -0,088 g,
0,003 -0,182 g,
0,37
0,12 -0,94 g/LL
0,009 +0,154 o,
0,99
0,47
0,15 -0,96 g/L
0,09 -0,51 g/LL

Déséquilibre de liaison entre I’haplotype LL_OAR3_4a et les haplotypes associés a
la mutation SOCS2 (OAR3). Les calculs sont réalisés a partir des génotypes phasés des 19 102 animaux

Lacaune.
LL OAR3 2 T
OAR3 (Alléle muté T du LL_OAR3_2a LL_OAR3_2b LL_OAR3_2¢
géne SOCS2)
LL_OARS3_4a 9% (1,7 Mb) 0% (1,7 Mb) 0% (1,7 Mb) 71% (1,7 Mb)




A partir des génotypages phasés, la recherche d’haplotypes en déficit d’homozygotie dans les
populations ovines laitieres Lacaune et Manech a Téte Rousse a permis de mettre en évidence
12 haplotypes en race Lacaune et 6 haplotypes en race Manech a Téte Rousse. Ces haplotypes
sembleraient étre associés a des mutations létales (du stade embryonnaire a la phase d’élevage

du jeune animal) ou a I’origine de réformes précoces (animal viable, mais écarté de la sélection).

1. Identification de génes et de polymorphismes candidats pour
la 1étalité embryonnaire

Lors de cette étude, quatre haplotypes en race Lacaune (LL OAR3 1la, LL OAR3 4a,
LLOAR4 la et LL OARI13 la) et trois haplotypes en race Manech (MTR OARI 2a,
MTR _OARI1 3a/MTR OARI1 4aet MTR OAR20 1la)semblent étre associés a des mutations
Iétales liées a un déficit total d’homozygotie dans la région génomique ou elles se trouvent.

Le déficit de I’haplotype L. OAR3 4a (fréquence 4,2%) est probablement associé a
une mutation dans un gene HOXC affectant le développement embryonnaire. Le maintien de
cette mutation s’explique par un avantage sélectif des hétérozygotes li¢é a une meilleure
production laitiere. L’étude des caractéres enregistrés en sélection montre que I’haplotype
LL OAR3 4a présente les mémes différences entre porteurs et non porteurs que I’haplotype
LL OAR3 2c associé¢ a SOCS2. Les deux régions ne sont distantes que de 1,7 Mb et le calcul
de déséquilibre montre une association importante (r*=71%) entre ces deux haplotypes
( ). On peut émettre 1’hypothese que I’haplotype LL. OAR3 4a est li¢ a SOCS?2 et
que la sélection sur SOCS?2 a contribué par un effet auto-stop a maintenir une mutation récessive
délétere a découvrir dans un des génes HOXC dans la région de ’haplotype LL_ OAR3 4a.

La recherche de variants dans la région LL_ OAR3 1 montre que 1’haplotype identifié
est associé a une mutation faux-sens dans le géene PREB affectant un domaine protéine de type
WD40. Ces domaines sont importants pour les interactions entre protéines et participent a la
régulation de la transcription ( ). En race Holstein, une mutation
non-sens a ¢ét¢ identifiée dans le géne APAFI ( ) affectant également un
domaine WD40 conduisant & une mortalité embryonnaire a I’état homozygote.

( ) montrent que PREB est exprimé trés tot lors du développement
embryonnaire au niveau du systéme nerveux périphérique, du foie et de 1’ectoderme
(différenciation en épiderme et neuroectoderme). Ce geéne s’exprime ¢galement a un stade plus
tardif afin de former I’hypophyse antérieure (lieu de production de la prolactine). En milieu de
gestation, PREB est associé au développement du squelette feetal. Sur la base de ces éléments,

on peut faire I’hypothése que la mutation identifiée est une mutation létale embryonnaire en
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race ovine Lacaune. Le maintien de la mutation s’expliquerait par un avantage a I’hétérozygote,
ces derniers étant moins sujets aux mammites. En effet, les hétérozygotes montrent un
comptage des cellules somatiques du lait plus faible que les non porteurs (-0,1dy), ce qui
équivaut a un an de progres génétique ( ). Seul cet haplotype
LL OAR 3 lamontre un lien entre I’évolution de la fréquence des individus hétérozygotes et
I’évolution du progrés génétique des caracteres ( ). En effet, la fréquence des
hétérozygotes de L. OAR 3 1a chute de 8% entre les millésimes de 2000 a 2003 (dégradation
des taux pour les hétérozygotes, composition de I’ISOL : 70% Lait + 30% Taux) puis est stable
a partir de 2003 lorsque 1’on a intégré la santé de la mamelle dans I’'ISOL (pondération de %4).
Ceci pourrait expliquer le maintien dans la population de cet haplotype.

En race Manech, I’étude de la région MTR _OAR20 1 montrent la présence de deux
genes candidats 7FAP2D et TFAP2B qui codent pour des facteurs de transcription. Ils jouent
un role majeur au cours du développement embryonnaire ( ) intervenant dans
le développement de I’ectoderme. Cependant, on retrouve également dans la région un cluster
de génes CRISP, importants pour assurer une bonne fertilit¢ male. En effet, ( )
montrent le role de CRISP2 dans 1’étape de capacitation®* du spermatozoide. Il a également
été montré que les individus n’exprimant pas CRISP2 étaient infertiles. A ce stade, deux
hypothéses peuvent expliquer ce déficit : i) une mutation dans un des geénes du cluster CRISP
associée a une infertilité des homozygotes et /i) mutation embryonnaire 1étale dans 7TFAP2D ou
TFAP2B impactant la mise en place de structures embryonnaires.

La recherche de variants candidats dans la région LL. OAR4 1 n’a pas mis en évidence
de mutations affectant le codant. Cependant, parmi les variants, un SNP est identifi¢ dans une
séquence régulatrice (downstream) du géne RELN (Reelin) ( ). Il code pour une
protéine de la matrice extracellulaire intervenant dans des interactions entre cellules a 'origine
du développement du cerveau. Une délétion dans un exon du gene RELN a I’origine de la
lissencephalie** a ét¢ mise en évidence en race ovine Churra ( ) mais
n’a pas été retrouvée dans les variants issus des 68 animaux séquencés disponibles.
Confirmation de la létalité
La confirmation définitive de la 1étalité des haplotypes passe par 1’étude de la fertilité¢ des
accouplements a risque (béliers porteurs x brebis porteuses) versus les accouplements non a
risque (autres accouplements possibles). L’organisation de tels accouplements n’a pas été
possible lors de ce stage, mais sont envisagés pour la suite du travail. Nous avons tenté
d’approcher ce probléme par I’analyse de la fertilité globale et a I’IA des populations Lacaune
et Manech a Téte Rousse, mais sans montrer de différence significative entre les males porteurs

vs non porteurs des haplotypes en déficit identifiés dans notre étude. Cependant, la fréquence
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Animal A T/T AGGGGGGGCAGAGCAGAA/AGGGGGGGCAGGACAGGG
Animal B AGGGGGGGCAGAGCAGAA/AAGAAGGACGGGAAAGAA
Animal C AGAGGGGGAAGAGAAAGA/GAGAGGGGCAGGAAAGGA
Animal D AGGGGGGAAGGGAAGAGG/AAGAAAAGCGAAGCAAGA
Animal E GAAGAGAGCGGAGCAGAG/AGGGGGGAAAGGAAGGGG
Animal F AGGGGGGGCAGAGCAGAA/AAAAAAGAAAGGACGGAA

XM_004006258.3

Figure 26. Génotypes au variant (C>T entrainant la substitution non conservative R96C) du
gene SOCS2 (OAR3) des 6 animaux séquencés tout génome, porteurs de I’alléle T (issus des
séquences tout génome des 68 animaux disponibles au laboratoire). La visualisation des données de
séquences est effectuce sous IGV(Integrative Genome Viewer, v.2.5.3, ). Les
haplotypes associés a ces animaux sont indiqués (présents dans la région LL. OAR3 2).



des animaux porteurs de ces haplotypes est faible et nous n’avions pas le génotypage des brebis

pour se focaliser sur les accouplements a risque.

2. Identification de mutations affectant le jeune animal

La recherche de déficit en homozygotie a permis de mettre en évidence 8 haplotypes en race
Lacaune et 3 haplotypes en race Manech présentant des déficits partiels d’animaux
homozygotes (81 a 96%). La recherche de geénes/variants candidats montre la localisation dans
ces régions de genes assurant des fonctions liées a la structure de I’ADN ou intervenant dans la
mise en place de tissus au cours du développement de 1’animal. On peut penser que les jeunes
béliers homozygotes présentent des défauts morphologiques expliquant leur réforme (pouvant
¢galement conduire a une mortalité¢ tardive). Par exemple, ’haplotype le plus significatif
LL OAR3 3a ségrége a une forte fréquence dans la population (12,1%) et semble étre associé
a une mutation non-sens conduisant trés certainement a une perte de fonction totale de la
protéine du géne CCDC635. ( ) montrent que le géne CCDC65 est associé a la
dyskinésie ciliaire primitive. Il s’agit d’une maladie génétique pulmonaire affectant la
régulation du complexe nexine-dynénine. Les patients homozygotes pour la mutation identifi¢e
présentent des détresses respiratoires, une mauvaise implantation des organes et peuvent étre
infertiles (motilité réduite des spermatozoides). La fonction ciliaire du geéne a été confirmée en
utilisant un mod¢le animal (zebrafish) qui démontre le réle du géne CCDC65 dans la
structure/assemblage du complexe nexine-dyénine, associé¢ a des battements de cils ralentis
suite au knockdown du géne ( ). La protéine CCDC65 est également tres
fortement exprimée dans le testicule et plus particulierement dans les queues des
spermatozoides ( ) et intervient lors de la capacitation des spermatozoides.
Ainsi, la mutation associée a I’haplotype LL OAR3 3a pourrait étre liée & une mutation
affectant le jeune animal. En effet, on fait ’hypotheése que les agneaux homozygotes a la
mutation sont viables mais présenteraient des structures ciliaires (poumons, voies nasales)

malformées et ne seraient pas fertiles (motilité réduite des spermatozoides).

3. Identification d’'une mutation en contre-sélection: cas du
géne de résistance aux mammites SOCS2
La recherche de déficit en homozygotie a permis de mettre en évidence une mutation qui est
contre-sélectionnée volontairement a 1’état homozygote dans les schémas de sélection. A partir
de 3 haplotypes présents dans la région LL_ OAR3 2, on a pu mettre en évidence un haplotype
plus court associé a la mutation R96C dans SOCS2. L’analyse des données de séquence montre
que les animaux porteurs du variant SOCS2 sont porteurs également de [’haplotype

LL OAR3 2 T( ). En effet, on retrouve les résultats obtenus par ( ).
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Le génotype a SOCS?2 prédit par I’haplotype permet d’expliquer 11% de la variance du caracteére
cellules somatiques (12% dans la publication). Les individus hétérozygotes ont un comptage
cellulaire dans le lait important. Cependant, ils ont une meilleure production laitiére expliquant
le maintien de 1’allele mutée dans la population. Un comptage cellulaire élevé entraine

¢galement une dégradation des trois postes de morphologie de la mamelle ( ).

1. Recherche de déficits en homozygotie

L’efficacité de la méthode de détection de segments en déficit en homozygotie repose sur i) un
nombre important de génotypages, ii) une fréquence de I’haplotype relativement élevée dans la
population pour pouvoir étre détecté (>1%), iii) fort déséquilibre de liaison entre I’haplotype et
la mutation délétére ( ).

Populations d’étude

Cette méthode initialement développée en bovins, est désormais possible dans d’autres races
en sélection génomique générant des milliers de génotypages de type SNP. Les animaux de
I’étude sont composés d’ovins laitiers génotypés sur les puces SNP 50K et/ou 15K. La qualité
d’imputation des marqueurs de la puce basse densité 15K vers la 50K est bonne, permettant
ainsi de rechercher des déficits en homozygotie dans 1’ensemble de la population génotypée.
Néanmoins, I’imputation n’est pas fiable a 100%. En effet, dans les cas des haplotypes
LL OAR3 laet MTR OARI1 2a on observe un individu homozygote typé sur la puce LD, on
fait ’hypothése qu’il résulte d’une erreur d’imputation des génotypes des marqueurs de la puce
50K a partir de la puce LD.

En petits ruminants, la sélection génomique est également pratiquée dans les populations
laitiéres caprines (races Saanen et Alpine). Il est donc envisageable de rechercher des mutations
1étales dans ces populations en utilisant cette méthode.

Paramétres d’exécution : Taille de la fenétre glissante et pourcentage de déficit

Le choix de la taille de la fenétre dans la recherche est un élément crucial, il ne doit étre i) ni
trop court car ’haplotype peut exister a une forte fréquence dans la population sans étre en
déséquilibre de liaison avec la mutation, il devient alors peu informatif, i7) ni trop long car la
mutation peut se retrouver par le biais de recombinaisons associée a plusieurs haplotypes (

) rendant la détection moins efficace. Une taille de fenétre comprise entre 10 et 20
marqueurs (fenétre de 0,5 a 2Mb) est le plus pertinent pour mettre en ceuvre cette recherche
lorsque I’on prend en compte la densité de marqueurs le long du génome (un marqueur SNP
informatif tout les 62kb sur la puce 50K) et I’information populationnelle. Seuls les haplotypes

obtenus de 10 et 20 marqueurs présentant un déficit supérieur a 75% ont été gardés. En effet,
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cela a permis de mettre en évidence des mutations 1étales (déficit total) mais aussi des anomalies
compromettant la survie du jeune ou conduisant a des réformes précoces (déficit partiel).
Limites de la méthode employée

En bovins, les génotypages sont pratiqués sur les taureaux et les vaches. Cela permet de
gagner en puissance dans 1’analyse puisque 1’on augmente le nombre d’animaux homozygotes
potentiellement observables (trio : descendant, pére et mére). Or, les individus génotypés pour
la sélection génomique en ovins sont exclusivement des males. Ainsi, le calcul du nombre
d’animaux homozygotes attendus repose principalement sur le trio descendant, pére et grand-
pere maternel. Le statut de la mére est prédit par son pére et la fréquence de 1’haplotype dans
la population totale. Le génotypage de femelles intervenant dans les accouplements raisonnés
permettrait d’améliorer la puissance de I’analyse.

La méthode de recherche employée montre que 1’on peut passer a c6té de mutations
associées a des haplotypes plus court. En effet, seul LL OAR3 2a avait été mise en évidence,
partiellement associé a la mutation SOCS?2 (pénétrance incomplete de I’haplotype). Cependant,
I’étude approfondie de la région met en évidence une association parfaite entre 1’allele muté T
du variant SOCS2, et un haplotype (LL_OAR3 T) d’uniquement 7 marqueurs.

De plus, par construction la méthode ne permet pas de mettre en évidence des haplotypes
ayant une fréquence <1%. En effet, la sélection pratiquée sur le géne de résistance a la
tremblante aurait di mettre en évidence un déficit en homozygotie mais la fréquence de 1’all¢le
associ¢ a la sensibilité a la tremblante est trop faible pour pouvoir signer le déficit observé dans
la région L. OAR13 1.

2. Recherche de mutations causales

Animaux séquencés disponibles dans I’étude

La recherche de variants s’est faite a partir des 68 animaux séquencés disponibles au
laboratoire. En Lacaune, 24 animaux sont séquencés et génotypés, ce qui a permis d’étudier 8
haplotypes. Malgré le faible nombre d’animaux porteurs séquencés, la disposition d’un nombre
important d’autres ovins séquencés (non porteurs) a permis de restreindre le nombre de variants
candidats respectant les différents filtres appliqués (<100 polymorphismes par région). Pour les
autres haplotypes pour lesquels nous ne disposons pas d’individus porteurs séquencés,
I’identification des mutations causales passera par le séquencage complet du génome
d’animaux porteurs (1 ou 2 animaux). Cela permettrait de confirmer ou non, par exemple, la
présence d’une mutation létale dans un géne HOXC (région LL_ OAR3 4). En race Manech a
Téte Rousse, aucune séquence étant disponible, il s’agira de la méme fagon de séquencer des
animaux porteurs et non porteurs des haplotypes d’intérét sur la base des geénes candidats

présents dans les régions (notamment dans les régions MTR_OAR20 1 et MTR OAR1 2).

32






Filtres appliqués pour la recherche de variants

Les filtres utilisés sont restrictifs expliquant que seules 3 régions sur 8 ont mis en évidence des
variants candidats. En effet, comme aucun des haplotypes identifiés dans les deux races
convergent vers les mémes régions, on fait I’hypothése que les mutations délétéres sont propres
a chacune des races. Néanmoins, une méme mutation peut se retrouver dans des races
différentes. C’est le cas de I’haplotype PRNP de la tremblante ovine, mais aussi des mutations
de prolificité ( ). Par la suite, il sera intéressant de filtrer de nouveau les fichiers
de variants qu’a partir des animaux Lacaune et de regarder si I’on trouve des variants candidats
communs a d’autres races.

De plus, on fait I’hypothese que 1’haplotype identifié est en parfait déséquilibre de liaison avec
la mutation causale. Or ceci n’est pas toujours vrai en cas de pénétrance incompléte. Par
exemple ( ), en recherchant des déficits en homozygotie, ont mis en évidence
une mutation dans le gene SDE2 (intervenant dans la maintenance des télomeres). Parmi
I’ensemble des variants présents dans ’intervalle de 1,1Mb en déficit d’homozygotie, seul un
polymorphisme présente une corrélation supérieure a 0,5 entre le statut des animaux a
I’haplotype et le génotype des variants.

De méme, dans notre étude, les bornes de recherches des variants candidats sont celles de
I’haplotype. Or dans certains cas, la mutation peut étre en dehors de I’haplotype. Par exemple,
I’haplotype associé a I’anomalie CVM est distant de 2 Mb de la mutation causale (

). Par la suite, il conviendra donc d’élargir les zones de recherches.

Au cours du stage, des régions en déficit en homozygotie et des variants candidats (associés a
ces haplotypes) ont pu étre repérés. La poursuite de ce sujet en thése, me permettra d’étudier
plus précisément ces mutations d’un point de vue moléculaire et d’étudier les autres régions
pour lesquelles on manque actuellement d’informations de séquences tout génome.

Génétique moléculaire

Une nouvelle recherche de variants va étre réalisée, prenant en compte les différents parametres
cités ci-dessus, afin de rechercher des polymorphismes candidats non mis en évidence par les
différents filtres appliqués au cours de mon stage. Dans un premier temps, nous nous sommes
intéressés seulement aux mutations présentes dans les régions transcrites. Dans, un second
temps, il s’agira d’étudier les mutations pouvant impacter les séquences promotrices ou
régulatrices et donc I’expression de geénes candidats.

Par la suite, I’objectif est de tester fonctionnellement toutes les mutations d’intérét que 1’on a

mises en évidence pour prouver leur causalité par des tests adhoc in vitro (création de mini-
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gene, mutagene dirigée, transfection, protéines recombinantes, etc...) et d’analyser 1’expression
spatio-temporelle, dans les embryons ou le jeune animal, des geénes impliqués et évaluer
I’influence des mutations (RT-PCR en temps réel, immunohistochimie).

Zootechnie : élaboration d’accouplements a risque

Pour pouvoir étudier les effets de ces mutations, il est nécessaire de repérer des individus
porteurs afin de générer les croisements adéquats en élevage ou en installation expérimentale
et génotyper et phénotyper leurs produits. Pour les mutations déja identifiées (dans PREB et
CCDC65), nous pouvons développer deés a présent des tests de génotypage a fagon (type
RFLP**) et sur la base des haplotypes connus, génotyper les béliers encore présents et leurs
descendants pour trouver des males et des femelles porteurs. Pour les mutations non encore
identifiées, cette stratégie pourra étre menée sur la base des marqueurs constituant les
haplotypes, mais elle sera plus lourde a mettre en place d’un point de vue génotypage.

Par la suite, I’objectif est également d’aider a établir et proposer des modes de gestion
des mutations dans les populations de petits ruminants concernées (transfert vers la filicre).
Gestion des mutations découvertes : intégration dans les schémas de sélection
L’impact économique dans la population d’une anomalie génétique dépend de 1’age
d’apparition de I’anomalie et de la fréquence de cette anomalie. Le colit économique engendré
par ’anomalie est d’autant plus important lorsqu’elle ségrége dans la population a une
fréquence élevée ( ). Ainsi, trois modes de gestions principales peuvent étre
mises en place : i) Contre-sélection de 1’anomalie : on ne rentre plus de béliers porteurs de
I’anomalie en CIA, ii) on évite les accouplements a risque en se basant sur les génotypes des
males (seuls les béliers collectifs sont génotypés) en interdisant les accouplements entre males
porteurs et filles de males porteurs, iii) on génotype les femelles (non réalisé en ovins pour le
moment) pour permettre d’éviter les accouplements a risque. De tels outils existent en bovins.
L’outils pANO, qui a été développé en race Montbéliarde ( ), a permis de
diminuer le nombre d’accouplements a risque programmés de 25% a 1,04% (prenant en compte

4 anomalies).

Le développement de la sélection génomique en race Lacaune et 8 Manech donne acces a de
nombreux génotypages utilisables pour identifier des mutations létales par un raisonnement de
génétique inverse.

La recherche de déficit en homozygotie a permis de mettre en évidence 18 régions du génome
présentant des déficits en animaux homozygotes. Ces régions varient de 0,5 a 3 Mb et les

haplotypes associés ségrégent a des fréquences de 3,9 a 17,4%.
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Parmi ces régions, 4 haplotypes en race Lacaune et 3 haplotypes en race Manech présentent un
déficit total d’animaux homozygotes, potentiellement associés a des mutations létales affectant
I’embryon (stade embryonnaire) ou le jeune (période néonatale). Les régions pour lesquelles
on dispose d’individus porteurs ont été analysées pour recherche des variants candidats. En race
Lacaune, une mutation faux-sens dans le géne PREB (intervenant lors du développement
embryonnaire) laisse supposer que I’on a identifié¢ un trés bon polymorphisme candidat. De
plus, la recherche de genes candidats dans les autres régions en déficit total montrent la présence
de génes d’intéréts (génes homéotiques, genes intervenant lors du développement
embryonnaire, génes codant pour des histones ...).

Cependant, cette méthode n’est pas spécifique des mutations 1étales. En effet, 8 régions en race
Lacaune et 3 régions en race Manech sont associées a des déficits partiels d’animaux
homozygotes. Ces déficits peuvent étre en déséquilibre de liaison partiel avec une mutation
létale ou étre associés a des mutations post-néonatales compromettant la survie du jeune ou
présentant des défauts congénitaux a 1’origine de réformes précoces. En effet, la fouille de
données de séquence tout génome en race Lacaune a permis de mettre en évidence une mutation
candidate non-sens dans le gene CCDCD65, intervenant dans la mise en place de structures
ciliaires (poumons, spermatozoides ...). Parmi ces régions, un haplotype associé¢ a la mutation
SOCS?2 a été découvert (déficit partiel li¢ a la contre-sélection d’un allele en sélection).
Certaines de ces mutations sont conservées dans la population car elles procurent un avantage
sélectif des hétérozygotes (confirmation d’un avantage pour six haplotypes).

Ces résultats sont trés encourageants pour identifier et caractériser de nouvelles
mutations délétéres en ovins. On peut voir cependant que cette approche n’est pas spécifique
des mutations déléteres et que 1’identification de la mutation et de sa fonction/ses fonctions est
primordiale avant ’utilisation de ces nouvelles informations en sélection.

L’identification de mutations létales par un raisonnement de génétique inverse s’inscrit
dans un projet de plus grande envergure sur les anomalies génétiques en petits ruminants. En
effet, un projet de création d’un observatoire des anomalies génétiques des petits ruminants en
France est en réflexion au sein de ’'UMT GGPR (Gestion Génétique et génomique des Petits
Ruminants), similaire a 1’observatoire existant en bovins « ’ONAB». De plus, le

développement des projets de séquencage complet du génome en petits ruminants (Projet

VarGoats : Www.goatgenome.org, SEQOccin en ovins et caprins :

https://get.genotoul.fr/seqoccin/) permettra d’avoir acces a plusieurs centaines de séquences

tout génome. L’analyse bio-informatique de ces données pourrait permettre d’identifier des
variants fortement délétéres par une autre méthode de génétique inverse, basée sur I’étude des

données de séquence tout génome.
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Génotypes Codon 136 Codon 154 Codon 171 Sensibilité

Treés sensible

Forme mutée A\ R Q

Forme ancestrale A R Q
Intermédiaire

Forme mutée A H Q
Forme mutée A R R Résistant

Lien entre les différents haplotypes utilisés en sélection au géne PRNP (OAR13) et
degré de sensibilité a la tremblante d'aprés ( )et ( ). La tremblante ovine
est une maladie a prion (Encéphalopathie Spongiforme Subaigiies Transmissibles ESST), affectant le
systeme nerveux central conduisant a la mort de I’animal. Le géne PRNP codant pour la protéine & prion
(PrP) a été identifié et une dizaine polymorphismes ont ét€ mis en évidence dans ce gene. Les trois plus
importants utilisés en sélection sont les polymorphismes présents dans les codons : codon 136 : Alanine
(A) > Valine (V), codon 154 : Arginine (A) > Histidine (H) et codon 171 : Glutamine (Q) > Arginine
(R). Au vu des dégats causés par cette maladie dans les années 1990, un Programme National
d’ Amélioration Génétique pour la Résistance a la Tremblante (PNAGRT) a été¢ mis en place en 2001
pour éliminer les animaux ARQ (forme ancestral) et sélectionner les animaux homozygotes ARR/ARR.
La sensibilit¢é a la tremblante est essentiellement liée a I’alléele Q. Aujourd’hui seuls les béliers
ARR/ARR rentrent en centre d’élevage.
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Description des deux populations d'étude. 19 102 animaux Lacaune et 4 900 animaux
Manech a Téte Rousse génotypés sont disponibles (Credit photo : Diane Buisson, CDEO Ordiap). A.
Répartition des animaux génotypés suivant leur sexe et millésime. B. Répartition des animaux génotypés
suivant leur densité de typage et millésime. Remarque : au moment de I’acquisition des données pour
cette analyse (mars 2019 en Lacaune et mai 2019 en Manech), tous les génotypages et choix des béliers
reproducteurs n’ont pas été réalisés pour ’année 2019. LD : typage basse densité¢, LD+50K : typages
basse densité puis sur la 50K, 50K : typage S0K.
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SNP présents dans les séquences codantes! régulatrices ou

promotrices? InDels
Déficit de présents
Région I'haplotype dans les
(en %) Faux- Non- . L e . Upstream/ séquences
sens! sens! Synonyme' 3UTR' 5UTR Downstream? codantes
LL_OAR3_1 100% 1 - - - - 5
LL_OAR4_1 100% - - - - - 1
LL_OAR13_1 100% - - - - - 3 1
LL_OAR3_3 96% - 1 1 - 1 1
LL_OAR17_1 92% - - - - - 1
LL_OAR23_1 87% - - - - - 1
LL_OAR24_1 87% - - - - - 4

LL_OAR3_2 81%

Nombre de variants candidats présents dans les régions codantes, promotrices ou
régulatrices observés dans les régions de localisation probable de mutations causales pour
lesquelles on dispose d’animaux porteurs séquencés en race Lacaune. Les régions potentiellement
associées a des mutations létales sont indiquées en orange (déficit de 100%).
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Région LL_OAR3_2
2] <t 0 © o~ [e 0] (o] (G;)] (=] — N (o] <t 0 © o~ 0 (o] [e]
LL_OAR3_2_T ®
LLOAR322 |A G G G G G G G C A A G C A A 3,46%
LLOAR32» |[A G G G G G G A A © A G G G 2,77%
LL_OAR3_2c A G G G G G G A A A G A A G A 1,79%
LLOAR32d A A A A A A G G A GG A G A A G G G 10,65%
LL_OAR3_2e G G A G A A A A A G A G G C A G G G 9,05%
LL_OAR3_2f A G A A G C G A G G A G G A A 7,02%
LL_OAR3_2g G G G G G A G G A G A G G G G 3,49%
LLOAR32h G G A G A A A A A G G c G A G 3,35%
LL_OAR3_2i G A A G G cC G G G A G G G 3,13%
LL_OAR3_2j A G A G A G C G A G G C G A A 2,97%
LL_OAR3_2k G A G A G A G C G G A G A G G A 2,90%
LL_OAR3_21 A A A A G G G C G A G A A G A G G 2,49%
LL_OAR3_2m G G A G A A A G G G A A G A G G 2,36%
LL_OAR3_2n A A A G A G G A C G G A A 1,98%
LL_OAR3_20 A A A G A G G A C G G G A 1,97%
LL_OARS3_2p A A A G A G G A A G A G G 1,81%
LL_OAR3_2q G A A G A G A G C G G A G cC G A G 1,80%
LL_OAR3_2r G A A A G G G G A A G G A A G G A 1,79%
LL_OAR3_2s A A A G A G G C G G A G A G G G 1,71%
LL_OAR3_2t A G G G A G C A G G A G G G A 1,70%
LL_OAR3_2u A A G A G cC G A G G C G G G G 1,54%
LL_OAR3_2v A A G G C G G G C A G G G 1,52%
LL_OAR3_2w A G A A G G A G A G C G G G A 1,37%

Ensemble des haplotypes observés (fréquence >1%) dans la région en déficit
d'homozygotie LL._OAR3_2 (marqueur 2113 a 2130) en race Lacaune. Le géne SOCS? est localisé
entre le marqueur 2119 et 2120. Le sous-haplotype de LL OAR3 2 « AGGGGGG » (nommé
LL OAR3_2 T) estretrouvé pour les 3 haplotypes LL_ OAR3 2a, LL. OAR3 2bet LL OAR3 2c.
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Génotypes C/IC C/T T/T Total
LL_OAR3_2a/LL_OAR3_2a 0 0 0 0
LL_OAR3_2a/LL_OAR3_2+ 2 178 3 183
LL OAR3 2+/LLL. OAR3 2+ 3544 632 & 4184

Total 3546 810 11 4367

Génotypes C/C C/IT T/T Total
LL_OAR3_2b/LL_OAR3_2b 0 0 0 0
LL_OAR3_2b/LL_OAR3_2+ 6 252 263
LL_OAR3 2+/LL._OAR3 2+ 3540 558 6 4104

Total 3546 810 11 4367

Ot

Génotypes C/C C/IT T/T Total
LL_OAR3_2¢/LL_OAR3_2c 0 0 0 0
LL_OAR3_2¢/LL_OAR3_2+ 0 150 6 156
LL_OAR3_2+/LL_OAR3_2+ 3546 660 5 4211

Total 3546 810 11 4367

Lien entre le génotype des haplotypes liés au génotype SOCS2 (LL_OAR3 2a,
LL_OAR3_2b, LL._OAR3_2c¢) et la mutation SOCS2 (OAR3) en. Race Lacaune. + : Correspond a
des haplotypes différents des haplotypes en déficit. 4367 génotypages au variant SOCS?2 sont disponibles
(béliers de millésimes 2017-18-19).
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Région LL_OARS3_2
[\
N° animal Phase = - D 2 - 2 2288883388858 8 7
[N [V [N [N [N [N [V o [V [N [V [N [V [N [V [N [N [N [N
LL_ OAR3 2 T ®
Animal 1 1 A G G G G G G|T G C A G G C G G
Animal 1 2 A G G GG G G|T G C A G G C A G A
Animal 2 1 A GGGGGG|T G C A G AGC G G A A
Animal 2 2 A GG GG G G|T A A A G G A A G G G G
Animal 3 1 A G GGG G G|T G C G A G G A G A G A
Animal 3 2 A GG GGGG|T G C A G A G C A G A A
Animal 4 1 A GG GG GG|T G C A G AGC G G A
Animal 4 2 A GGG GGG G|T A A A GG A A G G G
Animal 5 1 A G G G G G G|T A A G G A G A G G
Animal 5 2 A G G G G G G|T A A G G A G G G A
Animal 6 1 A G G G G G G|T G ¢ G A G G A G A G A
Animal 6 2 A GG GGGG|T G C A G A G C A G A A
Animal 7 1 A G GGG GGG G|T A A A GG A A G G G A
Animal 7 2 A GG GG G G|T A A A G G A A G G G G
Animal 8 1 A G GGG GG G|T A A A GG A A G G G A
Animal 8 2 A GG GG G G|T A A A G G A A G G G G
Animal 9 1 A GG GG G G|T A A A G G A A G G G G
Animal 9 2 A GGG GGG G|T A A A GG A A G G G A
Animal 10 1 A G GGG GGG G|T A A A G G A A G G G A
Animal 10 2 A G GGG G G|T G C A GG A C A G G G
Animal 11 1 A G G G G G G|T G ¢C A G A G C G G A A
Animal 11 2 A GG GG G G|T A A A G G A A G G G G

Ensemble des haplotypes observés (fréquence >1%) des animaux T/T a la mutation
SOCS2 (OAR3) dans la région en déficit d'homozygotie LL. OAR3_2 (marqueur 2113 a 2130) en
race Lacaune. Le géne SOCS?2 est localisé entre le marqueur 2119 et 2120. Le sous-haplotype de
LL OAR3 2 « AGGGGGG » (nommé LL._OAR3 2 T) est retrouvé sur les deux phases (paternelle (1)
et maternelle (2)) des 11 animaux porteurs homozygotes du variant SOCS?2.
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Région

LL_OAR3_4

LL OAR18_1

LL _OAR18_2

MTR_OAR1_1

MTR_OAR1_2

MTR_OAR1_3/
MTR_OAR 4

MTR_OAR9_1

MTR_OAR13_1

MTR_OAR20_1

Geénes candidats fonctionnels et positionnels
(d’apres GeneCards https://www.genecards.org ( ))

Cluster genes HOXC (Homeobox, intervient lors du développement embryonnaire),
MAP3K?2 (Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase 12, différenciation neuronale),
AMHR?2 (Anti-Mullerian Hormone Receptor Type 2, développement organes génitaux), SP1
(Sp1 Transcription Factor, réparation de I'ADN, remodelage de la chromatine), SP7 (Sp7
Transcription Factor, facteur de transcription spécifique des os), AAS (Aladin WD Repeat
Nucleoporin, protéine régulatrice, développement du systéme nerveux central et
périphérique), ESPL1 (Extra Spindle Pole Bodies Like 2, Separase, stabilisation des
chromatides), RARG (Retinoic Acid Receptor Gamma, régulation de la transcription),
ZNF740 (Zinc Finger Protein 740, régulation de la transcription), TNS2 (Tensin 2,
régulation de la migration cellulaire), EIF4B (Eukaryotic Translation Initiation Factor 4B,
signalisation cellulaire).

CEMIP (Cell Migration Inducing Hyaluronidase 1, migration cellulaire (surdité))),
MESDC1 (Tail Rod Domain 1/Mesoderm Development Candidate 1, différenciation du
mésoderme), CFAP161 (Cilia And Flagella Associated Protein 161, fonction des cils
mobiles), TMC3 (Transmenbrane Like 3, surdité, épidermodysplasie), APBA2 (Amyloid
Beta Precursor Protein Binding Family A Member 2, transduction de signaux), NSMCE3
(NSE3 Homolog, SMC5-SMC6 Complex Component, Complexe de réorganisation de la
chromatine).

LOXLI1 (Lysyl Oxidase Like 1, formation tissu conjonctif), STXBP6 (Syntaxin Binding
Protein 6, régulation de la formation du complexe SNARE).

Cluster génes ZMYM (Zinc Finger MYM, associé au syndrome de myasthénie entrainant
une fragilité musculaire), KIAA0319L (KIAA0319 Like, guidance axonal), TFAP2E
(Transcription Factor AP-2 Epsilon, régulation de la transcription), CLSPN (Claspin,
régulation cycle cellulaire).

Cluster génes codant pour des histones (H2B type 2-F, H3, H2A type 2-A, H2B type 2-
E, constituants protéiques des chromosomes), SF3B4 (Splicing Factor 3b Subunit 4,
assemblage des complexes spliceosomes).

GPR149 (G Protein-coupled Receptor 149, transduction cellulaire), DHX36 (DEAH-Box
Helicase 36, Stabilisation de 1'ADN) - MBNL1 (Muscleblind Like Splicing Regulator 1,
régulation de la transcription, impliqué dans la dystrophie myotonique), IGSF10
(Ummunoglobulin Superfamily Member 10, migration des neurones), MED12L (Mediator
Complex Subunit 12L, régulation de la transcription)

ZPM?2 (Zinc Finger Protein, FOG Family Member 2, facteurs de transcription), DCSTAMP
(Dendrocyte Expressed Seven Transmembrane Protein, ostéoclastogenése, différenciation
de la myéloide).

CDK5RAP1 (CDK5 Regulatory Subunit Associated Protein 1, modification de 1'ADN),
SNTA1 (Syntrophin Alpha 1, jonctions cellulaires des muscles, associé a de l'arythmie
cardiaque), RALY (RALY Heterogeneous Nuclear Ribonucleoprotein, épissage de ' ARN pré-
messager, développement embryonnaire), MAP1LC3A (Microtubule Associated Protein 1
Light Chain 3 Alpha, intéraction entre microtubules et composés du cytosquelette), PIGU
(Phosphatidylinositol Glycan Anchor Biosynthesis Class U, controle division cellulaire).
CENPQ (Centromere Protein @, sous-unités des centromeéres), CRISP2 (Cysteine Rich
Secretory Protein 2, Capacitation des spermatozoides), CRISP3 (Cysteine Rich Secretory
Protein 3, structure des spermatozoides, implantation de l'embryon), CRISP1 (Cysteine
Rich Secretory Protein 1, fusion spermatozoide-ovule), TFAP2D (Transcription Factor AP-
2 Delta, facteur de transcription), TFAP2B (Transcription Factor AP-2 Beta, facteur de
transcription).

Recherche de génes candidats dans les régions présentant un déficit en homozygotie
dont I’on ne dispose pas d’animaux porteurs séquencés en races Lacaune et Manech a Téte

Rousse.
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L’amélioration de la reproduction et la fertilité¢ est essentielle chez les ovins. Des mutations
récessives homozygotes déléteres peuvent émerger sous 1’effet de la consanguinité et engendrer
des conséquences néfastes sur le développement embryonnaire ou la survie du jeune (mutations
1étales). Pour repérer de telles mutations, une approche de génétique inverse a été réalisée pour
identifier des déficits en homozygotes dans certaines régions du génome a partir de données de
génotypage haut-débit venant de la sélection génomique pour les races ovines Lacaune et
Manech a Téte Rousse. Dix-huit régions haplotypiques de 0,5 a 3 Mb présentent entre 81 et
100% de déficit en homozygotie. Les fréquences de ces haplotypes en déficit sont comprises
entre 3,9 et 17,4%. Parmi ces régions, quatre haplotypes en race Lacaune et trois haplotypes en
race Manech présentent un déficit total d’animaux homozygotes, associés a des mutations
létales. L’exploration des données de séquence tout génome en race Lacaune a permis de mettre
en évidence deux mutations candidates fortement délétéres dans les génes PREB (intervenant
lors du développement embryonnaire) et CCDC65 (mise en place de structures ciliaires).
Cependant, la sélection génétique peut aussi engendrer des déficits d’homozygotie liés a un
gene en sélection, le géne SOCS?2 de résistance aux mammites. L’intégration de ces anomalies
dans les schémas de sélection pourra étre prises en compte afin de limiter les accouplements a
risques lorsque la causalité de ces mutations sera confirmée.

mutation létale récessive, anomalie génétique, sé€lection génomique, génétique
inverse, haplotype en déficit d’homozygotie, ovins (Ovis aries)

Reproduction and fertility are two main concerns in dairy sheep. Deleterious homozygous
recessive mutations may emerge as a result of consanguinity and may have consequences on
embryo development or survival of the young animal (so-called lethal mutations). To identify
such mutations, a reverse genetic design was conducted to identify homozygous deficit in some
chromosome segments. High-density genotyping data from genomic selection were used in two
dairy sheep breeds, Lacaune and Manech a Téte Rousse. Eighteen regions with haplotypes
covering 0.5 to 3 Mb exhibit deficit in homozygosity (from 81 to 100%). The frequencies of
these haplotypes are between 3.9 and 17.4%. Among these regions, four Lacaune haplotypes
and three Manech haplotypes show a total deficit of homozygous animals probably associated
with lethal mutations. In Lacaune dairy sheep, the screening of whole genome sequence data
revealed two highly deleterious variants in the PREB (involved during embryonic development)
and CCDC65 genes (establishment of ciliary structures). However, genetic selection can also
lead to homozygosity deficits linked to a gene under selection (such as SOCS2 gene associated
to resistance to mastitis). If the causality of these variants is confirmed as lethal mutations, their
integration in selection schemes could be considered in order to avoid matting between animals
carrying the same mutation.

recessive lethal mutations, genetic disorder, genomic selection, reverse genetic
screens, homozygous haplotype deficit, sheep (Ovis aries)



