Gestion des cellules reproductrices pour assurer la durabilité de la diversité génétique des volailles.

 Conservation des ressources génétiques aviaires est basée sur la cryopréservation de la semence.

( Blesbois et al, 2006;2007;2010, Thélie et al.,2019) )  Cryobanque Nationale Aviaire :

Races anciennes ou rares en danger de disparition, lignées expérimentales, lignées commerciales.

Limitations de la Cryobanque du Sperme :

• Le patrimoine génétique des femelles 'est pas préservé + Z W ZZ 98 % avec la semence congelée 4 ans (Blesbois et al., 2011) • Restauration du génotype est très longue :

 L'oeuf est télolécithe (grande quantité de vitellus)

ovocytes et embryons non congelable

 Cryoconservation et greffe des ovaires des poussins d'un jour (Song & Silversides, 2006, 2007a, 2007b;Liu, 2013;Liptoi et al., 2013).

Contraintes pour conserver les cellules reproductives femelles

pas assez maitrisées, compétences en chirurgie, beaucoup de questions restent à résoudre

Cellules germinales primordiales (PGCs) : stratégie alternative et complémentaire à la semence 

OBJECTIFS

• durée de culture, cryopreservation hPSCs, mPSCs, hESCs.

• PGCs males et femelles sont affectées différemment par environnement in vitro • faire la démonstration de la maîtrise fonctionnelle des outils d'édition du génome chez le poulet.

• caractériser in vivo quelques-uns des acteurs moléculaires impliqués dans différents phénotypes d'intérêt (5 gènes d'intérêt sont choisis).

OBJECTIFS

Coordinatrice : Amélie Juanchich A) Création de lignées de PGCs GFP+ Premiers Résultats

  PGCs : cellules souches embryonnaires unipotentes prédestinées à se développer en gamètes et qui peuvent devenir pluripotentes dans certains environnements in vitro. • technicité, laboratoire équipé culture cellulaire • taux de transmission germinale variable 0-100% (% (nombre poussins issus de cellules germinales donneuses/nombre poussins nés) x2)  Causes : mal connues • qualité de PGCs donneuses • compétition cellules hôte-cellule donneuses • qualité d'injection Développement d'un hôte stérile  Développer le dispositive de conservation et restauration des ressources génétiques aviaires males et femelles basée sur les PGCs  Etudier l'impact des facteurs susceptible d'influencer la qualité des PGCs sur l' intégrité moléculaire et reproductive de ces cellules : la durée de culture, cryopreservation, sexe des cellules

(

  Van de Lavoir et al, 2006; Song et al, 2013, Nandi et al.2016, Park and Han, 2013; Macdonald et al, 2010) (Garitaonandia et al., 2015; McEwen et al.; 2013; Wagh, 2011; Hawkins K, 2014 ) 

  transmettent mieux le génotype donneur que les chimères germinales mâles Effet de la durée de la culture et de la cryoconservation sur la méthylation de l'ADN des PGC: étude RRBS + Males Restauration du génotype en une génération en utilisant les chimères germinales Homozygotes? intérêt pour le l'édition du génome chez le poulet? accumulation des données « omiques » dans de différents domaines de recherche sur le modèle poulet durabilité des élevages des volailles sécurité alimentaire gestion des ressources génétiques avicoles meilleure vision des acteurs moléculaires (physiologie et pathophysiologie) fonction précise, rôle dans l'expression des phénotypes sélection et adaptation des animaux aux conditions d'élevage amélioration du bien-être animal et des biotechnologies de reproduction absence d' outils de génomique fonctionnelle en France pour le modèle « poulet »  supportent les transgènes de grande taille  permettent d'éviter le mosaïcisme d'intégration de la modification  permettent la pérennisation de la modification du génome via : a) amplification et cryopréservation des PGCs éditées. b) lignées d'animaux édités PGCs -véhicule de choix pour l'édition du génome Etapes d' edition du génome chez le poulet A) Production des PGCs B) Edition/modification des PGCs et obtention d'animaux édités

(

  A) PGCs transfectés avec un plasmide eGFP 24h post-transfection ; (B et B') PGCs exprimant la GFP après sélection antibiotique et 1 mois de culture (B) dans le visible et (B') sous UV pour voir la GFP ; (C) test de colonisation des gonades d'un embryon receveur par des PGCs GFP+ à 9 jours (D et D') immunofluorescence sur coupe des gonades injectées avec les PGCs GFP+ (D) certaines cellules expriment la GFP (en vert) et (D') et ces cellules expriment aussi DAZL (en rouge) qui est un marqueur des PGCs. L'ADN est marqué au DAPI en bleu.

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  

  Transmission Germinale des chimères germinales coqs

	N°Bague Culture PGCs OEufs MEI	Nés	NB nés	% NB nés/nés	taux de transmission gérminale NB %
	5505	A 1	189	145	0	0,0%	0,0%
	5542	A 1	172	142	0	0,0%	0,0%
	5543	A 1	180	125	0	0,0%	0,0%
	5593	B 1	163	78	0	0,0%	0,0%
	5592	B 1	180	115	0	0,0%	0,0%
	2593	K1	132	79	0	0,0%	0,0%
	2587	K1	121	28	6	21,4%	42,9%
	2592	K1	122	83	2	2,4%	4,8%
	2589	K1	131	106	2	1,9%	3,8%
	2584	K1	89	52	1	1,9%	3,8%
	3240	K1	107	83	0	0,0%	0,0%
	5583	A 9	185	138	3	2,2%	4,3%
	4965	B 9	149	107	0	0,0%	0,0%
	2626	K9	129	74	0	0,0%	0,0%
	2623	K9	133	39	0	0,0%	0,0%
	5600	D 1	140	68	0	0,0%	0,0%
	5601	D 1	137	88	0	0,0%	0,0%
	5570	H 1	136	87	0	0,0%	0,0%
	3236	R1	138	90	0	0,0%	0,0%
	5558	D 9	152	75	0	0,0%	0,0%
	4972	H 9	145	95	0	0,0%	0,0%
	2642	R9					

Premiers Résultats