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CONTEXTE

» Intérét d’un seul sexe pour les productions spécifiques (oeufs, chair)

-

» Cas “ Poules pondeuses”:
6 Milliard de poussins males/an a I’échelle mondiale détruits a la naissance §
50 millions en France

élimination précoce d’un des deux sexes

* contexte étique et sociétal
* coté commerciale

la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’ Euf
WY B AN

de consommation. Le 10 décembre 2019 a Pocé



* contexte étique et sociétal

» 2014 : diffusion par L214 de la vidéo sur les pratiques de traitement des poussins
males dans un couvoir breton <

Médiatisation large, nécessité d’'une réponse du gouvernement

-

» 2015 : En Allemagne : projet d’interdiction de destruction des poussin male a partir de 2017

» 2016 : En France : financement du projet SOO sur I’élaboration du procédé du
sexage des ceufs in ovo

» 2018 : Avancement d’un projet allemand du sexage in ovo. Implémentation dans
I’industrie a une petite échelle

< <IVIarche arriere pour l’interdiction de
Buzz médiatique / \

destruction des poussins en Allemagne

la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’(Euf
A FE W E R R

de consommation. Le 10 décembre 2019 a Pacé



e contexte étique et sociétal

Société

e . . L'Allemagne interdit le massacre des poussins males!
Allemagne: I'¢élimination des poussins males  w natura-sciences com_/massacre-poussins-interdiction-allemagnessa himi +

autorisée pI‘OViSOiI'emeIlt 26 mars 2018 - L'Allemagne a annoncé linterdiction du sacrifice des poussins males dans les
) couvoirs du pays dés 20117, L214 interpelle le ministre ...

Par AFP [e 13.06.20193 11h21

L'élimination des poussins males, pratique controversée de | ... - Geo
https:/fwww.geo.fr » Environnement ~
Iy & 10 heures - Des millions de poussins males tués chague année, asphyxiés ou ... pour protester

destruction poussin 2019 Q

Ld JuSuce alcinanue vainue 1 SHii@auull muusuiene uyes puussis 1idics
https:/fwww.lexpress.fr » Monde ~

Par AFP , publié le 13/06/2019 a 11:21 , mis a jour a 11:21 ___ protester contre la destruction industrielle
des poussins méles dans les élevages, devant le tribunal __.

La justice allemande valide I'élimination industrielle des poussins méles
https://www.liberation.fr/.../2019/.../la-justice-allemande-valide-l-elimination-industrie... ~

Iy & 5 heures - ... destruction industrielle des poussins males dans les élevages, devant le tribunal
administratif de Leipzig, le 13 juin 2019 Photo Jan Woitas.

fons les L'elimination des poussins males, pratique controversée ... - Orange actu
JAN WAIT o1 o : E .
Par quoi remplacer le broyage des poussins 2 - Le Figaro https://actu.orange.fr/.../l-elimination-des-poussins-males-pratique-controversee-de-l-i...

www lefigaro.fr > Economie » Consommation
28 mars 2019 - La Suisse est en passe d'abolir le broyage des poussins. .. Mais que faire des asphyxiés ou broyés: une pratique critiquée par les défenseurs ...

poussins 51l est interdit de les «liquiders? En effet, pour les ...

AFP, publié le jeudi 13 juin 2019 & 12h24. Des millions de poussins méales tués chaque année,

Une premiere technique pour éviter de broyer des poussins arrive en ... royage des poussins, castration des porcs... le gouvernement veuty ...
www lefigaro fr » Economie > Consommation ¥ ww.lefigaro.fr » Economie » Conjoncture ~

18 avr. 2019 - FIGARO DEMAIM - Pour éviter le massacre de plus de 50 millions de poussins ... une
technique allemande permet didentifier le sexe des poussins dans l'ceuf ... Alors que 50 millions de
poussins males sont éliminés chaque année 4 la ... L'Allemange interdit |e broyage des poussins

mmflnn b lm Crmmma®

la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’ Euf
‘WYE B AN

de consommation. Le 10 décembre 2019 a Pacé

} aodt 2018 - Metire fin au broyage des poussins méles ... Et pour l'arrét de la destruction
istematique des services vétérinaires veillant normalement au .



e Nionde

30 octobre 2019

Le « broyage des poussins » devrait étre interdit en France a la fin
de 2021

L'annonce de l'interdiction de cette pratique trés controversée a été
faite mercredi par le ministre de I'agriculture, Didier Guillaume.
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* intéret commercial

v’ occupation des incubateurs
v’ sexage
v’ destruction

* impact environnemental

B AT E W E R E™



CONTEXTE

* Contexte étique et sociétal
* Intéret commerciale

-

Intérét fort du development du sexage in ovo

-
&<

la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’ Euf
B AN N W E R A

de consommation. Le 10 décembre 2019 a Pacé



outils d’évaluation du sexe in ovo

> Sexage in ovo : quelles exigences?

* précision (98,5%)
e sans conséquences sur I'éclosabilité et |a viabilité des poussins
* rapidité (20000-30000 ceufs/heure)
* sans conséquences sur le cout du poussin
(Phelp, 2003)

e approches biologiques

» Comment on peut sexer les cEUfS?U (moléculaires, biochimiques, immunologiques)

invasives , noninvasives

e approches physiques
{\[ approches physico-chimiques

Quelles parametres utiliser?
s s .
. e génétiques @ @'
S S * hormonaux (stéroides sexuelles)
P * biochimiques/métaboliques
Sécurité sanitaire? * physiques

8 v y d ’ ‘ J V [ la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’(Euf

de consommation. Le 10 décembre 2019 a Pacé



Approches Biologiques

> Detection du chromosome W par PCR avant incubation
(Petitte et al., 1995)

+

r ATP5A1-W  F1 ATP synthase alpha

\ ] + CHD-W chromodomain helicase DNA
3 Eco R family of repeats binding protain
(mnor Soemain) WDKCHASW phosphokinase C inhibitor/avian

sex-specific gene
Xhal family of repeats

M F

M M F o
: z: sequence spécifique W
Eco R] family of repeaty — —— — —
P — sequence commune Z

J L

Nandi et al., 2003

blastoderme 30000-50000 cellules

prélevement™de cellules embryonnaires

: 8

viabilité des embryons Y

9 v y i ’ ‘» J Y tor la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’ Euf

e consommation. Le écembre a Pocé
d t Lel0d bre 2019 a P



Approches Biologiques

> Detection des hormones sexuelles : Estrogénes (Estradiol 17B (E2) et estrone sulfate (E1S))

Estrogenes - hormones spécifique du développement ovariens

Différentiation
histologique

Formation de la
gonade, colonisation
par les CGPs

ponte w

0

E2

“ &

© Da Silva et al, 2017 Pordiry Scien
’ 1234567 8 9101112131415 16 171819 20 21

SJOoOwars d’lcubatlo,

g JOUTR

testicule

Gill et al. (1983) : dosage des estrogenes dans le liquide allantoidien
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Approches Biologiques

» Détection des estrogenes:
® Méthode EMBREX (USA) : Estrogenes (Estradiol 17B (E2) ou estrogénes totaux)

Prélevement Jour 17 d’incubation

Détection RIA détection : transactivation ER
1 Giune JO_' : 0.7
/’ 0.6 Q
Tran et al. (2014)  précision : 100%
* pasd’impact sur I'éclosabilité
L Mais
' d | ‘ ‘ ‘ * développement du prototype?
i1 7 . . 'YX .
i lofnnalnndolalofalnenlnanlonns | _ y necessite 17 jours d’incubation
©Dasilvaetal, 2017 Pouliry Science Figure 4. Sex sorting oir’“;(; allantoic fluid samples of c‘iiT;h.broiler
(Phelps P V.. 2003 patents us chick embryos using an SSA4-based reporter with resorufin-f-d-
Y 4 galactopyranoside as a substrate in a 2-h assay. The data samples
6506570 Bl, (EMBREX)) are grouped by sex for presentation.

® Meéthode SELEGGT (2017), université de Leipzig (Allemagne): Estrone sulfate (E1S)

- R Prélévement jour 9 d’incubation
détection : ELISA *  prototype réalisé
" s JOUR * bonne viabilité

* Précision 97%

*  Prix/ceuf : 1-3 euros

Mais

* nécessite 9 jours d’'incubation

* pas assez rapide (5000 ceufs/h)

* En cours d’amélioration pour
étre rentable

11

Estrone sulfate concentration (ng/mL)

S

0.80 m =

0.604

0.404

ed ad \el/ 8
s

T ! ;

Day of incubation

A. Weissmann et al, 2013
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Couvoir holandais HatchTech B.V,,

Se I eggt http://ww.w.seIeggt.com/seleggt-procedure- distributeur allemand, Rewe
technologies/

Technologie Modele

/
/ \ \
{ 4 \
\ \ n/ (
NS y: - -
Embryo Yolk sack
oL ns
a d
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LES PREMIERS OEUFS PRODUITS SANS TUER
DE POUSSINS MALES VENDUS A BERLIN

Par CNEWS - Mis & jour le 28/12/2018 & 15:18
Publié le 28/12/2018 & 15:17

fw

Une alternative au broyage des
poussins fait ses premiers pas en
France

¥ Une alternarive au broyage des poussins fait ses premiers pas en France

f PARTAGER S TWEETER

=
(llustration) Aujourd'hui, on estime que quatre & six milliards de poussins méles sont tués
chaque année dans le monde[FREDERICK FLORIN / AFP]
% i - La lettre politique
Bonne nouvelle pour la cause animale. Les premiers de Laurent Joffrin

oeufs produits sans que l'abattage de poussins males
ne soit nécessaire ont été commercialisés & Berlin
(Allemcgne} ces derniéres semaines.

Laurent Joffrin

Adresse e-mail S'INSCRIRE

Un mignon petit poussin allemand dans un laboratoire de |'université technique de f v
Dresde, en avril 2016, dans le cadre d'un projet de sexage dans I'eeuf. Photo John
MacDougall. AFP

Grace a la technique du sexage dans 'ceuf,
développée en Allemagne, les consommateurs
pourront acheter les premiers ceufs produits en
France garantis «sans sang».

L WYA B RSN e



Approches Biologiques

» Détection des marqueurs métaboliques:

® Meéthode IN OVO (2013), Leiden University

WO 2014/021715 A2, (Bruins and Stutterheim, 2014).

Fig. 1

PLS compoent 2
o
.
o

-10

-15
-20 -15 -10 -5 0 5 10 15

PLS component 1

* projet en cours, prototype en développement —)

* Vitesse de mesure : 2 sec/egg
 Commercialisation prévue pour 2020

AT E W E R E*

Détection : glucose, la vitamine choline et I'acide aminé valine

Fig.2

H NRM spectroscopie

151

Y
LM
M LN ..r
‘*\iih M \
MO | @F
MOM @
SN M .
Mt (AN
CNEOM
NG

Promesse de sélection des ceufs sexés de
haute qualité pour la production des
animaux d’intérét ou des vacins.



Méthode physico-chimique

» Détection des substance volatile sexuellement
dimorphique dégagées par les ceufs males et femelle

Webster et al, 2015, PLOSone
Avian Egg Odour Encodes Information on Embryo Sex, Fertility and Development

(,:, Les oeufs d’un jour et de 8 jours GCMS .

: s O.M . * Benzaldehyde phenol

Fanf o ey an,t acetophenone

s v - e 2-nonanone d
5 * 2-decanone
Yow  om  om  om oo om  om e 2-undecanone

CAP axis 1

Figure 2. Temporal variation in the odour profiles of eggs containing male and female embryos.
Canonical analysis of principal coordinates (CAP) showing separation of the multivariate odour compasition
of eggs containing male (black data points) and female (white data points) eggs on day 1 (circles) and day 8
(triangles) of incubation

Les oeufs d’un jour et de 8 jours
Costanzo et al., 2016, PIOSone
The Odour of Sex: Sex-Related Differences in Volatile Compound
Composition among Barn Swallow Eggs Carrying Embryos of
Either Sex
(1R,3R,4S)-2,2,4-trimethyl bicyclo [2.2.1]heptan-3-ol

AT E W E R E*



Méthode physico-chimique

> Détection des substances volatiles sexuellement
dimorphiques dégagées par les ceufs males et femelle

Vital Farm & Novotrans Group S.A. (Corcelles, CH),OVABRITE, INC. (Austin, TX, US)

Pub. No.: US 2019/0174726 A1 Inventors: Paul Knepper, Austin, TX (US);

Bl Tites Jun. 13, 2019 Matthew OQ’Hayer, Austin, TX (US);
Jonathan Hoopes, Austin, TX (US);

Eran Gabbai, Maas (IL)

=
1710~ ELS "~ Ngard
= : :
754 : : 720
Vo U : U : U
WMolor : i

Systeme d’échantillohnage | | Systéme de détéction
e Source de vide

* Transmetteur électromagnétique
* Systeme pour collecter le / s Détécteur
gaz * Ordinateur
e Membrane : capture des

SOV
d C_I_) fertiles infertiles

5 WYSB QPN e



Approches Physiqgues (différents types de spectroscopie, RMN, IRM, autres)

» Détection par spectroscopie Raman a J 3,5 d’incubation (Galli et al., 2016)

r a9 o - m===p> Quantité différente d’ADN de 2% dans le sang entre les deux sexes

A
. 8

* découpage d’un trou dans la coquille
e détection d’un vaisseau sanguin ,
* envoie de la lumiere laser

* détection du rayonnement Raman diffus, analyse du spectre = = |2
* Fermeture du trou, incubation oo miTIIpEEw 2T D &
e précision 90%

* |’éclosabilité 81%

* permet en méme temps la détection du sexe et des ceufs infertiles
* prototype est en cours du développement
 méthode invasive, mais sans contact avec embryon

B3

Raman 1ityCIs

Nermalized fluorescence intensity
o -
@ o

m *

*

’

o N b O @ B

T Y B QSN e



Approches Physiqgues (différents types de spectroscopie, RMN, IRM, autres)

> Détection par fluorescence et spectroscopie Raman proche d’infraroufge a travers
la membrane de la coquille a J 3 d’incubation (Galli et al., 2018)

{ I O . m===p Quantité différente d’ADN de 2% dans le sang entre les deux sexes

(A) (B) 0.20 Training set Test set
Objective aperture 10
l gﬂ‘l
3
3 Laser beam ”1 g- -g 08
% Pt 2049 =04
Y [} [}
Signalsaf -‘\‘ ,,’ ‘”“”;m” K é”
membrane B 4 3 memorane -U.\ o]
1 s e
T :"‘\\._ .E 018 10
%
] z
1} 208
Signals ! n g
- 04
of blood Bloorivesee A 3
Blood cells 780 820 860 900 940 980 1020 g
Wavelength / nm ®68 10 15 20 25 30 35 40 a5 g s o 15 2o 28 3o

C Egg number Egg number
* précision 90%
* Pas d'impact sur I'éclosabilité

* permet en méme temps la détection du sexe et des ceufs infertiles
* Meéthode peu invasive, sans contact avec embryon

5 WY B QPN e



Approches Physigues

» Détection par I’'analyse hyperspectral avant la mise en incubation Hypereye (Ngadi et al., 2016)
Google Patents, https://www.google.com/patents/US20160239953.)

L'université McGill de Montreal, R&D et commercialisation supportés par Poultry Industry Council d’Ontario, Livestock Research
Innovation Corporation, Matrixspec Solutions Inc

. Starting
Hyperspec™ spectrograph, Headwall Photonics Inc. (USA)  Ege Window bandfor Accuracy
. the
900 nm to 1700 nm and a spectral resolution of 2.8 nm
&Rt Ivsées : size highest (%)
Caracterlsthues analysees : results
1-Arithmetic Mean Spectral image features, AMS Brown** 10 85 69.13
2-Trim Mean Spectral image features, TMS 336 30 23/74/77/ 83.04
3-Inf tion Ent Spectral i feat IES
nformation Entropy Spectral image features, 50 4 92.17
4-Energy Spectral image features, ES
80 ;/25/28/2 95.65
5-Homogeneity Spectral image features, HS
Meulngle 167 98.7
e 6-Contrast Spectral image features, CS .
et White*** 10 27 73.83
30 17/27 86.45
336 50 27 93.93
FIG. 6 80 1 100

C 167 99.53
* précision 99%

* permet en méme temps la détection du sexe et des ceufs infertiles avant I'incubation
* |’éclosabilité n’est pas altérée

* méthode non invasive!

e Vitesse 30000-50000/heure

le développement du prototype est annoncé S

R AT E W E R E"
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Approches Physiques

» Détection par analyse hypersctrale de la différence de couleur du plumage aJ 14

d’incubation
Les ceufs marrons Lohmann Tierzucht GmbH : jaunes vers le bas d
marrons vers le bas Q

* méthode optique

» détection par analyse hyperspectral Classification des spectres o
400 nm to 1,000 nm _ femalesamples | mlesamps prec.:|5|on‘97%
T 2 . s noninvasive
B V mais
il k e i ‘ | i ‘ | V convient aux souches avec la
R "T -+ I o I couleur du plumage liée au
A e I L | L sexe
o " awaontme " sontine détection tardive
e N

Gohler et al., 2016

2 WYSB g PN



Approche par I’édition du génome

Doran T, ASAP Animal Production, 2016
Sex selection in layer chickens

Meiosis:

separation of sex chromosomes Z

1 WY B g PN



Patent number WO 2018/216022 Al
International Publication Date 29 November 2018 (29.11.2018) W!P O PCT

Applicant: EGGXYT LTD [IL/IL]; Keren HaYessod 36,
9100760 Jerusalem (IL).
Inventor: OFFEN, Daniel; 10 Hayeshiva St., 3895500 Kfar HaRoe (IL).

* Choix de la protéine fluorescente
* Quels outils d'édition du génome
e Comment véhiculer le transgene
e Comment détecter la fluorescence

Développent :

* Transgene red fluorescent protein RFP

* Technologie CRISPR-Cas9

* Production des poulets transgéniques via cellules
germinales primordiales

e Détection : excitation avec laser vert filtre rouge

VYT S g d



Patent number WO 2018/216022 Al
International Publication Date 29 November 2018 (29.11.2018) W!P O PCT

> Détection de la fluoréscence

Cellules RFP 100000 cells
. - .I V4 r 80 P
exprimant RFP detecteu 2 L~
00, b SR 80 7 RFP 30000 cels
%° filtre E 50 g /C RFP 10000 cells
‘ - : :
3 40 " _REP 3000 cells
{/ o i d o 30 g ¥ 4 o 4 —.);’*//
4 lentille 2 i 'A::*,./“"'/\—controi
0
Source 0 50 100 150 200 250 300 350 _
de laser Pin [mW] Fig. 9
S "N 160 RFP 30000 cells

140

Pout [nW]
o8 &8 83888

//RFP 3000 cells

PR -H“""'_‘w'l_\— control

Intensité de fluorescence

R 0 100 200 300 400
Pin [mW] Fig. 10

Intensité de la source de lumiere

Q

+
infertiles fertiles
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Approche par I’édition du génome

» Avantages :
. Meéthode non-invasive
. Peut étre 100 % précise Animaux
. Peut étre rapide , transgeniques
n , : Destruction  enamont du
. Peut étre économiguement despoussins  produit
raisonnable - I e
»Inconvénients : o
. Difficilement acceptable en Europe :
. Des animaux transgéniques
. Quelles conséquences pour le génome?
. Nécessité de confiner les animaux, acces tres reglementé
. Acceptabilité par la sociéte?

VYT g ddr



LE SEXAGE IN OVO EN FRANCE, OU ON EST ?
PPILOW

Poultry and Plg Low-input and Organic production WP5
systems’ Welfare

» Projet Européen en cours de démarrage PPILOW :
LAAS CNRS, INRA, OVALIE Innovation

 Deux approches complémentaires et interactives
v Développement des mesures physiques, basées sur certaines différences

attendues dans la signature électromagnétique des embryons males et
femelles

v’ Characterisation des signatures omiques du liquides allantoique des
embryons des deux sexes (INRA, BOA, France)

VYIS g@ diw



CONCLUSIONS ?
> Accélération du développement des procédés du sexage in ovo dans un! ‘
contexte de la pression sociétale et médiatique autour des procédés

actuels de la production des poules pondeuses G

——

» Progres dans le développement de différentes méthodes du sexage in ovo, mais
aucune technique n’est complétement opérationnelle et rentable a ce jour.

* Amélioration des techniques de détection dans des analyses spectrales et développement
de nouveaux logiciels d’intégration du signal
* Développement des connaissances physiques, biochimiques et moléculaires de I'ceuf

» La technique allemande utilisant 'approche biochimique est la plus sure et la plus
aboutie a ce jour et la plus proche de commercialisation. Elle est déja effective a
petite échelle

> Les approches physiques et physico-chimiques doivent cependant prendre
le dessus dans lI'avenir puisque noninvasives et plus précoces.

La France a pris du retard dans le développement des procédés du sexage in ovo

Comment se positionner dans les années a venir?

26 v “ # ’ ‘ J Y [ la Journée ITAVI pour les Professionnels de la Poule Pondeuse et de I’ Euf

de consommation. Le 10 décembre 2019 a Pacée



MERCI de VOTRE ATTENTION
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Production des animaux édités

Reamplification in

PGC isolation
culture injection
culture - JL

1- - derivation e

@ . ®
. l'\l

- e -

- .

» R »

S0 baoary, i TR DT

L300 hapury, W 1417

Modification
génétique
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