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Introduction génerale

Les schémas de sélection des animaux d’élevage permettent I’amélioration des espéces en
faveur de caractéres d’intérét pour I’Homme tels que la production, la résistance aux maladies,
la capacité de reproduction, ou encore 1’adaptabilité aux conditions environnementales.
L’existence d’une variabilité génétique entre les individus au sein d’'une méme espéce, et
notamment des mutations, événements naturels modifiant le génome des individus d’une
géneration a une autre, est ce qui permet de réaliser cette sélection. Elle est réalisée sous
I’hypothese que les caracteres d’intérét sont déterminés par de nombreux genes a effets faibles
(déterminisme polygenique infinitésimal) (Fisher, 1918) dont la forme allélique peut étre
transmise a la descendance et dont la connaissance n’est pas nécessaire pour 1’évaluation des
individus. Cependant, cette hypothése ne refléte pas toujours la réalité. En effet, certains
caractéres peuvent étre déterminés par des génes a effets forts (genes majeurs) en plus de la
partie polygénique. Les nouvelles technologies de sequencage développées ces 30 derniéres
années ont permis d’acquérir de nouvelles connaissance quant au déterminisme génétique des
caracteres et notamment d’avoir accés au génome, aux génes majeurs, ainsi qu’aux mutations
présentes dans ces génes majeurs, pouvant donc avoir de grandes conséquences (favorables ou
défavorables) sur les caractéres. L’utilisation d’une telle connaissance est potentiellement plus
précise et efficace en sélection.

Cette these s’intéresse a une mutation présente dans un geéne pléiotrope, c’est-a-dire qui a un
effet sur plusieurs caractéres indépendants, le géne SOCS2 (Suppressor Of Cytokine Signaling
2 - suppresseur de signalisation des cytokines 2), chez la brebis laitiére. Cette mutation a été
découverte grace a I’étude des bases génétique et immunologique de la résistance aux
mammites (inflammation de la mamelle), un sujet de recherche majeur au cours de ces quinze
derniéres années pour les unités mixtes de recherche partenaires de ’'INRA (Institut National
de la Recherche Agronomique) GenPhySE (Génétique, Physiologie et Systémes d’Elevage) et
IHAP (Interactions Hotes-Agents Pathogenes). Pour l'industrie laitiere, les mammites
représentent un poids économique important en raison de l'altération de la qualité du lait et de
l'augmentation du colt de production. En effet, en petits ruminants laitiers, les pertes totales
annuelles liées aux mammites ont été estimées a environ 60 millions d’euros par an en Union
Européenne (Rupp & Foucras, 2010). Ainsi, en plus des mesures d'hygiéne mises en ceuvre, la
sélection en faveur d'une meilleure résistance aux mammites est aujourd’hui considérée et
implémentée dans les programmes d'amélioration de plusieurs races laitiéres bovines, ovines et
caprines.
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La mutation du gene SOCS2 a I’étude dans cette thése a été identifiée dans ce cadre de
recherches, & partir d'études d'association pangénomique sur le comptage de cellules somatiques
(CCS) dans le lait, un caractére lié aux mammites (Rupp et al., 2015). Les individus porteurs
de la mutation avaient une inflammation mammaire augmentée par rapport aux individus non
porteurs (effet négatif sur la santé), cette mutation expliquant 12% de la variance génétique du
caractére dans une population ou elle était présente a une fréquence de 21,7%. 1l a été démontré
de plus que la taille, le poids, et la production laitiere étaient également significativement
augmentés chez les brebis porteuses de l'allele mutant SOCS2 en comparaison au phénotype
sauvage (+24% pour la taille, +18% pour le poids, et +4,4% pour le lait entre les homozygotes
mutés et non mutés). Cette mutation est située dans la séquence génomique qui spécifie le
domaine de liaison tres conservé de la protéine SOCS-2 et entraine la perte de reconnaissance
du ligand par la protéine, comme 1’a montré un test fonctionnel. La protéine SOCS-2 est connue
pour étre impliquée dans une voie majeure de signalisation chez les Mammiferes, la voie JAK
(Janus Kinase) / STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription - transducteur de
signal et activateur de transcription), qui peut réguler un large spectre de cytokines et de facteurs
de croissance. L hypothése des auteurs concernant la découverte de cette mutation est alors que
ce rble de régulateur serait a I’origine du caractere pléiotrope du gene SOCS2 qui peut avoir un
effet sur de nombreuses fonctions biologiques (santé, croissance et production). Ces résultats
ont ainsi mis en lumiere le réle majeur du gene SOCS2 comme potentiel facteur de compromis
entre la réponse inflammatoire et la production laitiére chez la brebis laitiere, deux caracteres
de grand intérét en sélection.

Ce projet de thése s'inscrit dans le cadre des travaux en cours sur I'étude du réle du gene SOCS2
dans la prédisposition aux infections bactériennes, et de son effet pléiotrope a la fois sur la santé
et sur les caractéres de production (deux caractéres sélectionnés), au sein du projet ANR
(Agence Nationale de la Recherche) « REIDSOCS » (Robustness, Efficiency, Inflammation and
Diseases under the control of SOCS-2 - robustesse, efficacité, inflammation et maladies sous le
contr6le de SOCS-2, ANR-16-CE20-0010, 2016-2020).

Le premier objectif était de déterminer les moyens disponibles pour la prise en compte de cette
mutation pléiotrope dans le contexte de la sélection génomique, mise en place aujourd’hui en
brebis Lacaune sur plusieurs caractéres (production, sante, et morphologie mammaire). Pour y
répondre, j’ai testé différents modéles d’évaluation génétique et génomique sur les neuf
caractéres en sélection. Un deuxieme objectif de cette étude était de confirmer, valider et
découvrir I’association de cette mutation aux différents caracteres d’intérét pour la filiere ovine,

au-dela des seuls caracteres pris en compte en selection. Afin de répondre a cet objectif, de
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nombreux phénotypages originaux étaient disponibles dans des populations ovines
expérimentales et commerciales, et j’ai pu réaliser des études d’associations sur différents
caractéres en lien avec la santé, la production, la croissance et la reproduction. Enfin, un
troisieme et dernier objectif était d’identifier les mécanismes moléculaires biologiques sous-
jacents de la réponse a I’infection en début de lactation (caractéres de production également
mesurés) et différentiels entre les individus porteurs de la mutation et ceux non porteurs. Pour
ce faire, j’ai conduit une expérimentation basée sur un challenge expérimental chez des brebis
portant les génotypes SOCS2 extrémes. J’ai ensuite analysé les nombreuses données genérées
(phénotypiques, cliniques, et transcriptomiques) a I’aide d’analyses statistiques variées telles
que des modeles linéaires, des analyses d’expression des geénes, ou encore des analyses

multivariées permettant I’intégration de I’ensemble des données.

Ce manuscrit débutera par une étude bibliographique (Chapitre 1.) qui présentera dans un
premier temps le contexte scientifique entourant la prise en compte de mutations dans les
schémas de selection en élevage. Un état des lieux sur les connaissances concernant le géne
SOCS2 et ses fonctions biologiques sera ensuite réalisé. Cette partie bibliographique se
cléturera par un article de synthese bibliographique que j’ai rédigé concernant les études
génomiques sur les mammites ovines, et qui met en lumiére les relations entre ce caractere de
santé génetiqguement complexe et les autres caractéres d’intérét pour la filiére. Les démarches,
résultats et discussion des différents objectifs cités ci-dessus seront ensuite declinés. Ces
chapitres seront présentés soit sous la forme d’articles scientifiques acceptés pour publication
(Chapitres 11. et I11.), pouvant étre accompagnés de résultats et discussions complémentaires,
soit sous forme de parties structurées scientifiguement avec des résultats non encore publiés
(Chapitre 1V.). Ce manuscrit s’achévera par une discussion générale sur les travaux ainsi que
des perspectives pour la filiere (Chapitre \V.).
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Chapitre I. Introduction bibliographique

. Gestion de mutations dans les schémas de sélection

Nous débuterons cette partie par nous intéresser a 1’origine et a la nature de la variabilité
génétique qui nous permet de réaliser une sélection des individus en élevage, avec notamment
la notion de mutation qui est au ceeur de ce sujet de thése. Puis, nous présenterons les principes
généraux de I’amélioration génétique des espéces d’élevage. Enfin, nous nous concentrerons
sur les génes majeurs et mutations causales connus a ce jour chez les ruminants et a leur prise
en compte dans les schémas de sélection, et nous terminerons par la description du cas
particulier de la mutation a 1’étude, la mutation R96C dans le gene SOCS2 chez la brebis laitiére.

I.1.  Origine, nature et conseéquences de la variabilité genétique
La sélection des animaux d’élevage est permise par 1’existence d’une variabilité dans le génome
des individus au sein d’une population, se traduisant par des différences phénotypiques. Nous

allons dans cette partie présenter cette notion de variabilité génétique.

I.1.a. Définitions générales de génétique

L’information  génétique des étres vivants est contenue dans I’ADN (Acide
DésoxyriboNucléique), présent dans le noyau des cellules eucaryotes. Une molécule d’ADN
(ou polymeére nucléotidique) est composée de deux brins antiparalleles liés au niveau de bases
alléliques (ou nucléotides) (Figure 1). Ces nucléotides contiennent les bases azotées (A pour
Adénine, C pour Cytosine, G pour Guanine, et T pour Thymine), liées par paires (A avec T, C
avec G) au sein d’une structure en double hélice. On peut avoir acces a la connaissance de cette
succession de nucléotides (ou séquence) grace au séquencage.

Sur la séquence du génome humain, environ 98% des régions sont non codantes. Autrement
dit, seulement 2% de I’ADN correspond a des génes qui vont étre transcrits en ARN (Acide
RiboNucléique) messager, ou ARNm, puis traduits en protéines (succession d’acides aminés)
qui sont les principales composantes des structures des cellules et a la base de nombreuses
hormones, enzymes et anticorps nécessaires au bon fonctionnement de I’organisme. Chez
I’Homme par exemple, on compte aujourd’hui un peu plus de 20 000 genes connus codant pour
des protéines (Salzberg, 2018). Les régions non codantes restent encore trés partiellement
connues dans l’ensemble des espéces mais servent principalement a la régulation de

I’expression des genes.

Page | 22



Paire de
chromosomes

Cellule / S
en metaphase

Nucléosome

ADN en double hélice

" (double-brin)
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Figure 1 lllustration schématique de l'information génétique dans les cellules eucaryotes
(Vignal, 2011)

Abréviations : A : Adénine ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; C : Cytosine ; G : Guanine ; T : Thymine.

Chez les mammifeéres, I’ ADN est stocké dans le chromosome (Figure 1) (structure compacte de
protection) qui est présent en un seul exemplaire dans les cellules sexuelles (gameétes), et en
deux exemplaires (origines paternelle et maternelle) dans toutes les autres cellules de
I’organisme. Selon 1’espéce, le nombre de chromosomes et leur longueur varient. Par exemple,
I’Homme posseéde 46 chromosomes (2 x 22 autosomes + 2 chromosomes sexuels) dont la
longueur totale est d’environ 3 milliards de paires de nucléotides (3 000 Mb i.e. Mégabase).
Ainsi, tout individu posséde ses nucléotides en deux exemplaires (provenant de chaque
chromosome), chaque exemplaire étant appelé all¢le ou base allélique. Cette paire d’alléles est
le génotype de I’individu a une position du génome, ou locus. Le génotypage est I’accés a la
connaissance des génotypes d’un individu dont les loci sont connus. Un génotype peut étre
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qualifi¢ d’homozygote, lorsque ses deux alleles sont identiques, ou hétérozygote, lorsque ses
deux alléles sont différents. Tous les loci du génome ne sont pas polymorphes (i.e. qui possédent
plusieurs bases alléliques) : il existe des portions du génome ou tous les individus d’une
population sont homozygotes. Lorsqu’un locus est polymorphe, on parle alors de SNP (Single
Nucleotide Polymorphism - polymorphisme nucléotidique), marqueur moléculaire tres utilisé
en génétique quantitative pour le génotypage a grande échelle.

I.1.b. Les différentes sources de variabilité génétique

La variabilité génétique présente au sein d’une population résulte de la modification naturelle
du génome des individus d’une génération a une autre, c’est-a-dire que le génome du
descendant n’est pas exactement une combinaison du génome de ses parents: il y a un
phénomene de mutation. Les mutations qui affectent la descendance, principalement les
mutations dites germinales, ¢’est-a-dire présentes dans une cellule sexuelle (gaméte) d’un
individu (il existe aussi plus rarement des mutations post-zygotiques apparaissant apres
fécondation, pouvant affecter tout ou partie des cellules du nouvel organisme), sont a distinguer
des mutations somatiques qui affectent toutes les autres cellules et qui sont a I’origine de
nombreux cancers. Les mutations peuvent étre induites par des agents extérieurs mutagenes
(rayons ultraviolets ou électromagnétiques par exemple), ou spontanées (apparition aléatoire
dans une cellule), et se divisent en trois classes :

1) Mutations génomiques : polyploidisation, c’est-a-dire apparition de plus de deux
chromosomes par paire (entrainant souvent un avortement naturel),

2) Mutations chromosomiques, aussi appelées variants de structure : duplication,
translocation, inversion, délétion, ou recombinaison d’une partie de chromosome,

3) Mutations géniques, ou ponctuelles : modification dans la succession des bases azotées
(petit nombre de bases touchées) dans une région codante.

Nous allons nous attarder sur les mutations ponctuelles, au cceur de ce sujet de theése, qui sont
principalement dues a des erreurs de réplication de I’ADN, soit non détectées par les systémes
de réparation, soit mal réparées. On distingue deux types de mutations ponctuelles : les
mutations décalantes et les mutations par substitution (Figure 2).
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Figure 2 Les différents types de mutations ponctuelles et leur conséquence sur la séquence
protéique, quelques exemples concrets

Abréviations : A : Adénine ; aa: Acide Aminé; abr.: abréviation ; ADN : Acide DésoxyriboNucléique ; ARNm : Acide RiboNucléique
messager ; C : Cytosine ; G : Guanine ; T : Thymine ; U : Uracile.

Les mutations décalantes (insertion ou délétion) sont des mutations qui décalent le cadre de
lecture. Une insertion (délétion) est 1’ajout (la suppression) d’une base nucléotidique dans la

séquence ADN. Les mutations par substitution sont quant a elles au nombre de trois :

1) Silencieuse : modification d’un nucléotide sans modification de la protéine
correspondante grace a la redondance du codage des acides aminés,

2) Faux-sens : modification d’un nucléotide modifiant I’acide aminé,

3) Non-sens : modification d’un nucléotide aboutissant & un codon STOP (traduction
stoppée et protéine tronquée, donc modifiée).

Les mutations ponctuelles qui entrainent la modification d’un acide aminé peuvent étre
problématiques car la séquence protéique va étre modifiée et peut entrainer des pertes de
fonctionnalité de la proteine.

Les mutations ponctuelles sont des événements rares a 1’échelle du nucléotide. Chez I’Homme,
le taux de mutations ponctuelles par substitution a été estimé a 3,0x 108
mutations/nucléotide/génération (Xue et al., 2009). En revanche, a 1’échelle du génome (c’est-
a-dire 3 000 Mb), en appliquant ce taux de mutation, on obtient un nombre approximatif de 90
mutations par gamete, soit environ 180 nouvelles mutations par nouvel individu. A chaque
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géneration, un nombre consequent de nouvelles mutations est donc produit, faisant ainsi
apparaitre de nouveaux génotypes qui peuvent avoir des conséquences favorables ou
défavorables sur un caractere donné. Une mutation dans une région non codante peut également
avoir un effet direct sur la détermination des caracteres dans le cas ou le locus de la mutation
est en déséquilibre de liaison avec un géne codant (association non aléatoire entre loci, c¢’est-a-
dire qu’ils vont étre transmis en méme temps a la descendance).

I.1.c. Architecture génétique des caracteres
En génétique quantitative, I’investigation du déterminisme génétique des caracteres est un sujet
majeur de recherche, et s’est accélérée depuis ’arrivée des nouveaux outils de génotypage a
grand échelle que sont les puces & SNP a partir des années 1990. Ces outils permettent en effet
de connaitre simultanément le génotype de nombreux loci a la fois, de I’ordre de quelques
milliers de SNP pour les puces basse densité a quelques centaines de milliers pour les puces
haute densité.

Le modele génétique classique décompose la performance d’un individu (i.e. la mesure du
caractére en question) en un effet dd a la génétique et un effet di au milieu environnemental
(en supposant qu’il n’y ait pas d’interaction entre ces deux effets) (Fisher, 1918). Ce modele,
appelé modele polygénique infinitésimal, part du principe que les effets génétiques sont dus a
une multitude de positions du génome a effets faibles, ¢’est-a-dire que les caractéres quantitatifs
sont contr6lés par un grand nombre de génes ayant chacun un effet faible. Plus la part de la
variabilité phénotypique d’un caractére est expliquée par I’effet génétique, plus le caractére est
dit héritable, et plus la descendance aura une performance pour ce caractere similaire a celle de
ses parents. L’héritabilité d’un caractére correspond a la part de variance expliquée par cet effet
génétique par rapport a la variance totale du caractere (valeur comprise entre 0 et 1). Deux
caractéres peuvent parfois étre liés génétiquement, on parle alors de corrélation génétique. Cette
corrélation génétique peut s’expliquer par : (i) des mémes régions du genome ou genes
impliqués dans la détermination de plusieurs caractéres (on parle alors de pléiotropie), ou bien,
(ii) des régions du génome ou genes différents en déséquilibre de liaison et impliqués dans la
détermination des différents caracteres.

La recherche du déterminisme génétique des caracteres consiste donc a trouver les régions du
génome a ’origine d’un caractére, c’est-a-dire les QTL (Quantitative Trait Locus - locus de
caractére quantitatif), et, si possible, les génes et mutations causaux sous-jacents. Cette
détection de QTL se fait classiquement a 1’aide de tests statistiques d’association entre des

performances et les marqueurs moléculaires SNP a 1’aide de modéles de régression linéaires.
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Par ailleurs, on tient compte dans ces modeles de la structure de la population et de I’effet du
fond génétique a 1’aide d’une matrice de parenté (génomique ou basée sur la connaissance du
pedigree). Les SNP sont testés un a un afin de détecter quels polymorphismes sont a 1’origine
de la variabilité du phénotype étudié. Lorsque les SNP disponibles sont répartis sur 1’ensemble
du génome, on parle de GWAS (Genome-Wide Association Studies - études d’associations
pangénomiques). Dans la plupart de ces études, les SNP causaux ne comptent pas parmi les
marqueurs disponibles et I’on teste des SNP dits neutres, ¢’est-a-dire qu’ils ne sont pas en
association directe avec le phénotype. En revanche, grace au désequilibre de liaison, ces SNP
neutres peuvent étre liés aux SNP causaux. Pour cette raison, ils peuvent ressortir associés au
caractere dans les GWAS et permettre la localisation précise de la région (avec un intervalle de
confiance) du géne ou du SNP causal. Les données de séquencage sont prometteuses pour la
détection directe des mutations causales dans les études d’association mais restent encore

aujourd’hui d’un codt élevé.

Ces approches GWAS avec I'utilisation de puces a SNP ont mis en évidence la complexité des
caracteres quantitatifs déterminés par de multiples QTL a effets plus ou moins faibles, validant
ainsi avec brio la théorie du modéle polygénique infinitésimal développée un siécle auparavant
(Visscher & Goddard, 2019). Par exemple, le phénotype de taille chez I’homme (héritabilité ~
0,8) a été découvert associé, grace a un jeu de données comprenant plus de 700 000 individus
européens, a plus de 3000 loci qui n’expliquent pourtant que 24,6% de la variance génétique
(Yengo et al., 2018). Des QTL dits « a effets forts » sont des QTL au sein desquels on peut
découvrir des génes majeurs c’est-a-dire des genes qui expliquent une plus grande part de la
variance génétique. L’existence de ces génes majeurs ne remet pas en cause la composante
polygénique (autres loci déterminants a effet plus faibles) mais est a prendre en considération
et notamment dans les especes d’¢élevage ou la fixation de certains alleles de genes majeurs peut

conduire a une perte locale de diversité.

I.2.  Principes généraux de I’amélioration génétique des especes d’élevage

I.2.a. Principe général des schémas de sélection
La sélection artificielle, ou dirigée par I’Homme, des espéces d’élevage est effectuée depuis le
début de la domestication des animaux de rente au cours du Néolithique (Zeder, 2008). En effet,
les populations domestiques ont génétiquement évolué différemment des populations restées a
I’état sauvage en raison d’une part de I’adaptation a leur nouvel environnement domestique et
d’autre part selon les besoins des éleveurs (animaux conservés et mis a la reproduction étant les
plus productifs, résistants, et faciles a manipuler). De cette maniere, des phénotypes favorables
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ont vu leur fréquence augmenter dans certaines régions géographiques selon les différentes
pratiques d’élevage et conditions environnementales, aboutissant a la différenciation de

plusieurs populations au sein d’une méme espéce, appelées ultérieurement races.

Ce n’est qu’a partir du XIX®™ siécle en France que des organisations d’éleveurs se sont créées
pour permettre un gain génétique plus grand au sein de leurs troupeaux et de la population
globale, grace notamment a la mise en place de livres généalogiques par race chez les bovins a
partir des années 1850 (1855 pour la race Durham, 1922 pour la race Prim’Holstein
anciennement appelée Hollandaise, etc.). Ont suivi les especes caprines et ovines (1930 pour la
race caprine Alpine, 1942 pour la race ovine Lacaune). Grace aux enregistrements
généalogiques, ces livres permettaient également aux éleveurs de certifier de la « pureté » de
leurs animaux qui devaient se conformer au standard de la race (criteres phénotypiques) et étre
identifiés. Ces trois especes sont aujourd’hui sélectionnées au sein de nombreux Organismes
de Sélection (OS) qui mettent en ceuvre des programmes d'amélioration génétique, ou schémas
de sélection, pour une race, I’ensemble de ces OS étant coordonné par I’Institut de 1I’Elevage
(Idele), créé en 1991 a partir de la fusion de deux Instituts, ’ITEB (Institut Technique de
I’Elevage Bovin) créé en 1962, et 'ITOVIC (Institut Technique de I’élevage OVIn et Caprin)
créé en 1968. De la méme maniére, des institutions se sont créées pour 1’organisation des autres
filieres avec le SYSAAF (Syndicat des Sélectionneurs Avicoles et Aquacoles) pour les filieres
aquacoles et avicoles, créé en 1952 sous le nom de SNAA (Syndicat National des Aviculteurs
Agréés), et I’'IFIP (Institut du porc) créé en 2006 par fusion du CTSCCV (Centre Technique de
la Salaison, de la Charcuterie et des Conserves de Viandes), créé en 1954, et de I'lTP (Institut
Technique du Porc), lui-méme créé en 1961.

Le principe de base d’un schéma de sélection (Figure 3), quelle que soit la filiere, repose sur
I’élevage d’un ensemble d’individus phénotypés et évalués quantitativement sur des caracteéres
d’intérét. Parmi ces individus, la semence de ceux obtenant les meilleures performances
répondant a des objectifs de sélection bien définis par la filiére va étre disséminée a travers
I’ensemble de la population. Au sein de ces ensembles d’individus, les accouplements sont
raisonnes de maniere a limiter les pertes de diversité génétique dans la population globale (i.e.
augmentation de la consanguinité). On parle souvent d’organisation pyramidale des schémas
de sélection en raison du nombre restreint d’animaux a I’origine des descendants de la majorité
de la population. Dans les filiéres avicoles et porcines, le haut de la pyramide correspond a des
individus de lignées pures ayant des phénotypes connus et définis. Les sélections des meilleurs
reproducteurs sont réalisées dans ces lignées pures qui sont croisées pour obtenir une nouvelle
population possédant les caractéristiques a la fois paternelles et maternelles. Le niveau des
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« Multiplicateurs » est ensuite la production des individus parentaux qui, aprés croisement,
seront a 1’origine des individus élevés et commercialisés. Dans les filieres bovines, ovines et
caprines, les schémas de sélection s’effectuent par race avec un noyau de sélection qui propose
directement aux éleveurs des males reproducteurs améliorateurs (semence et/ou monte
naturelle), sélectionnés sur leurs performances ou sur ascendance.

Filieres avicoles et porcines Filieres bovines, ovines et caprines
,/'.'\. /\
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Figure 3 Représentation schématique de I'organisation des programmes de sélection francais
dans les différentes filieres d’animaux de rente

[.2.b. L’objectif de sélection et les index

Les éleveurs peuvent eux-mémes effectuer, individuellement, une sélection des meilleurs
animaux sur leurs propres performances d’intérét au sein du troupeau, ce qui peut permettre un
gain génétique peu maitrisé au cours des générations. C’est ce qu’on appelle la sélection
massale. Afin de mieux maitriser ce gain génétique (rapidité, gestion de la variabilité génétique,
etc.), I’ensemble des acteurs de la filiere (éleveurs, transformateurs, consommateurs, etc.)
déterminent collectivement un objectif de sélection. Cet objectif de sélection correspond aux
caractéres a améliorer au sein d’une population qui répondent donc a des enjeux sociétaux (se
nourrir, se couvrir, enjeu environnemental, bien-étre animal), liés aux éleveurs (production,
santeé, conformation, comportement, enjeu economique), ainsi qu’aux industriels (enjeu
économique).

Page | 29



Ces caracteres sont choisis parmi les caractéres héritables. En effet, la réponse a la selection

(A), dépend de I’héritabilité du caractére ou plus précisément de la variance génétique (o—g), de
’intensité de la sélection (), de la précision des évaluations génétiques (o), et de I’intervalle

crgXiXp

de génération (T'), selon la formule suivante: A = . L’intensité de sélection

correspond au taux d’individus retenus dans le noyau de sélection (haut de la pyramide) par
rapport au nombre de candidats possibles. Une intensité de sélection forte est favorable au
progres génétique mais représente un risque sur la variabilité génétique globale de la population.
La précision des évaluations génétiques correspond a la corrélation entre les valeurs génétiques
dites vraies (calculées a partir des performances de la descendance) et celles prédites par les
mode¢les d’évaluation que nous allons aborder dans la section suivante. L’intervalle de
génération est défini comme 1’age moyen des reproducteurs a la naissance de leurs descendants

et est fixe au sein d’un schéma de sélection.

Chez les animaux d’élevage, les principaux caractéres en sélection sont des caractéres de
production (viande, lait, ceufs) avec des notions de quantité, de qualité, et d’efficacité (produire
plus, de meilleure qualité, et plus rapidement). A ces caractéres s’ajoutent des caracteres de
reproduction (aptitudes maternelles, qualité de semence paternelle) et des caracteres
fonctionnels (qui ne rapportent pas directement mais améliorent la rentabilité en limitant les
colts de production : santé, morphologie mammaire, longeévité, etc.). De nombreuses études
sont également en cours pour I’intégration de caractéres issus des thématiques sociétales de
réduction des rejets de gaz a effets de serre dans I’environnement (Hayes et al., 2016 ; Quinton
etal., 2018 ; Barwick et al., 2019) et d’amélioration du bien-&tre animal (Nielsen et al., 2017 ;
Zuliani et al., 2018).

La théorie des indices de sélection (Hazel, 1943) est a I’origine des valeurs appelées index
synthétiques, mises a disposition des éleveurs par les OS pour choisir les meilleurs
reproducteurs. Cette théorie repose sur un objectif de sélection H multi-caractéres qui est une

combinaison linéaire de valeurs génétiques (G') pour les n caractéres d’intérét définis par la
filiere, pondérées par leur importance économique : H = a,G, + a,G, +...+a G, avec a,
la pondération économique du '*™ caractére. En pratique, cet objectif de sélection H n’est
pas calculable car les valeurs génétiques G, ne sont pas connues, mais estimable a 1’aide de

phénotypes indicateurs observables dans la population. Cette estimation de H est appelée

index (I'), qui est alors une combinaison linéaire de m phénotypes observables (Xj) pré-
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corrigés pour les effets du milieu et centrés: I =b X +b X, +...+b X  avec bj la

pondération du j ®™ phénotype. Le but étant d’approcher au mieux H , les pondérations bj
sont choisies de maniere a maximiser la corrélation entre H et I . Le vecteur des pondérations

. - . / - —1 N ;s = .
(b) qui maximise la corrélation entre H et I est: b= P Qa, ol P désigne la matrice de
variance-covariance des m performances, @, la matrice de variance-covariance entre les n

valeurs génétiques et les m performances, et a, le vecteur des pondérations économiques des
7 caractéres. Il est a noter qu’un caractére de I’objectif de sélection peut étre expliqué par
plusieurs phénotypes observables dans la population et 72 n’est donc pas nécessairement égal
a m. Ce type d’index synthétique est plus efficace que la sélection massale et permet un gain
génétique optimisé pour chacun des caracteres de 1’objectif de sélection dans la population
globale. La sélection est donc un subtil compromis entre le poids économique des caracteres
d’intérét, leur héritabilité et les corrélations génétiques entre ces caracteres.

En race ovine Lacaune lait en France par exemple, est proposé un index synthétique appelé
ISOL (Index Synthétique Ovin Lait) (Barillet et al., 2016) dans lequel sont pondérés a hauteur
de 50% de I’index les caracteres laitiers (quantité de lait, de matieres et taux protéiques et
butyreux), et I’autre moitié est une combinaison des caracteres fonctionnels (CCS et
morphologie mammaire). L’ISOL a permis un gain de +4,1 L de lait, +0,17 g/L de taux butyreux
et +0,16 g/L de taux protéique par an, entre 2008 et 2015 en moyenne en race Lacaune lait
(Barillet et al., 2016).

Il existe des limites a I’efficacité de cette sélection notamment en raison de 1’antagonisme entre
les différents caractéres en sélection (corrélations génétiques négatives). Classiquement sont
opposés les caracteres de production avec les caracteres fonctionnels (santé, longévité, etc.)
(Pritchard et al., 2013) et également de reproduction (Mantysaari & Van Vleck, 1989). Cette
opposition s’est illustrée dans un premier temps dans de nombreuses races et especes par une
amélioration du premier caractére d’intérét sélectionné dans les programmes d’amélioration
génétique et une détérioration des autres caracteres, comme c’est le cas par exemple en Suede
en bovin lait ou la production laitiere a été fortement sélectionnée a partir des années 60 et ou
le caracteére de sant¢é mammaire n’a ét€ pris en compte dans le programme de sélection qu’a
partir de 1985 suite a sa dégradation (Lindhé & Philipsson, 1998). Cette corrélation génétique
peut s’expliquer par : (i) des mémes régions du génome ou génes impliqués dans la
détermination de plusieurs caracteres antagonistes (on parle alors de pléiotropie), ou bien (ii)
des genes différents en déséquilibre de liaison impliqués dans la détermination de caractéres
antagonistes. Dans le second cas (ii), il est possible de pallier ce probleme en cassant cette
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liaison, ¢’est-a-dire en découplant les deux loci par exemple par croisement successif ou encore
par eédition du génome. Cela permettrait de pouvoir sélectionner séparément les deux caractéres
initialement liés de maniére antagoniste. Le premier cas est plus problématique car le
découplage n’est pas possible, la question du compromis entre les caracteres est alors en jeu et
il faut alors pouvoir évaluer les effets du géne sur ces différents caracteéres.

I.2.c. L’évaluation génétique/génomique
Nous venons de voir que les index synthétiques proposes par les OS aux éleveurs sont des
combinaisons de valeurs génétiques estimées d’un phénotype observable pour un individu. Le
but de I’évaluation génétique est donc d’estimer une valeur génétique quantitative pour un
caractére donné pour un individu, valeur qui vise a corriger 1’observation (phénotype) pour les
effets environnementaux (milieu de vie de I’animal, état physiologique, facteurs techniques de
prise des mesures, etc.). Grace a cette estimation, des individus élevés avec des pratiques
d’¢levage différentes, et/ou dans une période temporelle différente, et/ou dont la performance
est mesurée avec des outils ou des observateurs différents peuvent étre comparés. Cette
estimation se fait grace a la connaissance de valeurs phénotypiques enregistrées pour un grand

nombre d’individus plus ou moins apparentés.

Les valeurs génétiques sont classiquement estimées a I’aide de modeles statistiques basés sur
le modele infinitésimal (Fisher, 1918) qui décomposent la performance (phénotype) en effets
dus a I’environnement, et en effets dus au patrimoine génétique de I’individu (on parle de valeur
génétique additive qui correspond a la somme de 1’ensemble des valeurs individuelles des
positions du génome qui détermineraient le caractére). Le modéle plus utilisé est un modele
animal appelé BLUP (Best Linear Unbiaised Predictor - meilleure prédiction linéaire non
biaisée) (Henderson, 1975) qui est basé sur un modeéle linéaire mixte et qui permet une
évaluation conjointe de ces effets de milieu et génétiques. Ce modéle part donc du principe que
les effets génétiques sont dus a une multitude de positions du génome a effets faibles et ne prend
pas en compte la présence de génes majeurs pour le déterminisme génétique des caracteéres.

Initialement, ces valeurs génétiques étaient estimées a partir des performances enregistrées, et
des relations de parenté entre les individus, calculées a partir de la genéalogie (pedigree)
connue, sans a priori sur les données génétiques propres des individus. Le développement des
techniques de séquencage des génomes et de génotypage, notamment avec ’arrivée des puces
a SNP a stimulé I’émergence de modeles d’évaluation permettant d’inclure 1’information
génomique qui est alors utilisée pour mieux calculer les relations de parenté entre individus
(Lande & Thompson, 1990 ; Meuwissen et al., 2001). Cet apport génomique a augmenté les
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précisions des valeurs génétiques prédites et ont permis une sélection plus efficace au sein des
espéces d’élevage qui ont pu mettre en place ces dispositifs (Boichard et al., 2016). En
revanche, ces modeles ne considérent pas de facon optimale la présence de QTL a effets forts
ou de genes majeurs pour un caractére dans le génome car ils considérent que les effets des SNP
sont tous issus de la méme distribution normale (Goddard et al., 2016).

Dans un premier temps, une méthode simple pour prendre en compte cette information
consistait a inclure le génotypage du QTL comme effet fixe dans le modéle BLUP (Kennedy et
al., 1992). Mais cette methode est trés contraignante car elle nécessite le génotypage de tous les
individus avec performance, et les mutations causales font rarement partie des SNP présents
dans une puce. Une méthode plus récente appelée Gene Content a été développée pour prendre
en compte le génotypage du gene majeur/QTL en tant que caractere dans une approche multi-
caractere (Legarra & Vitezica, 2015). Cette méthode est adaptée pour le cas des populations
partiellement génotypées. Une autre approche consiste a estimer au préalable les effets des
marqueurs a partir des solutions du BLUP et a entrer en parameétre d’entrée cette pondération
afin de donner plus de poids aux marqueurs associés au caractere évalué (Wang et al., 2012 ;
Zhang et al., 2016). En outre, des approches bayésiennes telles que la méthode appelée Bayes
R (Erbe et al., 2012) permettent également de prendre en compte le fait que tous les SNP ne
sont pas associés a des QTL en donnant des distributions a priori différentes en paramétre
d’entrée. Cependant, en petits ruminants, il a été montré que les méthodes bayésiennes ne
donnaient pas de meilleures précisions pour les valeurs génétiques estimées (Duchemin et al.,
2012) et I’approche usuellement utilisée est le BLUP.

Tous les modeles développés pour prendre en compte ces genes a effet majeur dans les
approches BLUP ne sont pas encore implémentés en routine dans les schémas de sélection a ce
jour. Pour le moment, les mesures mises en place pour sélectionner des génes majeurs restent
majoritairement des sélections d’individus améliorateurs qui possédent la forme du géne majeur
la plus favorable (connaissance du géne directement), en parallele de leur valeur génétique
estimée.

I.3.  Inventaire et prise en compte dans les schémas de sélection des génes
majeurs et mutations causales en ruminants

Nous allons a présent nous intéresser a la prise en compte dans les schémas de sélection des
génes majeurs pour des caracteres d’intérét chez les ruminants.
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I.3.a. Synthese des principales mutations causales de génes majeurs dans les
filieres laitiéres et viande chez les ruminants

Les caractéres d’intérét en élevage sont complexes et déterminés a la fois par des facteurs
environnementaux et par des facteurs génétiques. Le modele infinitésimal mentionné
précédemment suppose que les caracteres sont détermineés par un grand nombre de loci du
génome. Ceci peut s’expliquer biologiquement par la complexité des différentes fonctions de
I’organisme animal qui nécessitent ’interaction et I’action conjointe de nombreuses molécules
codées par différents génes, expliquant chacun une part faible de la variance génétique. Au sein
de ces mécanismes biologiques, certaines molécules peuvent parfois jouer des roles plus
importants que les autres pour la caractérisation du phénotype d’intérét. Une modification du
fonctionnement de telles molécules, dues par exemple a une mutation causale dans son gene
codant, peut donc entrainer des variations (amélioration ou défaut) du phénotype déterminé.

Les génes majeurs qui expliquent donc une grande part de la variance génétique pour la
détermination d’un caractére sont assez peu fréquents pour les caractéres d’intérét en ¢levage
en raison de leur complexité. En effet, les fonctions de production, de reproduction, ou encore
de résistance aux maladies sont complexes, en revanche, plus un phénotype est précis, plus
grand est le risque de trouver un gene majeur en raison du fait que 1’on réduit I’amplitude de
fonctions biologiques a investiguer. La détection de QTL a permis depuis les années 1990 de
cartographier le déterminisme génétique des phénotypes d’intérét en élevage (Goddard et al.,
2016) et notamment de localiser des génes majeurs contenant des mutations causales. Une liste
non exhaustive de mutations causales dans des génes majeurs de caractéres d’intérét des filicres

laitiéres et allaitantes chez les ruminants est présentée dans le Tableau 1.

Malgré les fortes héritabilités des caracteres de production, peu de génes majeurs sont décrits
dans la littérature (Tableau 1). En effet, pour les filieres laitiéres, les génes majeurs connus
déterminent des phénotypes bien précis comme par exemple le taux d’une molécule dans le lait,
comme c’est le cas pour les nombreux variants connus des casé€ines (Caroli et al., 2009 ;
Selvaggi et al., 2014a ; Selvaggi et al., 2014b), protéines d’importance économique forte en
raison de leur implication dans le procédé de transformation du lait en fromage. Pour les filiéres
allaitantes, un gene majeur connu, codant pour la myostatine, est associé au phénotype
«culard » qui correspond a une hypertrophie musculaire de l'arriére-train. Des mutations
causales sont connues dans ce gene en bovin (Grobet et al., 1997 ; Kambadur et al., 1997) et en
ovin (Clop et al., 2006).

Page | 34



Tableau 1 Principales mutations causales dans des génes majeurs de caracteres d’intérét des filieres laitiéres et allaitantes chez les ruminants

Gene majeur Phénotype associé Chromosome : mutation(s) Population(s) de Références
causales connues découverte
PRODUCTION
ABCG2 Lait et taux BTAG6 : p.Y581S Holstein (Cohen-Zinder et al., 2005)
BCO2 Couleur du OAR15: ¢.196C>T Norwegian White (Vage & Boman, 2010)
tissu adipeux
CSN1s1 Taux protéique BTA6/CHI6/OARS : Nombreuses races (Caroli et al., 2009)
du lait > 9/17/8 variants connus
CSN1S2 > 4/8/7 variants connus Nombreuses races (Marletta et al., 2007 ; Selvaggi et al., 2014b)
CSN2 > 9/8/5 variants connus Nombreuses races (Selvaggi et al., 2014a)
CSN3 > 11/16/1 variants connus
DGAT1 Taux butyreux BTA14 : p.K232A Nombreuses races (Grisart et al., 2002 ; Winter et al., 2002)
du lait CHI14 : p.R251L ; p.R396W (Martin et al., 2017)
GPIHBP1 BTA14 : g.2553998G>A Holstein (Yang et al., 2017)
MSTN/GDF8 Hypertrophie BTAZ2 : c.821delll Blanc Bleu Belge (Grobet et al., 1997 ; Kambadur et al., 1997)

musculaire

c.941G>A
OAR?2 : g+6723G-A

Piémontaise
Texel

(Clop et al., 2006)
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REPRODUCTION

B4GALNT2 Taux OAR11 : ¢.36938224T>A ; Lacaune (Drouilhet et al., 2013)
d’ovulation / g.36938224T>A
Prolificité ) ) . )
BMP15 OARX : ¢.718C>T ; ¢.1100G>T Belclare/Cambridge ; Belclare (Hanrahan et al., 2004)
c.871C>T ; c.896T>A Hanna ; Inverdale (Galloway et al., 2000)
€.962G>A Lacaune (Bodin et al., 2007)
€.525_541del Rasa Aragonesa (Martinez-Royo et al., 2008)
c.1009A>C ; c.950C>T Grivette ; Olkuska (Demars et al., 2013)
c.[301G>T ; 302_304del ; 310ins] Tunisian Barbarine (Lassoued et al., 2017)
BMPR1B OARG : c.746A>G Booroola Mérino (Mulsant et al., 2001 ; Souza et al., 2001 ;
Wilson et al., 2001)

GDF9 OAR5 : c.1184C>T Belclare/Cambridge (Hanrahan et al., 2004)
c.1279A>C Icelandic Thoka (Nicol et al., 2009)
€.1034T>G Santa Inés (Silva et al., 2011)
c.1111G>A Norwegian White ; Finn sheep (Vage et al., 2013 ; Mullen & Hanrahan, 2014)
€.943C>T lle de France (Souza et al., 2014)

SANTE
BoLA-DRB3 Résistance aux BTA23: p.V53E ; p.V53L ; p.D57H ; Nombreuses races (Rastislav & Mangesh, 2012)
infections p.D57N ; p.F60Y ; p.R84G
ITGB2 DAL BTAL: p.D128G Holstein (Shuster et al., 1992)
FEZL/FEZF2 Mammites BTA22 : p.G105(12_13) Holstein (Sugimoto et al., 2006)
PRNP Tremblante OAR13: p.Al36V ; p.R154H Nombreuses races (Laplanche et al., 1993)
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p.R171Q

(Goldmann et al., 1990)

SOCS2 Inflammation OAR3 : p.R96C Lacaune (Rupp et al., 2015)
mammaire
TMEM154 Visna-maédi OAR4 : p.L14H ; p.T251 ; p.D33N ; Nombreuses races (Heaton et al., 2012)
p.E35K ; p.T44M ; p.N70I
TARE GENETIQUE
ABCA12 Ichtyose BTA2 : p. H1935R Chianina (Charlier et al., 2008)
APAF1 Mortalité BTAS5 : p.Q579X Holstein (Adams et al., 2016)
embryonnaire
APOB | Déficit en cholestérol BTALL : p.Gly135FalfsX10 Holstein (Kipp et al., 2016)
ATP2A1 Dystonie BTAZ25 : p.R559C Blanc Bleu Belge (Charlier et al., 2008)
CAD Mortalité BTAL1:g.72399397T>C Normande (Mesbah-Uddin et al., 2019)
CWC15 embryonnaire BTAL5: g.15707169C>T Jersey (Sonstegard et al., 2013)
FANCI Brachyspina BTA21:9.21184870_21188198del Holstein (Charlier et al., 2012)
GART Mortalité BTAL : p.N290T Holstein (Fritz et al., 2013)
embryonnaire
ITGB4 | Epidermolyse bulleuse OAR11 : c.4412_4415del Churra (Suérez-Vega et al., 2015)
MITF Microphtalmie BTA22 : p.R211del Holstein (Bourneuf et al., 2017)
MRC?2 Queue tordue BTAL9 : ¢.2904_2905del Blanc Bleu Belge (Fasquelle et al., 2009)
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PITX3 Microphtalmie OAR22 : ¢.338G>C Texel (Becker et al., 2010)
RNASEH2B Mortalité BTA12 : 9.20100649del662463bp Nordic Red (Kadri et al., 2014)
SDE2 embryonnaire BTALG : g.29773628A>G Holstein (Fritz et al., 2018)
SHBG BTAL9 : p.Q52X Montbéliarde (Fritz et al., 2013)
SLC35A3 CVM BTA3: p.V180F Holstein (Thomsen et al., 2006)
SLC37A2 Mortalité BTA7 : p.R12X Normande (Fritz et al., 2013)
embryonnaire
SLCG6A5 Dystonie BTA29 : p.L270P Blanc Bleu Belge (Charlier et al., 2008)

Abréviations : ABCA12 : Atp Binding Cassette subfamily A member 12 ; ABCG2 : Atp Binding Cassette subfamily G member 2 ; APAF1 : Apoptotic Peptidase Activating Factor 1 ; APOB : ApoliPOprotein B ; BAGALNT ;
beta-1,4-N-acetyl -galactosaminyl transferase ; BCO2 : beta-carotene oxygenase 2 ; BMP : Bone Morphogenetic Protein (protéine morphogénétique osseuse) ; BMPR : Bone Morphogenetic Protein Receptor (récepteur
de protéines morphogénétiques osseuses) ; BTA : Bos TAurus ; CAD : Carbamoyl-phosphate synthetase 2, Aspartate transcarbamylase, and Dihydroorotase ; CHI : Capra Hlrcus ; CSN : Casein ; CVM : Complex
Vertebral Malformation (malformation de la colonne vertébrale) ; DAL : Défaut d'Adhérence des Leucocytes ; DGAT : DiacyGglycerol o-AcylTransferase ; FANCI : Fanconi ANemia Complementation group | ; FEZL :
Forebrain Embryonic Zinc finger-Like ; GDF : Growth Differentiation Factor (facteur de différenciation de la croissance) ; ITGB : InTeGrin subunit Beta ; MITF : Melanocyte Inducing Transcription Factor ; MRC2 :
Mannose Receptor C type 2 ; MSTN : Myostatin ; OAR : Ovis ARies ; PITX3 : Paired Like Homeodomain 3 ; PRNP : PRioN Protein (protéine prion) ; RNASEH2B : RiboNucleASE H2 subunit B ; SDE2 : SDE2 telomere
maintenance homolog ; SLC35A3 : SoLute Carrier family 35 member A3 ; SLC37A2 : SoLute Carrier family 37 member A2 ; SOCS2 : Suppressor Of Cytokine Signaling (suppresseur de signalisation des cytokines) ;
TMEM : Transmembrane Protein (protéine transmembranaire) ; TYRP1 : TYrosinase-Related protein 1.
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Les caractéres liés a la reproduction sont également peu déterminés par des génes majeurs
(Tableau 1). Les principaux décrits dans la littérature sont dans 1I’espéce ovine ou quatre génes
sont identifiés comme déterminant le taux d’ovulation chez la brebis (Abdoli et al., 2016). Ces
génes sont aussi de grand intérét pour les filiéres allaitantes car ils déterminent la prolificité, un
caractére également lié a la production. En bovin, un seul gene majeur sur la fertilité est a notre
connaissance mis en évidence, sans mutation causale pour le moment découverte (Kamalludin
et al., 2018), et un QTL est trouve par plusieurs équipes indépendantes de chercheurs sur le
chromosome 18 (Ma et al., 2019).

Pour finir, de nombreux variants/genes (Tableau 1) responsables d’anomalies génétiques ont
été identifiés ces dernieres années. Ces variants sont non souhaitables dans les populations car
causant des malformations ou des mortalités embryonnaires et/ou précoces des individus, et
représentant une perte économique. Ces anomalies sont principalement trouvées grace a des
analyses visant a détecter les loci ou des déficits en homozygotes sont présents dans les
populations, c’est-a-dire qu’il n’existe pas d’individu homozygote mutant pour un locus
polymorphe donné. De par la précision de ce phénotype de déficit en homozygote associé a une
malformation, la possibilité de trouver un géne majeur le déterminant est grande. Ces
recherches sont tres avancées en bovin. En outre, des anomalies génétiques supplémentaires
chez le bovin allaitant, non présentes dans le Tableau 1, ont été rapportées récemment dans un
article de synthése bibliographique (Cieptoch et al., 2017).

I.3.b. Quelques exemples de prise en compte de mutations dans les schémas de
sélection

Dans les schémas de sélection, les genes majeurs sont aujourd’hui pris en compte
indépendamment des index synthétiques proposés aux éleveurs. C’est le cas par exemple des
caséines en caprin ou les boucs sont présélectionnés au sein des centres de testage sur leur allele
de la caséine alpha-s1 (Piacere et al., 1997), les alleles forts, associés a un plus fort taux
protéique (meilleure qualité technologique du lait), étant préférentiellement disséminés au sein
de la population commerciale. Des études récentes ont cherché a inclure 1’information de ce
géne majeur dans les mode¢les d’évaluation (Carillier-Jacquin et al., 2016 ; Teissier et al., 2018),
mais les solutions prometteuses proposées ne sont pas encore mises en place en routine dans

I’évaluation génomique caprine actuelle.

Les génes majeurs associés a des maladies spécifiques sont également sélectionnés
indépendamment des index. Par exemple, la tremblante (maladie létale a prion de la famille des
Encéphalopathies Spongiformes Subaigués Transmissibles touchant le systéme nerveux central
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et sans traitement connu a ce jour) a été associée a un gene dont trois mutations causales
provoquent I’apparition d’haplotypes (combinaison d’acides aminés modifiés au niveau des
trois loci ou les mutations causales sont présentes) plus ou moins sensibles : VRQ, ARQ, AHQ,
et ARR. C’est sur la base de ces quatre haplotypes qu’est réalisée la sélection en France depuis
2002 au sein du Programme National d’Amélioration Génétique pour la Reésistance a la
Tremblante (Palhiére et al., 2008 ; Tortereau, 2016) dans les deux filieres ovines laitiére et
allaitante. L’objectif de cette sélection était d’éliminer 1’alléle « sensible » VRQ dans la
population commerciale en disséminant des béliers porteurs de I’alléle « résistant » ARR. Le
résultat de cette sélection est aujourd’hui une quasi fixation de 1’alléele ARR dans toutes les
populations sélectionnées, avec une faible augmentation de la consanguinité gréce a la bonne
gestion de la variabilité génétique dans le cadre du programme national.

Les anomalies génétiques récessives sont encore aujourd’hui peu sélectionnées dans les
schémas, les cas d’homozygotes vivants étant assez rares et les phénotypes non définis comme
des caractéres d’intérét majeur par les filiéres. Ces anomalies sont aujourd’hui assez répandues
dans les populations commerciales en raison bien souvent d’une dissémination a grande échelle
d’un individu améliorateur porteur de 1’anomalie a 1’état hétérozygote, comme c’est le cas par
exemple pour le syndrome Brachyspina pour lequel tous les cas rapportés remontent a un
taureau autrefois tres populaire Sweet Haven Tradition (Charlier et al., 2012). Les males
reproducteurs porteurs de ces anomalies étaient jusqu’a présent simplement retirés des schémas
lorsqu’ils étaient détectés. Avec le développement des techniques de génotypage et la
découverte de nombreuses anomalies ces vingt derniéres années chez les bovins, il serait
possible d’ajouter les génotypes de ces loci identifiés au sein des index, avec une pondération
¢économique liée a I’anomalie préalablement estimée, comme le suggere Hoze et ses co-auteurs
dans le schéma des bovins laitiers en France (Hoze et al., 2018). Cette derniére approche
considere toutefois que les mutations sont indépendantes les unes des autres et qu’elles

n’influencent pas les caractéres de 1’objectif de sélection (corrélation génétique nulle).

A notre connaissance, bien que rares a ce jour, il existe des exemples de génes majeurs a effets
pléiotropes chez les ruminants. C’est le cas par exemple du syndrome d'intersexualité sans-
corne PIS (Polled Intersex Syndrome), présent chez les caprins, et di a une délétion de 11,7
kilobases sur le chromosome 1 (Pailhoux et al., 2001 ; Pailhoux et al., 2002 ; Boulanger et al.,
2014)14), impactant notamment le gene FOXL2 (Forkhead Box L2), essentiel pour la
differenciation ovarienne. Les individus de type sauvage sont cornus et normalement sexués.
Lorsque la mutation est présente a 1’état hétérozygote, les individus sont sans cornes et
normalement sexués. En revanche, les individus homozygotes pour la mutation sont sans cornes
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et sexués pour les males (avec des cas de stérilité selon 1’état d'obstruction de 1'épididyme), et
intersexuées pour les femelles (toutes stériles, d0 @ une modification du développement précoce
des gonades). Ce cas illustre bien la pléiotropie d’un géne impacté par une mutation sur la
détermination d’un phénotype de morphologie fonctionnelle (corne) et d’un phénotype de

reproduction.

Parmi les tares génétiques décrites dans le Tableau 1, le gene MRC2 (Mannose Receptor C type

2) (Fasquelle et al., 2009) présente un effet pléiotrope sur la morphologie et la muscularité en
race bovine Blanc Bleu Belge. Ce gene est en effet impliqué dans la régulation de la dégradation
et du remodelage de la matrice extracellulaire et est fortement exprimé dans les os en
développement. En 2008, une premiére mutation, associée au syndrome de la queue tordue, et
expliquant 3,6% de la variance génétique de la muscularité, a été identifiée dans ce géne
(délétion de deux nucléotides dans 1’exon 20). Cette mutation est associée a des malformations
du squelette (téte raccourcie, développement retardé) et des muscles (hypertrophie trés marquée
principalement au niveau du muscle gluteus medius de 1’arriere-train). La fréquence de cette
mutation dans la population commerciale était de 25% en 2008 en raison d’une forte
dissemination du fondateur porteur, le taureau Précieux, né en 1980. Pour la gestion de cette
mutation, en 2008, un test de diagnostic a été préparé et appliqué chez les taureaux d’IA pour
réduire sa fréquence et limiter les pertes économiques au sein des élevages (25% des animaux
homozygotes porteurs de la mutation doivent étre euthanasiés et les 75% restant ont un retard
de croissance prononcé et la qualité de la carcasse est diminuée). Ainsi, ’incidence de ce
syndrome a disparu en 2009 mais de nouveaux cas ont été découverts fin 2009 et début 2010 et
ont mis en lumiere une seconde mutation dans ce gene provoquant les mémes symptémes dus
a la protéine correspondante non fonctionnelle (Sartelet et al., 2012). Cet exemple montre la
problématique des génes pléiotropes dans le cadre de la sélection. En effet, favorable pour les
caractéres musculaires a 1’état hétérozygote, les deux mutations dans le gene MRC2 sont
fortement défavorables a 1’état homozygote pour d’autres caractéres morphologiques, pouvant
aller méme jusqu’a I’obligation pour 1’¢éleveur d’euthanasier 1’animal pour des raisons de bien-
étre. Les mutations de ce géne pléiotrope sont non désirables au vu de leurs conséquences
dramatiques si bien que les acteurs de la filiere souhaitent les éradiquer. Dans le cas que nous
allons décrire dans la section suivante, les effets pléiotropes sont moins tranchés et la question
de la gestion de la mutation semble étre plus difficile a traiter.

I.3.c. Cas particulier de la mutation R96C du géne SOCS2
La mutation a I’étude dans cette thése a été découverte associée aux mammites dans une
population de brebis laitieres (Rupp et al., 2015). En effet, a ’aide de GWAS sur une puce a

Page | 41



SNP de moyenne densité (50 000 marqueurs) pour le caractére associe aux mammites CCS, un
QTL sur le chromosome 3 ovin a été mis en évidence aux alentours de 130 Mb chez la brebis
de race Lacaune.

Cette région a ensuite été cartographiée finement par les auteurs grace au séquencage complet
de trois animaux : un pére possédant 1’haplotype supposé hétérozygote dans la région détectee
et deux de ses fils supposés homozygotes (type sauvage et mutant). Cette cartographie fine a
fourni un SNP candidat qui correspondait a une base nucléotidique C modifiée en T en position
129722 200 paires de bases sur le chromosome 3 de I’assemblage v3.1 ovin
(ftp://ftp.ensembl.org/pub/release-97/fasta/ovis_aries/dna/). Cette substitution se situe dans la

séquence codante du géne hautement conservé SOCS2 (Figure 4), et plus particulierement dans
son domaine fonctionnel SH2 (Src Homology 2 - domaine 2 homologue a la protéine Src), site
de liaison de la protéine a divers ligands, et provoque une modification d’un acide aminé dans
la protéine correspondante (Arginine - R - modifiée en Cystéine - C -, en position 96 de la
protéine).

A T’aide d’un test fonctionnel, les auteurs (Rupp et al., 2015) ont montré que la mutation
ponctuelle p.R96C annule complétement I'affinité de liaison de la protéine SOCS-2 pour son
ligand principal connu dans la littérature, la phosphotyrosine pY595 du récepteur a I’hormone

de croissance, suggérant ainsi la perte de 1’activité fonctionnelle de la protéine.

Le génotype de cette mutation SOCS2 explique 12% de la variance du caractére dans une
population de 468 males améliorateurs et la fréquence de 1’alléle mutant dans cette méme
population était de 21,7%, dont seulement 1,5% d’homozygotes mutés. Afin d’expliquer la
haute fréquence de cette mutation désavantageuse pour la santé, les auteurs ont cherché des
associations entre cette mutation et des caracteres de production. Ils ont ainsi pu mettre en
évidence une augmentation de 24%, 18% et 4,4% respectivement de la taille, du poids et de la
production laitiere entre des ovins homozygotes p.R96C par rapport aux ovins sauvages. Cette
mutation ayant un impact positif sur la production laitiére, il est possible qu’elle ait pu étre
sélectionnée intentionnellement ou non au cours des générations, malgré son impact négatif sur
la santé mammaire.

Depuis cette découverte, il est recommandé aux OS de ne pas conserver parmi leurs males
améliorateurs les individus homozygotes pour cette mutation en raison de son tres fort impact
négatif sur le Score de Cellules Somatiques (SCS) dans le lait des brebis. En effet, en plus du
bien-étre animal qui peut &tre mis a mal en raison de mammites chroniques associées a cette
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mutation, un impact économique négatif pour les éleveurs est réel, dd au paiement du lait réduit
pour cause d’un trés grand nombre de cellules dans le lait commercialisé. Le devenir de cette

mutation n’est pour le moment non encore statué¢ entre les différents acteurs de la filiere en

France.
A
142
1 45 158 198
.- 3
SH2 SOCS box
(55,73,75,83,96)

Phosphotyrosine Binding Pocket

WT SOCS2
R96C SOCS2

Figure 4 Caractérisation bioinformatique de la mutation R96C dans le géne ovin SOCS2 (Rupp
et al., 2015)

SH2 : Src Homology 2 (domaine 2 homologue a la protéine Src) ; SOCS : Suppressor Of Cytokine Signaling (suppresseur de signalisation des
cytokines) ; WT : Wild Type (type sauvage) ; (A) Structure du géne SOCS2 (C) Site de la mutation dans la structure de la protéine (D) Zoom
sur la mutation. La protéine est de couleur grise, les chaines latérales du type sauvage et du résidu mutant sont représentées respectivement
en vert et en rouge.
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Il. SOCS-2, une protéine impliquée dans de nombreuses fonctions
biologiques

Le gene SOCS2 code pour une protéine (SOCS-2) qui fait partie d’une famille de huit protéines
régulatrices des signaux de transduction du signal, les protéines SOCS. Le principal réle connu
des protéines SOCS est de reguler une voie majeure de transmission du signal, la voie de
signalisation JAK (Janus Kinase) / STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription -
transducteur de signal et activateur de transcription). Cette voie permet la transformation du
signal extracellulaire en un signal intracellulaire. La transmission du signal via la voie
JAK/STAT s’effectue grace a la fixation de molécules de signalisation (hormones) sur leurs
récepteurs membranaires qui déclenche une cascade de phosphorylations. Cette cascade est
régulée de maniere complexe, et aboutit a la transcription de génes spécifiques en réponse a la
fixation du ligand au récepteur. Ces protéines SOCS ont donc souvent un effet pléiotrope, étant
donné qu’elles régulent de nombreuses fonctions biologiques selon la voie de signalisation
ciblée.

Dans cette partie, nous décrirons brievement les mécanismes généraux de cette voie de
signalisation JAK/STAT, ainsi que les principales molécules activatrices et régulatrices de cette
voie. Puis, nous décrirons les protéines SOCS et les fonctions de régulation de cette voie. Enfin,
un inventaire des différentes fonctions régulées par la protéine SOCS-2 en particulier sera
effectué.

I1.1. Lavoie de transmission du signal cellulaire JAK/STAT

La voie JAK/STAT a été initialement identifiée comme étant la voie de transmission du signal
a partir des récepteurs a de nombreuses cytokines et hormones polypeptidiques (Kishimoto et
al., 1994) produites en réponse a différents stimuli. Elles interviennent dans la régulation de
plusieurs fonctions biologiques comme la prolifération et la différenciation cellulaires ou
encore la réponse immunitaire. Cette voie de transduction du signal depuis les récepteurs de
cytokines a ensuite été identifiée comme partagée avec plusieurs facteurs de croissance tels que
I’hormone de croissance ou encore la prolactine. Il existe en effet une grande similarité entre
les récepteurs membranaires de 1’ensemble de ces molécules de signalisation (Cosman et al.,
1990). La voie JAK/STAT est donc impliquée dans la transmission de signaux régulant de
nombreuses fonctions biologiques.
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I1.1.a. Principe genéral de cette voie de transmission
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Figure 5 Principe général de la voie de transmission du signal JAK/STAT (Vignais, 1997)
CNTE : Ciliary Neurotrophic Factor (facteur neutrophique ciliaire) ; JAK (Janus Kinase) ; LIF : Leukemia Inhibitory Factor (facteur
inhibiteur de la leucémie) ; STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription (transducteur de signal et activateur de transcription)
La transmission du signal via la voie JAK/STAT (lgaz et al., 2001 ; Ivashkiv & Hu, 2004 ;
Rawlings et al., 2004 ; Schindler & Plumlee, 2008 ; Mohr et al., 2012) débute avec I’activation
de récepteurs membranaires apres liaison de différentes cytokines et hormones évoquées
précédemment (Figure 5). Les protéines JAK, qui se lient aux chaines intracellulaires du
récepteur de maniére constitutive, vont se phosphoryler mutuellement et induire le recrutement
de deux protéines STAT qui sont, a ce stade, libres dans le cytoplasme. Les protéines STAT se
fixent au récepteur, pour étre a leur tour phosphorylées par les protéines JAK et vont se
dimériser. Ces dimeres STAT-STAT activés vont alors pouvoir migrer dans le noyau et se fixer
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a une séquence ADN afin d’activer la transcription d’un ensemble de génes spécifiques de la
molécule initialement fixée au récepteur membranaire.

II.1.b. Les protéines JAK
Découvertes dans la méme période que la voie de signalisation des STAT (Firmbach-Kraft et
al., 1990 ; Wilks et al., 1991), quatre protéines de la famille JAK sont a ce jour connues et
décrites chez les Mammiféres (Murray, 2007 ; Schindler & Plumlee, 2008 ; Ghoreschi et al.,
2009 ; Ferrao & Lupardus, 2017 ; Villarino et al., 2017) : JAK-1, -2, -3, et Tyk2 (Tyrosine
kinase 2).

Ces quatre protéines possedent une structure commune composée de sept domaines
homologues, JH (Jak Homology) 1 a 7 (Figure 6). Parmi ces domaines, seul JH1 contient les
résidus tyrosine nécessaires a I’activité de kinase (domaine Ki). Le domaine pseudo-kinase
(WKi), qui est une portion de JH2, sert a limiter les activités de kinase non justifiées grace a sa
capacité de réguler négativement I’activité de la protéine JAK en phosphorylant ses sites
catalytiques. A cheval entre JH3 et JH4 se trouve le domaine de type SH2 qui intervient dans
I’interaction avec les récepteurs en amont de la fixation du ligand. Enfin, les domaines JH4 a 7
constituent le domaine appelé FERM (Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin - domaine
homologue a la protéine quatre-point-un) qui intervient dans l'interaction avec les récepteurs et
favorise la fonction kinase.

Lors de la fixation du ligand a son récepteur, les protéines JAK fixées au récepteur se
rapprochent et s’activent par phosphorylation croisée. Bien que le nombre de ligands en
capacité de se fixer a un récepteur soit élevé, il existe un nombre restreint de combinaisons
possibles pour la formation de diméres de protéines JAK (homodimeéres ou hétérodimeres)
(Figure 7). Les combinaisons bien caractérisées dans la littérature sont les homodimeéres JAK-
1JAK-1 et JAK-2/JAK-2, et I’hétéro-dimere JAK-1/JAK-3. Par exemple, le récepteur a
I’hormone de croissance (GH : Growth Hormone) est complexé avec deux protéines JAK-2 qui
s’y fixent gréce a I’extrémité N-terminale de leur domaine FERM (Argetsinger et al., 1993).
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Figure 6 Organisation structurale commune aux différentes protéines de chacune des familles
JAK et STAT (Schindler & Plumlee, 2008)

DBD : Dna Binding Domain (domaine de liaison a I’ADN) ; FERM : Four-point-one, Ezrin, Radixin, Moesin (domaine homologue a la
protéine 4.1) ; JAK (Janus Kinase) ; JH : Jak Homology domain (domaine d’homologie JAK) ; Ki : Kinase ; NH2 : amino terminal domain
(domaine N-terminus) ; ¥Ki ; Pseudo Kinase ; STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription (transducteur de signal et activateur
de transcription) ; SH2 : Src Homology 2 (domaine 2 homologue a la protéine Src) ; TAD : Transcriptional Activation Domain (domaine a
activité transcriptionnelle)

Figure 7 Combinaisons connues des protéines JAK intervenant dans la transmission du signal
des principales molécules utilisant la voie JAK/STAT (Murray, 2007)

* 7. Combinaisons non confirmées ; CNTF : Ciliary Neurotrophic Factor (facteur neutrophique ciliaire) ; G-CSF : Granulocyte-Colony
Stimulating Factor (facteur de stimulation des colonies de granulocytes) ; GM-CSF : Granulocyte Macrophage-Colony-Stimulating Factor
(facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de macrophages) ; IL : InterLeukin (interleukine) ; IFN : InterFeroN (interféron) ; JAK
(Janus Kinase) ; LIF : Leukemia Inhibitory Factor (facteur inhibiteur de la leucémie) ; OSM : OncoStatin-M (oncostatine M)

Il.1.c. Les protéines STAT
Cette famille de protéines, découverte également a la fin des années 80 (Kessler et al., 1988a ;
Kessler et al., 1988b ; Levy & Darnell, 2002), est composée de sept facteurs de transcription
partageant une structure commune chez les mammiferes : STAT-1, -2, -3, -4, -5a, -5b et -6
(Rawlings et al., 2004 ; Schindler & Plumlee, 2008 ; Wieczorek et al., 2012).

Les protéines STAT contiennent sept domaines fonctionnels conservés (Figure 6) :
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1) Le domaine NH2 (extrémité N-terminale) a pour fonction de favoriser la formation de
dimeres parmi les STAT non phosphorylées, ce qui permettrait non seulement de
s'assurer que les STAT restent dans une conformation non active a I'état de repos dans
le cytoplasme, mais faciliterait également la fixation et l'activation ultérieure des
dimeéres au niveau des récepteurs.

2) Le domaine « Coiled-coil » est un domaine en super-hélice permettant le recrutement
de protéines dans des complexes de régulation transcriptionnelle ; il est également
impliqué dans le transport nucléaire de ces complexes

3) Le domaine DBD (Dna Binding Domain) est le domaine de liaison a I’ADN. Ce
domaine possede également un réle de localisation des homodimeres.

4) Le domaine Link est un domaine d’interaction protéique permettant la liaison entre
protéines STAT activées.

5) Le domaine SH2 (domaine le plus conservé) permet la liaison de la protéine STAT au
complexe récepteur/JAK.

6) Le domaine suivant () est la localisation du résidu tyrosine qui doit étre phosphorylé
par les protéines JAK.

7) Enfin, le domaine TAD (Transcriptional Activation Domain - domaine a activité
transcriptionnelle) est trés variable selon la protéine STAT et peut contenir également
un site de phosphorylation (sérine) qui facilite le recrutement de cofacteurs. Il serait
également impliqué dans la stabilité de la protéine (dégradation protéasomique).

Les différentes protéines STAT non activées sont libres dans le cytoplasme sous diverses
formes (monomeres, homodimeres et hétérodimeres). Lors de la fixation du ligand sur le
récepteur, une phosphorylation des JAK est réalisée, permettant la libération de sites d’ancrage
pour les STAT qui viennent alors se fixer au complexe ligand/récepteur/JAK et ainsi entrainer
la cascade de signalisation cellulaire. Pour illustrer cela, la protéine STAT-5b joue un réle
majeur dans la signalisation de I’hormone de croissance (Udy et al., 1997). Elle vient se fixer
au récepteur de la GH via son domaine SH2 et sa phosphorylation par les protéines JAK-2, a
certaines localisations (Ser193, Tyr699, et PSP731), est nécessaire pour son activité
transcriptionnelle suite a sa migration dans le noyau (Woéjcik et al., 2018).

II.1.d.  Autres molécules intervenant dans la voie de transmission JAK/STAT
Cette voie de transmission est complexe et finement régulée par un grand nombre de molécules
differentes. Des protéines adaptatrices sont identifiées dans la littérature comme pouvant
intervenir dans la régulation de la voie JAK/STAT (lgaz et al., 2001 ; Shuai & Liu, 2003 ;
Rawlings et al., 2004 ; Schindler & Plumlee, 2008). En voici une liste non exhaustive :
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les protéines de la famille des STAM (Signal-Transducing Adapter Molecule - molécule
adaptatrice a transduction de signal) sont des molécules qui peuvent faciliter I’activation
de la transcription de certains génes par un mécanisme mal connu faisant intervenir leur
phosphorylation par les protéines JAK (Lohi & Lehto, 2001).

les protéines StIP (Stat-Interacting Protein - protéine interagissant avec les STAT)
facilitent la phosphorylation des STAT par les JAK gréce a leur capacité de se fixer aux
deux molécules (Collum et al., 2000).

les molécules des familles SH2B/Lnk/APS sont des substrats des protéines JAK gréce
a leurs domaines SH2 et homologues de la pleckstrine (O’Brien et al., 2002). Ces
molécules peuvent soit inhiber (Wakioka et al., 1999), soit faciliter (Maures et al., 2007)
la voie de transmission JAK/STAT.

Trois grandes classes d’inhibiteurs de la voie JAK/STAT ont été décrites (Greenhalgh & Hilton,
2001 ; Wormald & Hilton, 2004 ; Villarino et al., 2017) (Figure 8) : les phosphatases de la
famille PTP (Protein Tyrosine Phosphatases - protéines tyrosine phosphatases), et les familles
de protéines PIAS (Protein Inhibitors of Activated Stat - protéines inhibitrices des STAT
actives) et SOCS.

Les SOCS ) sont des protéines dont la transcription est directement induite par les
STAT et qui peuvent se fixer via leur domaine SH2 soit aux récepteurs, soit aux JAK
pour entrer en compétition avec les protéines STAT.

Les PTP interviennent dans la voie JAK/STAT grace a leur capacité a
déphosphoryler les phosphorylations effectuées par les protéines JAK sur les protéines
STAT (Bohmer & Friedrich, 2014).

Les PIAS quant a elles ont la capacité de se lier aux STAT dimérisées et d’empécher
leur interaction avec I’ADN (Chung et al., 1997).
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Figure 8 Les nombreux niveaux de régulation de la voie JAK/STAT (Villarino et al., 2017)

JAK : Janus Kinase ; LDTFs, IRFs, AP1 et TF : facteurs de transcription ; PIAS : Protein Inhibitors of Activated Stat (protéines inhibitrices
des STAT actives) ; RBP : RNA-binding protein (protéine de liaison a /’4ARN) ; SOCS : Suppressor Of Cytokine Signaling (suppresseur de
signalisation des cytokines) ; STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription (transducteur de signal et activateur de transcription) ;
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Enfin, des niveaux plus fins de régulation des STAT existent (Figure 8), tels que :

- Larégulation transcriptionnelle qui est directement effectuée par les STAT grace a leur
capacité de liaison a I’ ADN, activant la transcription de génes codant pour les récepteurs
et des facteurs de transcription (cofacteurs) qui influencent l'activité des STAT ((4)),
ainsi que de génes codant les STAT eux-mémes ([5]) (Cheon et al., 2011).

- Les microARN (ou miARN) et les protéines de liaison a I'ARN, qui influencent la demi-
vie et la traduction de I'ARN messager des STAT (@) (Kohanbash & Okada, 2012).

- Les modifications post-traductionnelles : phosphorylation de la sérine, acétylation,
méthylation et sumoylation de la lysine qui peuvent favoriser ou supprimer l'activité des
STAT (7]) (Wieczorek et al., 2012).
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- Les ubiquitines ligases qui sont responsables de la dégradation protéasomique des
STAT ((8)) (Kim & Maniatis, 1996).

Parmi tous ces mecanismes de régulation, nous allons nous intéresser a une famille d’inhibiteurs
dont fait partie la protéine au cceur de 1’étude de cette thése (SOCS-2), la famille de protéines
SOCS.

I1.2.  Les protéines SOCS

I1.2.a. Structure caractéristique et fonctions des protéines SOCS
Cette famille de protéines inhibitrices de la voie de signalisation JAK/STAT a été decouverte
par plusieurs équipes de chercheurs a la fin des années 90 (Yoshimura et al., 1995 ; Endo et al.,
1997 ; Matsumoto et al., 1997 ; Naka et al., 1997 ; Starr et al., 1997).

On compte aujourd’hui chez les mammiferes huit protéines SOCS possédant une structure
commune conserveée : CIS, SOCS-1a-7 (Figure 9) (Alexander, 2002 ; Fujimoto & Naka, 2003 ;
Croker et al., 2008 ; Villarino et al., 2017 ; Yoshimura et al., 2018).

Ces huit protéines possédent une structure commune composée d’une région centrale SH2 qui
permet la liaison a un substrat (récepteur membranaire ou protéine JAK selon la protéine SOCS)
et d’une boite SOCS (SOCS-box) qui a la capacité de se lier a un complexe d’ubiquitines
(polyubiquitination du complexe protéique en vue de sa dégradation par le protéasome) (Coux
& Piechaczyk, 2000). Une région KIR (Kinase Inhibitory Region - région inhibitrice de kinase,
en rouge sur la Figure 9), qui peut directement interagir avec les protéines JAK, est présente
dans SOCS-1 et SOCS-3.
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Figure 9 Structure et fonction de la famille des protéines SOCS dans la voie de transmission
JAK/STAT (Yoshimura et al., 2018)

ASB : Ankyrin repeat and SOCS Box ; CIS : Cytokine-Inducible SH2 domain-containing protein (protéine contenant un domaine SH2
inductible aux cytokines) ; JAB : Jak Binding protein (protéine se liant a JAK) ; JAK : Janus Kinase ; NAP4 : NCK(Non-Catalytic region of
tyrosine Kinase)-Associated Protein 4 (protéine associée a la région non catalytique de la tyrosine kinase 4) ; Rar : RAs Related ; SH2 : Src
Homology 2 (domaine 2 homologue a la protéine Src) ; SOCS : Suppressor Of Cytokine Signaling (suppresseur de signalisation des cytokines)
; SSI : Stat-induced Stat Inhibitor (inhibiteur de STAT induit par STAT) ; STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription
(transducteur de signal et activateur de transcription) ; VHL : Von Hippel-Lindau ; WSB : WD40 repeat and SOCS box

Comme I’indique la Figure 9, les protéines SOCS sont produites en réponse, entre autres, au
signal des STAT dimérisées qui ont migré dans le noyau. Ces protéines participent donc a la
régulation négative de la voie de transmission JAK/STAT. Leur régulation peut s’effectuer

selon trois mécanismes hypothétiques :

1) La protéine SOCS peut se fixer via son domaine SH2 soit au récepteur membranaire
(Qing et al., 2005), soit aux JAK (Yasukawa et al., 1999), et ainsi empécher, par
compeétition, I’activation des facteurs STAT, possédant le méme domaine de fixation,
qui resteront alors inactifs dans le cytoplasme.

2) Laboite SOCS peut recruter les élongines B et C qui vont permettre 1’ubiquitination des
complexes protéiques liés a SOCS et ainsi conduire a leur dégradation par le protéasome
(Hilton et al., 1998 ; Zhang et al., 1999). Cette dégradation provoque 1’arrét de
transmission du signal. La boite SOCS permet également 1’ interaction avec le récepteur,
la stabilité de la protéine SOCS elle-méme, ainsi que la régulation des autres proteines
SOCS dans certains cas (Piessevaux et al., 2008).
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3) Les proteines SOCS-1 et -3 peuvent également inhiber I’activité kinase des JAK grace
a leur région KIR (Yasukawa et al., 1999), empéchant ainsi I’activation des STAT, leur
dimérisation et la transmission du signal.

De nombreuses études se sont penchées sur les multiples molécules de signalisation régulées
par les protéines SOCS au sein de la voie JAK/STAT. Le tableau suivant (Tableau 2), inspiré
de trois articles de synthese bibliographiques (Alexander, 2002 ; Fujimoto & Naka, 2003 ;
Croker et al., 2008) et actualisé par quelques travaux récents, fait un inventaire des molécules
de signalisation régulées par chacune des protéines SOCS. Les listes sont non exhaustives pour
SOCS-1 et SOCS-3 qui, du fait de leur capacité a se fixer aux JAK, peuvent participer a la

régulation d’un trés grand nombre de molécules, sans spécificité de récepteur.

Tableau 2 Principales molécules de signalisation connues dans la littérature pour étre inhibées
par les protéines SOCS

Protéine Molécule de Réferences
SOCS signalisation régulée

CIS Erythropoiétine, GH,  (Yoshimura et al., 1995 ; Emilsson et al., 1999 ;
IL-2, IL-3, Leptine, Matsumoto et al., 1999 ; Li et al., 2000 ; Ram &
Prolactine Waxman, 2000 ; Endo et al., 2003)

SOCS-1 | IFN-0/B/y, IL-2, IL-4, (Alexander et al., 1999 ; Sporri et al., 2001 ;
IL-6, IL-7, IL-12, IL- Nakagawa et al., 2002 ; Cornish et al., 2003 ; Chong et
15, LIF, TNF-a, etc.  al., 2003 ; Davey et al., 2005)

SOCS-2 | GH, IGF-1 (Dey et al., 1998 ; Favre et al., 1999)

SOCS-3 | G-CSF, IL-6, LIF, (Lang et al., 2003 ; Takahashi et al., 2003 ; Croker et
IL-23, Leptine al., 2004 ; Mori et al., 2004 ; Chen et al., 2006)

SOCS-4 | LIF (Sutherland et al., 2012)

SOCS-5 | IL-4 (Seki et al., 2002)

SOCS-6 | Insuline (Krebs et al., 2002)

SOCS-7 | Insuline (Banks et al., 2005)

CIS : Cytokine-Inducible SH2 domain-containing protein (protéine contenant un domaine SH2 inductible aux cytokines) ; G-CSF :
Granulocyte-Colony Stimulating Factor (facteur de stimulation des colonies de granulocytes) ; GH : Growth Hormone (hormone de
croissance) ; IFN : InterFeroN (interféron) ; IGF : Insulin-like Growth Factor (facteur de croissance ressemblant a I'insuline) ; IL:
InterLeukin (interleukine) ; LIF : Leukemia Inhibitory Factor (facteur inhibiteur de la leucémie) ; SOCS : Suppressor Of Cytokine Signaling
(suppresseur de signalisation des cytokines) ; TNF : Tumor Necrosis Factor(Facteur de nécrose tumorale)

Page | 53



I1.2.b. Cas particulier de SOCS-2
La mutation causale étudiée dans cette these étant située dans le domaine SH2 du géne SOCS2
(Rupp et al., 2015), nous allons a présent nous intéresser plus particulierement aux molécules
de signalisation qui peuvent étre impactées par I’action de la protéine SOCS-2 (Rico-Bautista
et al., 2006 ; Letellier & Haan, 2016).

Comme nous venons de le voir, les protéines SOCS sont exprimées suite a la fixation d’un
ligand sur son récepteur qui entraine la cascade de phosphorylations des JAK, des STAT ainsi
que la migration des STAT dans le noyau pour stimuler la transcription de génes spécifiques
(dont les genes SOCS). Il a été montré que I’expression de la protéine SOCS-2 était induite via
la voie JAK-2/STAT-5b qui peut étre activée par la fixation d’un grand nombre de ligands sur
leurs récepteurs, tels que la GH, I’'lGF-1, la PRL (PRoLactin : prolactine), le LIF (Leukemia
Inhibitory Factor : facteur inhibiteur de la leucémie), les IL (interleukines) -2, -3, et -6, ’'EGF
(Epidermal Growth Factor : facteur de croissance épidermique), etc. Bien que son expression
soit induite par de nombreux ligands, il n’est pas encore tout a fait démontré que SOCS-2 soit
impliquée dans leur régulation.

Moins étudiée que les protéines CIS, SOCS-1 et SOCS-3, sur lesquelles de nombreuses
recherches ont été conduites en raison de la multiplicité des régulations directes, SOCS-2 est
surtout connue pour son implication dans la régulation de la GH et de I’IGF-1 (Favre et al.,
1999) et donc dans la croissance cellulaire (Metcalf et al., 2000 ; Horvat & Medrano, 2001 ;
Greenhalgh et al., 2002a ; Greenhalgh et al., 2005 ; Dobie et al., 2015). Il a été montré in vivo
chez des souris que I’inactivation du géne SOCS2 provoquait un déréglement du contréle de la
GH, résultant en un phénotype de gigantisme. Les animaux chez lesquels SOCS2 est inactif
sont en effet 30 a 40% plus grands que les types sauvages a 1’dge adulte, alors qu’aucune
différence n’est visible a la naissance. Cette augmentation de la taille est due a un
développement plus marqué et un plus grand nombre de cellules dans les organes internes et
les os. lls ressemblent phénotypiquement aux souris transgéniques GH et IGF-1. De plus, ce
phénotype est inversé lorsque le gene codant pour la GH est inactif, confirmant ainsi que SOCS2
est un régulateur négatif clé de 1’augmentation de la croissance induite par la GH. A travers la
régulation de la GH, SOCS2 a également un effet sur la différenciation neuronale chez les souris
(Turnley et al., 2002 ; Ransome et al., 2004), plus particulierement sur le nombre et la taille de
multiples types de cellules neuronales et gliales.

Le mécanisme de régulation utilisé par SOCS-2 sur cette voie n’est pas encore tout a fait
élucidé, mais il semblerait qu’il s’agisse principalement du mécanisme par lequel SOCS-2 est
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capable de se lier au récepteur de la GH aux mémes sites de liaison que STAT-5, empéchant
ainsi leur phosphorylation et la cascade de signalisation de I’hormone (Hansen et al., 1999 ;
Ram & Waxman, 1999 ; Greenhalgh et al., 2002a). Cela signifie que SOCS-2 exerce un
rétrocontrole négatif sur la transduction du signal de la GH. En I’absence de SOCS-2, ce
contrble n’est plus présent et le signal transmis n’est plus régulé, d’ou le phénomeéne de
gigantisme. Plus récemment, une étude (Vesterlund et al., 2011) a montré que SOCS-2 était
aussi capable d’inhiber la GH via la dégradation par le protéasome du récepteur de la GH
complexé & SOCS-2, grace au recrutement du complexe d’ubiquitines (Bullock et al., 2006 ;
Kung et al., 2019). Bien qu’a faible dose, SOCS-2 ait un effet inhibiteur sur I’action de la GH,
il a été montré qu’a forte dose, SOCS-2 pouvait au contraire intensifier le signal de I’hormone
(Favre et al., 1999 ; Greenhalgh et al., 2002b). L’explication sur cette dualité d’effets reste
largement non expliquée mais il semblerait que cet effet soit lié a sa capacité d’inhiber 1’action
d’autres protéines SOCS régulant la GH en les dirigeant vers la voie de dégradation du
protéasome.

La capacité de SOCS-2 a se lier a certains récepteurs est assez bien décrite, comme c’est le cas
pour le récepteur de la GH sur le site de phosphorylation pY595 (Hansen et al., 1999), de I’IGF-
1 (Dey et al., 1998), de I’érythropoiétine sur le site pY426 (Eyckerman et al., 2001), de la
leptine sur le site pY1077 (Lavens et al., 2006), et de ’EGF (Goldshmit et al., 2004).
Cependant, bien que SOCS-2 puisse se lier aux récepteurs de ces ligands, il n’est pas encore
tout a fait clair a ce jour si SOCS-2 est impliquée dans leur régulation.

SOCS-2 serait impliquée dans la régulation de certaines molécules de signalisation via son
interaction avec les autres protéines SOCS. Par exemple, SOCS-2 régulerait la PRL grace au
blocage de I’action inhibitrice de SOCS-1 (Pezet et al., 1999), la PRL étant une hormone jouant
un réle dans la lactation et la reproduction. Elle régulerait également les fonctions de 1’IL-2 et
de I’IL-3, impliquées dans la réponse immunitaire, via la dégradation de SOCS-3 (Tannahill et
al., 2005). Des effets similaires se retrouvent également sur la signalisation des interférons,
également impligués dans les fonctions immunitaires, et de la leptine (Piessevaux et al., 2006),
impliquée dans la fonction digestive.

D’autres régulations directes de SOCS-2 ont été mentionnées précédemment telles que la
régulation du facteur de croissance épidermique EGF (Goldshmit et al., 2004), de I’insuline
(Lebrun et al., 2010), hormone impliquée dans la régulation de la glycémie dans le sang, de la
PRL (Harris et al., 2006), ou encore celle des IL-1p et IL-10 (Posselt et al., 2011), impliquées
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dans la réponse immunitaire. Cependant, les mécanismes de régulation restent encore tres mal
connus et d’autres études sont nécessaires pour confirmer ceux déja identifiés.

I1.3. Les fonctions biologiques régulées par SOCS-2
La protéine SOCS-2 est impliquée dans la régulation de nombreuses molécules de signalisation
qui touchent différentes fonctions biologiques. Nous allons a présent nous intéresser aux études
qui établissent un lien direct entre la protéine SOCS-2 et la régulation de fonctions biologiques
d’intérét pour 1’¢levage : la reproduction, la croissance et la production, ainsi que la santé.

I1.3.2. Reproduction
La voie JAK/STAT, et par extension, les protéines SOCS semblent étre impliquées dans la
régulation de la gestation des mammiféres en raison des molécules de signalisation sécrétées
par ’embryon et par 1’utérus au cours de la gestation (Fitzgerald et al., 2009) telles que :

- I'IFN-y (InterFeroN-gamma: interféron-gamma) et 1’IL-4, régulés par SOCS-1, et
impliqués dans le maintien de la gestation via leur influence sur la différenciation des
lymphocytes T auxiliaires (Fujimoto et al., 2002),

- le LIF, impliqué dans la différenciation du trophoblaste, et régulé par SOCS-3 (Boyle
& Robb, 2008),

- P’IFN-t (InterFeroN-tau: interféron-tau), impliqué dans la signalisation de la gestation
chez les ruminants, régulé par CIS, SOCS-1 a -3 (Sandra et al., 2005).

A notre connaissance, seul I’'IFN-t a été associé a une régulation impliquant SOCS-2. En effet,
chez les ovins, I’'TFN-t est sécrété par I’embryon en début de gestation, entre 10 et 22 jours
apreés 1’accouplement, afin de signaler sa présence dans 1’utérus maternel et permettre
I’implantation (Martal et al., 1998). Le signal de I’'IFN-t transitant via la voie JAK/STAT d’une
maniere similaire aux IFN-o/-p/-y, une étude d’expression a montré que les protéines SOCS
étaient impliquées dans la régulation de I’implantation embryonnaire (Sandra et al., 2005).
SOCS-1 et -2 en particulier seraient impliquées dans la régulation de la réceptivité de
I'endometre (paroi interne de ’utérus) et de la fixation de I’embryon (au stade blastocyste),
tandis que CIS et SOCS-3 participeraient a la morphogenése de la glande endométriale, a
I'activité sécrétoire utérine et a la différenciation placentaire.

Une étude similaire réalisée dans 1’espéce bovine a également démontré 1’induction de SOCS-

2 par I'IFN-t et sa surexpression au 20°™ jour de la gestation, qui correspond & la date de
I’implantation de I’embryon (Carvalho et al., 2014). Cette étude semble indiquer un réle
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régulateur de SOCS-2 dans la gestation mais le mécanisme n’est pas décrit et reste encore a

élucider.

I1.3.b. Croissance et production
La protéine SOCS-2 étant bien caractérisee comme régulatrice principale de la GH, de
nombreuses études se sont intéressées aux effets de SOCS-2 sur la croissance (voir paragraphe
sur le gigantisme de la partie 11.2.b). Chez I’ Homme, un SNP localisé dans le gene SOCS2 a été
associe a la taille au moment de la puberté et a 1’age adulte (Sovio et al., 2009), suggérant le
role de SOCS-2 sur la croissance.

Chez les ovins, la mutation R96C (Rupp et al., 2015) annihile la fixation de SOCS2 au motif
contenant la phosphotyrosine du récepteur de la GH. Les animaux porteurs de cette mutation
ont un poids supérieur de 18%, a trois ans d’age, en comparaison aux animaux de génotype
sauvage. La taille des animaux porteurs de la mutation était augmentée de 24%. Cette méme
étude rapporte également une augmentation de la production laitiére (+4,4% chez les animaux
porteurs). Deux hypothéses sont émises concernant cette augmentation de la production : soit
elle est associée a 1’augmentation du format, et donc proportionnellement a la capacité
productive de la glande mammaire sous I’impulsion de la GH (Zhang et al., 2014), soit elle
serait directement un résultat de la dérégulation de la PRL et de I’activité de STAT-5, qui jouent
un role primordial dans le développement de la glande mammaire (Harris et al., 2006). Plus
récemment, une étude a affirmé une tendance a I’augmentation de la croissance d’animaux
génétiqguement modifiés pour cette méme mutation (Zhou et al., 2019). Cette étude repose
cependant sur un nombre trés restreint d’animaux (3 animaux modifiés et 5 animaux témoins)
a un jeune age (naissance, 30 jours et 60 jours d’age), la différence étant plus marquée a 60

jours, laissant supposer que la différence pourrait étre accrue a 1’age adulte.

Par ailleurs, le géne SOCS2 a été détecté comme géne candidat sous sélection dans un panel de
27 races ovines d’Europe, avec un haplotype présent principalement dans les races du nord de
I’Europe (Rochus et al., 2018), suggérant une sélection qui aurait été réalisée au cours de
I’histoire évolutive des races pour un phénotype d’intérét pour les éleveurs, comme la
production, le format, ou encore la reproduction.

I1.3.c. Santé et réponse immunitaire
Chez I’Homme, une faible expression du gene SOCS2 a été associée a de nombreux cancers
tels que le cancer du sein, des poumons, du foie et de I’ovaire (Wikman et al., 2002 ; Sutherland
et al., 2004 ; Farabegoli et al., 2005 ; Haffner et al., 2007 ; Qiu et al., 2013 ; Zhu et al., 2013).
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SOCS-2 a également été identifiée comme fortement impliquée dans la différenciation des
cellules dendritiques (Hu et al., 2009 ; Posselt et al., 2011), dans I’expansion des lymphocytes
T auxiliaires de type 2 (T helper 2, ou Th2) et le développement de la réponse allergique de
type 2 (Knosp et al., 2011), et dans la différenciation des cellules NK (Kim et al., 2017), toutes
ces cellules étant des effecteurs majeurs des réponses immunitaires innée et adaptative. Par
ailleurs, la derniére étude mentionnée (Kim et al., 2017) est la premiére étude a notre
connaissance a demontrer la capacité de SOCS-2 a se lier a une protéine JAK (JAK-2) dans son
mécanisme de régulation des cellules NK.

Chez des souris déficientes pour SOCS-2, la production de cytokines pro-inflammatoires est
incontrélée (Machado et al., 2006). L’infection expérimentale de souris par le virus BoHV-
5 (Bovine herpesvirus 5 : herpés-virus bovin 5) induit une méningo-encéphalite dans laquelle
intervient SOCS-2 (Aparecida Silva Barbosa et al., 2016). Les résultats ont montré que les
souris déficientes pour SOCS-2 ont une inflammation cérébrale exacerbée et présentent une
expression réduite de ' ARN messager cérébral de I’IFN-a et de I’ IFN-f ainsi qu’une expression
accrue de I'ARN messager de SOCS-1 par rapport aux souris de type sauvage.

La mutation ovine SOCS2 R96C a un effet trés fort sur I’inflammation mammaire (CCS),
comme décrit précedemment (Rupp et al., 2015). SOCS2 a également été cité parmi les génes
candidats associés a des phénotypes de résistance aux parasites gastro-intestinaux chez les ovins
(Gossner et al., 2013 ; Benavides et al., 2016). La voie JAK/STAT a aussi été détectée dans des
analyses d’association chez les bovins en lien avec le caractére SCS (Usman et al., 2014).
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I1l. Les études génétiques et génomiques sur les mammites ovines

I11.1. Objectifs et démarches
Cette partie dresse un état des lieux complet des connaissances sur la génétique et la génomique
des mammites chez les ovins, afin de replacer I’importance de la mutation SOCS2 et des autres
QTL dans le déterminisme du caractére dans la race de découverte - Lacaune - et dans les autres
races ovines laitieres. Elle met également en lumiere les relations génétiques de ce caractere
complexe de résistance aux mammites avec les différents caractéres d’intérét en ovin.

Cette partie est rédigée sous la forme d’un article de synthése bibliographique accepté pour
publication le 19 mai 2019 dans un numéro spécial de la revue Small Ruminant Research
intitulé Production of quality milk-Mastitis (Production de lait de qualité - mammites). Les
tableaux additionnels (Table S1) de cet article sont présents en annexe (Annexe 1).

[11.2. Résumé de I’article de synthese bibliographique

I1I.2.a. Synthese

Les mammites sont une préoccupation financiere et de bien-étre animal en ovins laitier et
allaitant. Dans cet article de synthése, nous résumons les progres récents de la recherche sur la
génomique de la résistance aux mammites en ovin. Les héritabilités estimées pour les caracteres
liés aux mammites tels que le SCS ou le comptage bactériologique du lait ont confirmé une
base génétique pour la résistance aux mammites. Les résultats récents d'études génomiques
(études d’associations pangénomiques, identification de mutations causales, études sur
I'expression des génes) ont mis en évidence des régions du génome et des génes et mécanismes
possibles sous-jacents a ce caractére de résistance. Une partie des régions génomiques était
commune parmi les races et les populations, et témoigne du partage partiel des mécanismes
génétiques liés aux mammites entre différentes populations éloignées d’ovins laitiers.
L'accumulation de données génétiques a toutefois mis en évidence la nature polygénique du
caractere et la complexité du phénotype de résistance. Les analyses quantitatives et génomiques
ont révélé des compromis et des synergies sous contrle génétique entre la résistance aux
mammites et d'autres facteurs d'efficacité (production laitiére) et de résilience (phénotypes de
morphologie mammaire et de maladie métabolique). Nous avons également signalé comment
les informations phenotypiques, généalogiques et génomiques ont éte utilisées dans les schémas
de sélection ovins, l'objectif étant d'améliorer la santé et le bien-étre des animaux, la qualité
hygienique des produits laitiers et I'efficacité et la résistance.
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I1.2.b. Introduction
Les études génétiques sur le caractére de résistance aux mammites ont débuté dans les années
1990 principalement sur les ovins laitiers. Ces études portent sur des estimations de I’héritabilité
d’un caracteére reflétant 1’infection mammaire, le SCS. Puis, grace a 1’avancée des outils
génomiques (puces a SNP), des études d’association et d’expression de génes ont été réalisées,

aboutissant a une application de ces résultats dans les schémas de sélection.

I1I.2.c.  Les parametres génétiques des mammites ovines
Des parameétres génétiques sur différents caracteres liés aux mammites ont été estimés : SCS
(majoritairement), CMT (California Mastitis Test ou test au Teepol), occurrence des mammites
cliniques (caractere binaire), analyses bactériologiques du lait. Les héritabilités sont faibles et
varient entre 0.02 et 0.28. Ces différents caracteres sont bien corrélés positivement entre eux.
Les corrélations génétiques de ces caracteres liés aux mammites avec :

- les caractéres de production laitiere sont mitigés dans la littérature (positives ou
négatives selon les races)

- les caracteres de morphologie mammaire et de facilité a la traite montrent que des brebis
avec un pis pendant et avec des trayons plus longs et/ou capables de libérer le lait plus
rapidement risquent davantage de développer une mammite

- les caracteres de conformation sont proches de 0, indiquant qu’il n’y aurait pas de lien
génetique

- les autres caractéres de résistance aux maladies sont mitigés : pas de corrélation avec la
résistance aux nématodes gastro-intestinaux, un lien faible positif avec le métabolisme
énergétique

IM1.2.d. Les bases de la génomique pour la résistance aux mammites

Les découvertes de QTL sont réalisées principalement sur le caractére de SCS a I’aide de
marqueurs (anciennement microsatellites et plus récemment SNP). Cet article fait un inventaire
de toutes les régions QTL détectées dans trois populations laitieres. Suite a ces premieres
détections, quelques études ont poursuivi les recherches en réalisant un séquencage fin afin de
découvrir des génes candidats et/ou des mutations causales associé(e)s, comme c’est le cas par
exemple de la mutation causale dans le géne SOCS2 sur le chromosome 3. Ces QTL ont ensuite
¢été validés par plusieurs études dans des populations différentes et ceci a permis d’affirmer le
partage partiel des mécanismes génétiques liés aux mammites. Les mécanismes sous-jacents
ont également été étudiés grace a des données de génes différentiellement exprimes apres
challenge ou infection expérimentale.
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III.2.e. L’¢levage pour I’amélioration de la résistance aux mammites
Les schémas de selection chez les ovins laitiers ont commencé a enregistrer a grande échelle le
caractére SCS a partir des années 1980. A ce jour, ce caractere est intégré dans les objectifs de
sélection dans une seule race en France (25% de 1’objectif en complément de caractéres de
production laitiére et de morphologie mammaire), dans un but d’amélioration de la santé
mammaire, mis en place suite a une étude sur des lignées divergentes pour le SCS qui montrait
la réussite d’une telle sélection. Ce caractére de résistance aux mammites est aussi de plus en
plus a I’étude chez les ovins allaitants ou les enregistrements sont plus difficiles (pas de
prélevement de lait journalier) et la sélection pourrait se tourner vers le caractere CMT plus
facile a collecter. De maniere pratique, il n’est pas possible d’utiliser I’information directe de
génes majeurs pour cette sélection car le caractére de résistance aux mammites est complexe et
polygénique. En revanche, I’apport de la génomique dans les modéles d’évaluation amenant
des précisions augmentées pour les valeurs génétiques prédites est encourageant. Des méthodes
existent pour insérer I’information des QTL connus dans les modeles d’évaluation et pourraient

étre appliquées pour améliorer la santé mammaire des ovins.

[11.3. Article de synthese bibliographique (Oget et al., 2019c¢)
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Mastitis is a strong financial and animal welfare concern in both dairy and meat-producing sheep. In this review
article, we summarized recent advances in research on genomic of mastitis resistance in sheep. Heritability
estimates for mastitis-related traits such as somatic cell scores or milk bacteriological counting have confirmed a

Keywords:
Genetic resistance
Intramammuary (nfections

Mastitis genetic basis for mastitis resistance. Recent outputs from genomic-based studies comprising genome-wide as-
;?;::' Plothiks sociations, the identification of one causal mutation as well as gene expression studies have highlighted regions

of the genome, and possible genes and mechanisms underlying the resistance trait, Part of genomic regions was
common among breeds and populations, and have testified to the partial sharing of mastitis-related genetic
mechanisms between different distant dairy sheep populations. Accumulating genetic data, however, have un-
derlined the polygenic nature of the trait and the complexity of the resistance phenotype. Both quantitative and
genomic analyses have further revealed trade-offs and synergies under genetic control between mastitis re-
sistance and other efficlency (milk production) and resilience related traits (udder type traits and metabolic
disease), We have also reported how phenotypic, pedigree and genomic information has been used in sheep
breeding, the aim being to improve the animals” health and welfare, the hygienic quality of milk products and

Genetic parameters

overall efficiency and resilience.

1. Introduction

Genetics of mastitis has been studied more recently in dairy sheep
(Baro et al., 1994; Fl-Saied et al,, 1999; Barillet et al,, 2001; Serrano
et al,, 2003) than in dairy cattle where it has been increasingly well
documented since the 1980s (Emanuelson and Philipsson, 1984;
Emanuelson et al., 1988; Mrode and Swanson, 1996; Heringstad et al,,
2000; Detilleux, 2002; Rupp and Boichard, 2003). In general, relevant
studies have focused on dairy sheep, with few data produced in meat or
wool production sheep populations.

First evidence that a host’s response to mastitis was under genetic
control, came from quantitative genetic studies and the estimation of
genetic parameters for mastitis-related traits. The approach relies on
the assumption that the trait is determined by a combination of animal
(age, lactation stage, etc.), genetic (breed, line, etc.), and environ-
mental factors, the latter including both microbiological (infection
pressure, pathogen species and strain, ete.) and husbandry parameters
(breeder practices regarding machine milking, sheepfold, etc.). No as-
sumption had been made about the underlying genes and mechanisms.
The heritability parameter quantifies the amount of variability in a
given trait that is due to additive genetic values. It also allows the

estimation of genetic value for the animals (breeding value) and pre-
dicting to what extent a selection process can be efficient. These studies,
however, require large data sets with phenotypic information and
pedigree, Therefore, the most common mastitis-related trait used in
ovine mastitis genetic studies is the somatic cell count (SCC). Indeed,
somatic cell count can be easily measured in milk samples, as an in-
direct predictor of mammary infection, which is much more frequent
than clinical mastitis in sheep (Bergonier et al,, 2003),

Since 2009, the development of genomic methoeds and tools applied
to sheep have contributed to enhance insights into the genetic control
of processes governing host resistance to mastitis, The sheep genome
was sequenced in 2007 (Jiang et al., 2014) and several low- to high-
density ovine SNP (single-nucleotide polymorphism) chips have been
developed as part of the International Sheep Genomics Consortium
(ISGC; www . sheephapmnp.org) (Kijas et al,, 2009). Availability of such
tools has enabled genome scans to identify and fine map genomic re-
gions associated with traits (QTL for Quantitative Trait Loci), the gene
expression studies to highlight pathways and genes invelved in the
host's response to infection, and the first use of genome-wide in-
formation in sheep breeding.

This paper reviews the state of the art on the genetic control of
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combines the measure of severity of infection and intensity of the host's
response, Direct measures of mastitis, e.g., the occurrence of clinical
mastitis based on examinations of veterinarians have been very little
studied in dairy sheep, because of the small frequency of the disease
(Bergonier et al, 2003) and the difficulty to implement it on a large
scale. Heritability of this binary trait (presence/absence of clinical
mastitis) has been estimated at 0.18 in the Chios breed (Banos et al.,
2017), which is also in the same range as for somatic cell scores,

Very recently, studies in meat-producing sheep breeds have esti-
mated genetic parameters for mastitis-related traits, as it is a strong
financial and animal welfare concern (Conington et al,, 2008), Herit-
ability of occurrence of clinical mastitis was estimated at 0.04 in an
Irish population including Belclare, Charollais, Suffolk, Texel and
Vendeen breeds (O'Brien et al., 2017). In the Texel breed, somatic cell
scores and results of California Mastitis Test estimates of heritability
ranged from 0.07 to 0.11 (McLaren et al, 2018), Although these her-
itabilities are somewhat smaller than in dairy sheep, probably due, at
least partly, to the recording scheme (only one examination per an-
imal), they have confirmed that, as expected, genetic control for mas-
titis also exists in those meat-producing sheep breeds,

During the last decade, genetic studies have focused on bacter-
iological analyses of milk samples, in order to better quantify the in-
tramammary bacterial pressure in dairy sheep. The most widely used
technique in the dairy sheep literature is a count of bacterial colonies in
milk samples after incubation on agar plates. This conventional tech-
nique leads to a binary trait of infection status (ewe considered as

3,410 samples
3,539 samples
3.529 samples

Sheep breed
Texel

, 2018

* Results obtained by Banos et al. (pre-print on the BioRxiv platform, doi: https://doi.org/10.1101,/577015) that used the same samples as in Banos et al (2017),

Reference (chronological

order)

Mclaren et al,
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SCS: Average Somatic Cell Scores of samples from both mammary glands.
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infected if over 5 colony-forming-units per 10 pL of milk of one bac-
terial species would be recovered). Estimates of heritability of this trait
termed ‘infection status’ ranged from 0.02 to 0.09 (Table 1) in the Valle
del Belice breed (Riggio et al,, 2010; Tolone et al, 2013, 2016) and
seem to depend on the species of bacteria. One study (Banos et al.,
2017) has estimated heritability of another trait based on bacter-
iological examination of milk samples, the total bacterial count, which
refers to the number of viable bacteria per mL of milk. Heritability of
this estimate is of the same order of magnitude as the infection trait
(0.09), which is lower than heritabilities of the traits based on milk
somatic cells. One last technique, recently employed in the French La-
caune breed (Allain et al., 2018; Oget et al, 2019) has been based on
amplification on staphylococcal DNA by qPCR in milk samples, re-
presenting the number of bacterial genomes in 10 pL of milk. Estimate
of heritability of this continuous trait was in the same range as somatic
cell scores (0.18).

Genetic correlations have also been estimated (Table 1) between the
various mastitis-related traits described above, The occurrence of clin-
ical mastitis has been found to be positively correlated with somatic cell
scores, results of California Mastitis Test and total bacterial counts (0.35
- 0.36) in Chios animals (Banos er al,, 2017), suggesting a common
genetic basis between development of disease and the various traits
indirectly indicating mastitis. Genetic correlations between the two
leucocyte-related traits (results of California Mastitis Test and somatic
cell scores) ranged from 0.76 to 0.98 (Banos et al., 2017; McLaren et al.,
2018), confirming the usefulness of the California Mastitis Test as an
alternative to cell counting. Infectious status (conventional technique)
and somatic cell scores have also been found to be highly correlated
(0.51 to 0.93) (Riggio et al., 2010; Tolone et al., 2013), as did also total
bacterial counts with somatic cell scores (0.56) (Banos et al., 2017) and
staphylococcal DNA with somatic cell scores (0.72) (Allain et al,, 2018).
Milk bacteriological traits seemed then to be genetically close to the
most used mastitis-related trait ‘somatic cell score'. These reasonably
high values have suggested a commonality of resistance mechanisms
that lead to better resistance to either persistent intra-mammary in-
fection (continuously high SCC) or acute clinical episodes with presence
of pathogens in the udder, despite the fact that those forms of mastitis
might be associated with various environmental conditions, pathogens,
and status of the animal.

2.2. Genetic relationships of mastitis resistance with other traits

2.2.1. Relationships with milk production traits

Genetic correlation estimates between mastitis-related traits and
milk yield trait in sheep are presented in Table 1. These are inconsistent
across the various dairy breeds. Indeed, estimates were found to be
negative (i.e., favorable) for Spanish and Greek breeds, with genetic
correlations from —0.37 for Churra to —0.09 for Chios ewes, and po-
sitive (i.e., unfavourable) for German, Italian and French breeds, with
genetic correlations 0.02 for East Friesian to (.59 for Valle del Belice
ewes. The weighted average of these estimates is 0.078 (Table S1). An
explanation for these inconsistent results between the different breeds
may simply be statistical reasons, Differences in genetic correlation
estimates between Spanish and the other breeds can be due to lower
selection pressure applied in the Spanish breeds, or to the fact that
estimates in Spanish breeds were mainly obtained considering different
lactations whereas, in the other breeds, they mostly considered only the
first lactation. Some pleiotropic genes, for example the group-specific
component (GC) gene, could explain the relation between udder health
and production traits. This gene encodes the vitamin D-Binding Protein
(DBP) which has multiple roles in immune defense and milk produc-
tion, as found in cattle (Olsen et al., 2016). Another pleiotropic gene is
the suppressor of cytokine signalling2 (SOCS2) gene, which has been
found to be associated with mastitis in sheep and also had an effect on
growth and milk production (Rupp et al., 2015), It also can be due to a
selection sweep, when selection for milk production has ‘hitchhiked'
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along with it a nearby allele on the chromosome that is associated with
mastitis susceptibility. Other possible explanations for strong unfavor-
able genetic correlations are the biological competition between func-
tions for energy and nutrients and the relationship between mastitis and
udder type traits.

2.2.2. Relationships with udder type traits and milking ease

A few studies in dairy and meat-producing sheep have dealt with
estimating genetic correlations between udder-type and mastitis-related
traits (Legarra and Ugarte, 2005; Barillet, 2007; Casu et al, 2010;
MeLaren ef ol 2018). Udder attachment was negatively correlated with
mastitis (genetic correlations: —0.27 to —0.42), whereas long teats
were favorable for mastitis (genetic correlations: 0.26 to 0.44), in-
dicating that ewes with a pendulous udder or longer teats are at greater
risk to develop mastitis. Moreover, teat angle has also been negatively
correlated with mastitis (genetic correlations: —0,12 to —0.55). One
study also has demonstrated the positive genetic relationship between
mastitis resistance and milking ease (Allain e1 al,, 2018). Indeed, ge-
netic correlations of somatic cell scores or quantity of staphylococcal
DNA in milk with milk flow traits ranged from 0.26 to 0.30 and from
~0.04 to —0.33 with latency time and real milking time, respectively.
These values confirmed that ewes with the higher relaxing ability of the
teat muscle (able to quickly release milk) allowed more pathogens to
enter into the mammary gland, potentially leading to mastitis.

2.2.3. Relationships with body, feet type and meat production traits

Genetic association of mastitis traits with body conformation, feet
type, and meat production traits have been found to be close to zero.
Indeed, the estimate of genetic correlation of somatic cell scores with
litter size was at 0,001 for East Friesian ewes (Hamann et al,, 2004),
Estimates with morphological traits, including stature, rear legs, feet
angle, rump width, and general body score, ranged from —0.06 to 0.11,
with high standard errors for Churra ewes (De la Fuente eral, 2011), as
well as for meat-producing sheep breeds (O'Brien et al.,, 2017). These
results indicate that selection for one of these traits would not affect
susceptibility to mastitis of the individuals.

2.2.4. Relationship with resistance to other diseases

Mastitis is mainly caused by extracellular and facultative in-
tracellular bacteria and the host's resistance probably involves a crucial
role of the type-1 immune response. However, the control of parasites is
predominately governed by a type-2 immune response, Also, there is
evidence that different components of the immune response, including
type-1 and type-2 responses, and resistance to various diseases, show
null to antagonistic geneti¢ correlation (Mouton ¢t al., 1984; Pinard van
der Laan, 2002; Crawley et al., 2005). In sheep, a link between mastitis
resistance with resistance to gastrointestinal nematodes was reported in
an experiment, in which sheep divergently selected for either high or
low somatic cell counts received an oral challenge with Haemonchus
contortus (Traoré et nl,, 2008). Whereas lambs showed highly variable
response to challenge, there was no difference between the genetic
lines, which suggested that genetic resistance to either mastitis or
gastrointestinal nematodes were under independent genetic regula-
tions.

The link of mastitis resistance to metabolic disease was addressed in
an experiment, in which sheep divergently selected for either high or
low somatic cell counts, received an energy-restricted diet (Bouvier-
Muller et al., 2016, 2018). The authors showed that sheep from the low
cell count line, which were less susceptible to mastitis, were also less
susceptible to ketosis in early lactation (identified by measurements of
concentrations of f-hydroxybutyrate and non-esterified fatty acids in
blood), They concluded that these positive correlations suggested some
commonalities in genetic control of immune response and energy me-
tabolism, but may also reflect indirect associations due to competition
for nutrients.

Finzally, a question was put forward whether resistance to mastitis
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was independent to resistance to other microbial diseases of sheep, e.g.,
footrot, paratuberculosis or Small Ruminant Lentivirus infection (Davies
et al., 2009), but has not been addressed properly, due to lack of large-
scale recording for those diseases,

3. Genomic basis for mastitis resistance

3.1. QTL detection

3.1.1. Primary discovery of QTLs

QTL for mastitis resistance have been evidenced in dairy sheep.
Among primary QTL detection implemented within  the
‘Genesheepsafety’ EU project, the common mastitis resistance pheno-
type was milk somatic cell count, measured periodically over a lacta-
tion period, Studies used low-density microsatellite panel (130 - 181
markers) at the time and only gave a limited resolution of the QTL
locations and large chromosomal regions were not covered. One major
finding was a QTL on Ovis aries chromosome 20 (OAR20), 30 ¢M distant
from the MHC (Major Histocompatibility Complex) gene cluster, in a
Churra population with 1421 ewes (Gutié¢rrez-Gil et al., 2007),

The availability of the Illumina OvineSNP50 beadchip, with 54 K
SNPs in 2009 has allowed undertaking genome-wide association studies
to map more precisely loci describing significant genetic variations in
mastitis susceptibility. The ‘Sustainable Solutions for Small Ruminants’
(*3SR') project has been initiated. with the aim to implement genome
scans for traits with high importance for health and sustainability in
sheep, including mastitis resistance, and to develop selectable genetic
markers and identify the causative mutation(s) where possible. QTL
detection for somatic cell count was performed in three large dairy
sheep populations by the consortium in France, Spain, and Italy (Sechi
et al, 2013; Rupp et al, 2015; Gutiérrez-Gil et al,, 2018), Those po-
pulations were as below,

® 2,414 individuals of a Sardinian back-cross population, including
Back-cross ewes and 10 F1 sires (Sardinian X Lacaune), and Back-
cross daughters with their sires (Sechi et al., 2013).

® 1,598 individuals from Churra daughters family population, in-
cluding ewes and 16 sires (Gutiérrez-Gil et al, 2018).

® 1,009 artificial insemination sires from a Lacaune grand-daughter
families, including sons from 33 sires (Rupp et al., 2015).

QTL detection was implemented using linkage analyses (LA),
linkage analyses combined with linkage disequilibrium (LDLA) or
linkage disequilibrium (LD) with various software and programs. Latest
results from the three studies are summarised in Table 2. Genome-wise
significant QTL regions associated with somatic cell count were found
in 21 regions in the Churra population (Gutiérrez Gil, 2013) by LDLA
on OAR1, OAR2, OAR3, OARS, OARI11, OAR13, OAR14, OARI17,
OAR18, OAR19, OAR20, OAR22 and OAR2S5, of which the QTL on
OAR20 and 25 were confirmed by linkage analysis. The linkage analysis
method highlighted an additional QTL region on OARS. The OAR20
region validated earliest results with microsatellites markers (Guticrres-
Gil et al,, 2007) and was selected for further fine mapping. Sechi et al.
(2013) identified seven regions associated with somatic cell counts in
the Sardinian back-cross population on OAR3 (two regions), OAR4,
OARS5, OAR12, OAR19, OAR20. Further fine mapping for the most
significant regions on OAR4 and OAR20 has been projected. Finally,
genome-wise significant QTL regions associated with somatic cell count
were found in five regions in the Lacaune grand-daughter population on
OAR3, OAR4, OAR11, OAR16, OAR23 (Rupp el al, 2015). The QTL
located on OAR3 exhibited a highly significant threshold and a narrow
confidence interval (< 0.5 Mb) and was further studied,

3.1.2. Fine mapping and identification of a causal mutation associated with
mastitis
To fine map the most significant QTLs on OAR3 QTL in Lacaune
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(Rupp et al,, 2015) and OAR20 in Chumra (Gutiérrez-Gil et al.,, 2018)
ewes, authors subsequently used whole genome sequencing of three
animals: & QTL sire and two of his sons with extreme phenotypes.
Among candidate causal mutations, Gutiérrez-Gil et al. (2018) detected
13 variants distributed across seven immune-related genes predicted to
cause an effect on protein function. The nominated genes were: PKHDI,
NOTCH4, AGER, MOG and three genes orthologous to the human MHC:
ENSOARGO0000009395 (HLA-C, Homo sapiens), EN-
SOARG00000015002  (HLA-B, Homo  sapiens) and  EN-
SOARGO0000018075 (BoLA, Bos taurus, orthologous to human HLA-A).

For the OAR3 region, Rupp et al. (2015) identified a candidate SNP
mutation that mapped to the coding sequence of the highly conserved
gene suppressor of cytokine signalling2 (SOCS2). An assay for evaluating
the protein binding affinity suggested a functional knockout of the
SOCS2 gene in homozygous susceptible sheep. The authors proposed
that this mutation altered actual function in the JAK/STAT/SOCS
pathway and the control of the inflammatory response to infection.
Genetic variants in genes involved in the JAK/STAT/SOCS pathway
(STATSA and JAK2) were previously associated with mastitis indicator
traits (SCC) in Chinese Holstein cattle (Usman «t al., 2014), which also
supported the importance of this pathway in the determinism of the
host's response to mastitis. It has to be noted that Rupp et al. (2015)
have further reported a pleiotropic favorable effect of the SOCS2 mu-
tation on body growth and milk production. This has provided a mo-
lecular basis for the antagonism between mastitis resistance and pro-
duction traits and has highlighted the need for better knowledge on
such genetic variants with adverse effects to achieve optimal balancing
selection,

3.1.3. Validation of QTLs in independent populations

Generally, QTLs had moderate effects; for the most significant, they
explained 3% of the variance for the Churra OAR20 QTL and up to 12%
for the Lacaune OAR3 QTL. The QTLs were mostly population specific,
in agreement with the pelygenic nature of the trait and the complexity
of the resistance phenotype. When considering also less significant
QTLs though, a few commonalities among populations have been
identified, e.g., on OAR12 and OAR20 (Table 2). Accordingly, the 3SR
consortium partners designed a public custom-designed ovine SNP chip
(http://genoweb.toulouse.inra.fr/ tosser/3SR-WP3-960 _snp_mastitis/)
for validating the most significant QTL and the common QTL regions in
independent populations at the time. The validation chip comprised
960 SNPs distributed over seven genomic regions. SNPs were selected
from the OvineSNP50 beadchip or 800K [lumina ovine chips
(Nicolazzi er al,, 2015) or were identified within the ‘3SR’ project by
genome resequencing.

Validation studies were performed using this custom chip in three
independent dairy sheep populations: Chios (Banos =t al,, 2017), La-
caune and Manech Red Face ewes (Oget et al, 2019), Banos et al
(2017) confirmed significant QTL associated with four different mastitis
related-traits on OAR2, OAR3, OARS, OAR16 and OAR19; they also
highlighted 14 relevant candidate genes implicated in innate immunity
in these regions, based on several analyses such as a pathway and
functional clustering analysis, a gene expression analysis and a tran-
scription factor binding site analysis. The selected genes included
SOCS2, CTLA4, C6, C7, C9, PTGER4, DAB2, CARD6, OSMR, PLXNCI,
IDH1, ICOS, FYB and LYFR (Banos et al., 2017). Oget et al. (2019)
validated four of the seven mastitis QTL regions: OAR2 (Lacaune and
Manech Red Face), OAR3 (Lacaune), OAR16 (Manech Red Face),
OAR19 (Lacaune). The point mutation in SOCS2 (OAR3 QTL region),
included in the 960 SNP chip, was the most significant SNP associated
with three mastits related-traits: increased SCS, increased incidence of
bacterial infection and mammary abscess. This mutation was also sig-
nificantly associated with increased body growth, confirming the
pleiotropic effect of the SOCSZ gene. This SNP was not present in the
Manech Red Face available data, Two validated regions (OAR2 and 16)
were also associated with milk production traits in both populations,



C Ogee, etal

Table 2

Small Ruminant Research 176 (2019) 55-64

Significant QTL influencing somatic cell scores identified by the Combined Linkage Disequilibrium and Linkage Analysis (LDLA), Linkage Disequilibrium (LD) or

Linkage Analysis (LA) in three dairy sheep populations.

OAR Position Confidence Method Sheep breed Reference
(Mb) interval
1 259.05 - LDLA Churra Cuniérrez-Gil o1 al,, 2018
2 83.10 83.1 - B3.2 LDLA Churra Guthérres Gil et ol 2018
140,36 - LDLA Churra Gutiérrez.Gil et al, 2018
185.00 1850 - 185.1 LDLA Churra Gutlérres Gl et al, 2018
3 4.40 43-44 LDLA Sardit, Sarda x Lacaune Sechl et al, 2013
2265 226-228 LD Lacaune Hupp et ul, 2015
S4.40 - LDLA Churra Gutidrez. Gil et o, 2018
129,94 1298 - 1300 LD Lacaune fupp ef al, 2015
130.10 1294 -131.4 LA Lacaune Hupp et al, 2015
184,40 - LA Churra Gutiérrez.Gil et al, 2018
189.57 189.6 - 189.6 LDLA Sarda, Sarda x Lacaune Sechi et nl, 2013
21270 - LDLA Churra Gualérres-Gil et b, 2018
4 15.86 158 - 16.0 LD Lacaune Hupp et ul, 2015
46.99 428 . 56.7 LDLA Sarda, Sarda ¥ Lacaune Sechl et ol 2013
5 63.69 696 - 68.9 LDLA Sarda, Sarda x Lacaune Sechi et al,, 2013
7799 749 - 81.5 LA Churra Guthrrea-Gil et ul, 2018
102.69 1026 - 102.8 LD Lacaune Rupp et al, 2015
6 71.31 71.1-71.5 LD Lacaune Hupp et ul, 2015
7 2453 244 -246 LD Lacaune Rupp et al, 2015
8 59.85 59.7 - 59.9 LD Lacaune Farpp et al, 2016
80.60 - LDLA Churra Gutiérre2.Gil et ol,, 2018
82.60 814 -.815 LA Lacaune Rupp e ul, 2015
9 27.49 274-276 LD lLacaune Rupp et ol, 2015
10 49.30 489 . 496 LA Lacaune Rupp et al 2015
74.84 747 - 749 LD Lacaune Rupp et al, 2015
11 36.70 358 -41.1 LA Lacaune Rupp et nl, 2015
41.18 41.0-41.3 LD lacaune Rupp et al., 2015
56.78 56.8 - 56.9 LDLA Churra GueidrrerGil et al,, 2018
12 13.84 13.7 - 139 LD Lacaune Rupp e al, 2015
18.43 9.7-184 LDLA Sarda, Sarda x Lacaune Sechl et al, 2013
13 70.89 708 -71.1 LD Lacaune Rupp et nl. 2015
71.82 685.-71.8 LDLA Churra Gutigrres.Gil e1 al, 2018
14 32.00 - LDLA Churry Guuiérrez-Gil et al, 2018
39.40 364 - 40.2 LA lacaune Rupp et al., 2015
43.28 - LDLA Churra Guthdrrez-Gil et al, 2018
56.58 56.5 - 56.7 LD Lacaune Rupp ef al., 2015
16 5.89 58-00 LD Lacaune Rupp et ol., 2015
36.10 352-37.0 LA Lacaune Rupp et al 2015
17 23.65 235-237 LD Lacaune Rupp et al., 2015
33.80 - LDLA Churra Guridimez-Gil et b, 2018
42,30 - LDLA Churra Gutiérrez.Gil e1 ol 2018
18 12.65 - LDLA Churra GuriérmrezGil et al., 2018
31.18 309 -31.3 LD Lacaune Rupp e al, 2015
19 26.17 - LDLA Churma Gutiérrez.Gil et al,, 2018
28.60 28.4-28.7 Lo Lacaune Tupgp et ul, 2015
56.70 56.7-56.78 LDLA Sarda, Sarda x Lacaune Sechi e al., 2013
20 5.50 5455 LDLA Churma Guriémez-Gil et al,, 2018
21.52 20.9-23.8 LA Churra Gutidrrez-Gil e1 ol 2018
23.52 220.28.0 LDLA Churma Gutiérrez.Gil et ol 2018
2375 13.8-25.4 LDLA Sarda, Sarda * Lacaune Sechi et al,, 2013
48.73 48.6.48.8 LD Lacaune Rupp et al., 2016
2 23.76 - LIMA Churma Guriérrez-Gil et al, 2018
48.47 48.4-48.6 LD Lacaune Rupp et 4l 2015
23 59.%4 59.8.60.0 LD Lacaune Rupp et al, 2015
24 73.00 7274 LD Lacaune Rupp et al, 2015
23 16.58 156166 LDLA Churra Gutbérrez.Gil e1 ol 2018
32.50 325350 LIDLA Churm Guriérrez-Gil o1 al, 2018
39.48 386417 LA Churra Gutiérrex Gl et al,, 2018
26 19.57 195197 LD Lacaune Rupp et al., 2015

indicating, at least in part, & genomic basis for the trade-off between
milk production and mastitis resistance. These validation studies testify
to the partial sharing of mastitis-related genetic mechanisms between
different distant dairy sheep populations.

3.2. The input on mechanisms from gene expression data
A number of studies have investigated the host response to mastitis,

using gene expression data. The studies were performed on various cell
types: milk somatic cells (Bonnefont et al, 2011), dendritic cells
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(Genini er al.,, 2011; Toufeer et al., 2011), mammary epithelial cells
(Bonnefont et al, 2012) or mammary tissue samples (Chopra-
Dewnsthaly et al., 2017). Cells were exposed either to a microbial agent
(Staphylococeus aureus, S. epidermidis, Staphylococcus spp., Mycoplasma
agalactioe) in vivo after an intramammary challenge or to inactivated
pathogens or bacterial soluble factors in vitro in cultured cells. Up to
date, microarrays have mostly been used, either with ovine oligonu-
cleotide (homologous) probes (Bannelont et al., 20115 2012; Toufeer
et al,, 2011) or bovine ¢cDNA (heterologous) probes (Geninl et al,
2011). One publication thus far has used RNAseq profiling (Chopra-
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Dewasthaly et al., 2017), but it can be anticipated, however, that future
studies will use RNASeq analysis, since it gives a more exhaustive view
of the transcriptome. In all studies, but the RNAseq profiling, Lacaune
ewes from a divergent selection experiment based on somatic cell were
used. The main outcomes of these studies were as below.,

® Larger T-cell recruitment after S, aureus as compared to S, epi-
dermidis challenge was evident.

® A significant difference was noted in the gene expression profile of
milk somatic cells and dendritic cells in the genetic divergent lines,
suggesting that they played a major role in genetic resistance/sus-
ceptibility, whereas mammary epithelial cells exhibited a more si-
milar profile,

® Milk somatic cells gene profiling showed several differences be-
tween animals from the two divergent lines, suggesting a relation-
ship between immune response and genetic resistance; this included
cytokine and chemokine differential expression, a potentially more
efficient neutrophil diapedesis, & more efficient clearance of the
infection through TLR2 and MAPK signaling pathways, a limitation
of cell proliferation and apoptosis in the resistant line.

® [n dendritic cells, resistant animals showed upregulation of com-
plement pathway genes and downregulation of the ILR1 pathway.

o Transcriptome differences between resistant and susceptible lines
were related to transcriptional activity within Milk Somatic Cells.
RARa, TP53, AHR were transcriptional factors of interest, both be-
cause of their differential expression and their interaction with a
larger number of regulated genes between lines,

Interestingly, Banos et al. (2017) used crossed information from
QTL detection and several public and in house datasets to propose 14
candidate genes for mastitis. This was based on the assumption that
genes contributing to mastitis resistance are likely to be expressed both
in the mammary gland and in immune tissues and differentially ex-
pressed in sheep bone marrow-derived macrophages in response to li-
popolysaccharide administration. This analysis was completed with the
study of 1 kb upstream regions of the Transcription Factor Binding Sites
different in dairy and meat breeds. Further studies are required to
confirm the functional impact of the candidate polymorphisms.

4. Breeding for improved mastitis resistance
4.1. Selection criteria and breeding objectives

Breeding programs in dairy sheep were first developed in the 1960s.
Only a few dairy populations worldwide, mainly located in the para-
Mediterranean region (Lacaune, Manech, Basco-béarnaise [France],
Assaf, Latxa, Manchega, Churra [Spain], Sarda [ltaly], Chios [Greece]
populations) have the required size and organisation to allow devel-
opment of large scale recording, genetic evaluation and breeding pro-
grammes (Barillet et al., 2001; Carta et al., 2009; Gootwine, 2011;
Theodoridis et al, 2018). Milk yield has been the main selection cri-
terion in most of those breeds during the past decades (Carta et al.,
2009). Thereafter, in some breeds, a component for milk composition
(Barillet et al., 2001; Gutiérrez-Gil et al., 2009) and udder morphology
(Casu et al., 2006; Marie-Etancelin ¢t al,, 2006) has been added.

Following the cattle initiative in the 1980s (Heringstad et al., 2000),
in several dairy sheep populations, milk somatic cell counting has been
considered as a proxy for mastitis and included that in recording
schemes and breeding objectives. Thus, somatic cell counting recording
has been implemented in several breeds in France (Lacaune, Manech),
Italy (Sarda) and Spain (Churra, Manchega, and Laxta) (Carta et al.,
2009). Repeated cell counting data can be routinely recorded as part of
milk recording. However, the recording cost per animal, relative to the
potential income, is prohibitive for many traits other than production,
Therefore, simplified schemes have been developed, with only 2-4 test
days per lactation period or with sampling only in ewes in their first or/
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and second parity (Rupp et ol., 2002; Carta et al., 2009).

Up to date, systematic selection for somatic cell counting in addition
to milk production and udder morphology is being performed only in
Lacaune sheep (Rupp et al,, 2002; Barillet et al., 2009), In this breed,
the current relative weight for somatic cell count is 25% in the total
merit index, with relative weights of somatic cell scores compared to
the production of 1:2. At current selection intensities, such a combi-
nation is expected to reduce somatic cell scores by one genetic standard
deviation in 10 years. Recently, a genetic evaluation for somatic cell
count has been initiated in Manech Red Face sheep, updating accord-
ingly the breeding objectives, Indirect selection for improved mastitis
resistance can be also expected if udder morphology is used for selec-
tion, as this gives favorable genetic correlations between traits, as
performed in Sarda sheep (Casu et al, 2006).

A divergent selection experiment based on somatic cell scores in
Lacaune dairy sheep has provided evidence that selection for decreased
milk somatic cell count may help to improve host's resistance 1o mas-
titis and decrease the frequency for clinical and subclinical in-
tramammary infections (Rupp et al., 2009; Allain et al., 2010). Based on
the results of approx. 200 ewes in each line selected for either high or
low somatic cell scores, authors have shown a large difference between
the genetic lines for somatic cell count: mean cell counts were
1,200,000 versus 280,000 cells mL ™", respectively. A significant de-
crease of clinical mastitis, chronic clinical mastitis (as detected by the
presence of parenchymal abscesses), and intramammary infections
caused by various pathogens (measured by repeated milk bacter-
iological tests) was also observed in the low somatic cell score line
when compared to the high line (Rupp et al., 2009; Allain et al,, 2010).
The reduced risk of mastitis when selecting for decreased somatic cell
scores was further confirmed in two experiments, in which ewes from
the divergent lines were challenged with S. epidermidis or S, aureus
(Bonnefont et al, 2011). The results indicated that selection for de-
creased somatic cell scores correlated with a better ability to control
intramammary multiplication of bacteria and to limit consequences of
infection and inflammation.

Minor consideration has been given to mastitis in meat sheep in-
dustry up to date. However, in 2 meat breed (Texel), Conington et al.
(2008) have highlighted economic and welfare benefits through the
reduction of antibiotic use and extra labor involved. These authors es-
timated that a 10% reduction in risk of developing mastitis would be
leading to GBP 8.40 per ewe, or GBP 2.7 million a year to the purebred
Texel population in the United Kingdom (Conington et al, 2008;
McLaren et al, 2018). Additionally, the authors underlined that in-
creased incidence of subclinical mastitis had an adverse in the body
weight of lambs of affected ewes and thus in overall production output
of the flock, However, given that in meat-production flocks ewes are
not handled on a daily basis, as in dairy flocks, use of somatic cell count
poses challenges. In view of that, McLaren et al. (2018) have suggested
results of California Mastitis Test and udder conformation scoring could
be useful alternative selection criteria for future genetic selection.

4.2, The contribution of genomics to breeding for mastitis resistance

4.2.1. Direct use of information from major genes

Diagnostic tools can be developed for genotyping major genes,
when causal mutation or closely linked markers, are identified. As an
example of a disease-related gene, testing for PrP gene associated to
resistance and susceptibility to scrapie (Elsen et ol 1999), is used in
breeding programs worldwide, mainly to avoid entering susceptible
animals in the reproduction process. Other significant genes in sheep
are Tmem154, associated with resistance to Small Ruminant Lentivirus
infections (Heaton et al,, 2012), and FecL for hyperprolificacy of ewes
(Martin et al,, 2014). To date, the large-scale development of such
marker-assisted selection for improving mastitis resistance in various
sheep populations is unlikely, Indeed, the SOCS2 gene is the only
published causal mutation for mastitis resistance and the susceptible
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allele was found only in the Lacaune breed (Hupp et al,, 2015).

Mastitis resistance is highly polygenic with a large number of genes
with small effects, which is not well suited for single gene-based se-
lection. With the decrease of sequencing and genotyping costs and the
addition of genomic studies in sheep, it is expected, though, that ad-
ditional causal mutations will be available in the near future, One in-
teresting opportunity is the development of small sets of parentage SNP
or low-density chips including also major gene information, which
could allow extending such diagnosis approach for various traits and
population at reasonable costs.

4.2.2. Genomic selection

The objective of genomic evaluations, called by extension ‘genomic
selection’, Is to estimate the genetic value (called Estimated Breeding
Value, i.e,, EBV) of an individual for a given trait (e.g., mastitis re-
sistance, L.e. somatic cell counts) based on genomic information, such as
SNP markers covering the whole genome (Meuwissen et al., 2001). No
information on the genes or genomic regions associated with the trait is
necessary. Genomic evaluation requires a significant number of geno-
typed and phenotyped individuals, forming the ‘reference population’,
in which associations between SNP and phenotypes are established.
Then, using the established predictions, genomic EBVs are estimated in
a population of related candidates, for which no phenotype is (yet)
available. The benefit from the genomic selection is derived from the
fact that genomic EBVs have higher accuracies, i.e. better predict future
achieved performance, than pedigree-based EBVS, so that early selec-
tion can be efficient. Thus, genomic selection can be useful in sheep
breeding to increase the genetic gain by decreasing the generation in-
terval. This is especially true in dairy sheep because there is a long
period between the dissemination of male’s semen across the popula-
tion and collection of phenotypes recorded in female progeny. Genomic
selection in ruminants can also be useful for traits that are not measured
in large-scale population as a routine, e.g., mastitis in meat sheep
breeds.

A few studies have compared pedigree-based selection and selection
based on genomic information for mastitis resistance (SCS trait) in the
Lacaune dairy breed and have reported a gain of prediction accuracy
ranging from +0.04 to +0.10 (Duchemin et al., 2012; Baloche et al.,
2014). These results are lower than in cattle ( +0.15) (VanRaden et al.,
2009) probably mainly because reference population is smaller and the
genetic diversity is higher, as proven by lower linkage disequilibrium
(Baloche et al., 2014). Currently, the so-called Single Step Genomic Best
Linear Unbiased Prediction (ssGBLUP) method provides the best ac-
curacies in dairy sheep (Baloche et al,, 2014); the model uses raw
performances of daughters rather than ram’s averages.

Future improvement of genomic selection is expected from the in-
clusion of major genes and QTLs in genomic evaluation models. Indeed,
knowledge of genes/genomic regions with a strong effect can be added
to the genome-wide SNP panel or added independently as a correlated
trait, like in the Gene Content Multiple trait BLUP model (Legarrs and
Vitezics, 2015). Such approaches have roved to increase prediction
accuracy for goat milk composition, with the inclusion of information
on the a sl casein (Carillier-Jacquin et al., 2016; Teissier et al,, 2018)
major genes together with the 50 K SNP chip. Application to mastitis
resistance, with the inclusion of the SOCS2 gene or other QTLs, is
promising,

5. Concluding remarks

In this paper, we summarized recent advances in genetic and
genomic analyses for the improvement of mastitis resistance in dairy
and meat-production sheep. The numerous studies on the correlations
between the different traits of interest in these two sheep sectors, as
well as the major new genes discovered thanks to the progress of
genomic tools, pave the way for a selection of more robust individuals
for sustainable breeding.
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V. Conclusions du Chapitre I. et questions scientifiques soulevées

Dans ce chapitre introductif, nous avons vu les principes des schémas de sélection en élevage
rendus possibles par ’existence d’un déterminisme génétique sur les caractéres d’intérét de
I’objectif de sélection. En effet, les variabilités génétiques au niveau des loci du génome qui
déterminent ces caracteres d’intérét, telles que les mutations, sont a I’origine de la variabilité
phénotypique observable et sélectionnable dans la population. En ovin, et comme dans toutes
les espéces d’élevage, les caracteres sélectionnés sont majoritairement déterminés par de
multiples loci du génome a effets faibles qui peuvent étre couplés a des genes majeurs a effets
forts. La mutation ponctuelle a 1’étude dans cette thése (R96C) est située dans un géne majeur
pléiotrope appelé SOCS2, qui semble étre capable d’influencer plusieurs caractéres tels que le
processus d’inflammation mammaire, la production laitiére ou encore la croissance. La prise en
compte de I’information de cette mutation en sélection parait alors étre un point important pour
I’amélioration efficace de 1’espéce. Une premiére question scientifique soulevée par ce constat
est la suivante : quels sont les moyens disponibles pour la prise en compte de cette mutation
pléiotrope dans le contexte de la sélection génomique, mise en place aujourd’hui en brebis
Lacaune sur plusieurs caracteres (production, santé, et morphologie mammaire) ? Pour y
répondre, différents modéles d’évaluation génétique et génomique sur les neuf caracteres en

sélection vont étre testés (Chapitre I1.).

Dans un second temps, nous avons pu constater que ce gene pléiotrope codait pour la protéine
SOCS-2, une proteine intervenant dans la voie de transmission JAK/STAT qui est la principale
voie de transmission du signal cellulaire pour une vaste palette de cytokines et de facteurs de
croissance chez les mammiféres. Cette voie de transmission complexe et actrice dans de
nombreuses fonctions biologiques est en effet régulée par un grand nombre de molécules dont
notamment les protéines inhibitrices de la famille SOCS. La régulation négative de la voie
JAK/STAT par les SOCS est réalisée principalement via leur capacité de liaison avec les autres
molécules de la voie tels que le récepteur lui-méme, les protéines JAK, ou encore les autres
molécules régulatrices. Cependant, les mécanismes sous-jacents restent encore incertains, et
encore plus particulierement pour SOCS-2, une des protéines peu étudiées au sein de cette
famille. Une mutation telle que celle étudiée dans cette thése, localisée dans le domaine de
liaison SH2, devrait pouvoir permettre d’éclairer cet aspect. Une deuxiéme question
scientifique soulevée par la multitude de fonctions biologiques pouvant potentiellement étre
régulées par SOCS-2 est celle de la confirmation, la validation et la découverte de 1’association
de cette mutation aux différents caractéres d’intérét pour la filiére ovine, au-dela des seuls

caractéeres pris en compte en sélection. Pour ce faire, différentes approches statistiques vont étre
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utilisées afin de quantifier I’association de la mutation a des caracteres en lien avec la santé, la

production, la croissance et la reproduction (Chapitre I11.).

Enfin, nous avons pu replacer cette mutation, déecouverte en ovin en raison de son effet tres fort
et négatif sur I’inflammation mammaire, dans le contexte des études génétiques et génomiques
sur la résistance aux mammites en ovin, un caractere complexe. En effet, ce caractere de faible
héritabilité semble avoir un déterminisme partagé au sein des différentes races et dispersé sur
plusieurs QTL dans le tout le génome. Nous avons également mis en lumiére les relations
génétiques complexes entre les différents caractéres d’intérét en ovin, a prendre en compte en
sélection. Une troisiéme question scientifique a été soulevée par I’effet fort de la mutation sur
ce caractére d’intérét majeur de santé mammaire : quels sont les mécanismes moléculaires
biologiques sous-jacents de la réponse a I’infection et différentiels entre les individus porteurs
de la mutation et ceux non porteurs ? Cette question sera traitée a 1’aide d’un protocole
expérimental ou des brebis portant les génotypes SOCS2 extrémes seront infectées et suivies
finement pour un grand nombre de phénotypes dont fait partie 1’expression transcriptomique

sanguine.
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Chapitre I1. Etude prospective de la prise
en compte de la mutation SOCS2 dans le
contexte de la s¢lection génomique

|.  Objectifs et démarches

La mutation SOCS2 influengant plusieurs caractéres d’intérét en ovin, nous nous sommes
intéressés a son effet sur I’ensemble des neuf caracteres en sélection en brebis Lacaune en
France : cing caractéres de production laitiere, un caractére de santé (SCS) et trois caractéres
de morphologie mammaire. Dans cette race, la sélection génomique est déja implémentée
(Astruc et al., 2012) et utilise des données de génotypages de moyenne densité (puce 54K
ovine) des males améliorateurs des stations de testage. Cependant, la méthode utilisée ne permet
pas d’apporter, a priori, I’information de cette mutation majeure qui n’est pas présente dans le
panel de SNP de la puce 54K. Le génotypage de la mutation SOCS2 était disponible pour un
certain nombre d’individus et nous avons donc pu imputer les génotypes SOCS2 manquants a

I’ensemble de la population génotypée avec la puce 54K.

L’objectif principal de ce chapitre est donc d’évaluer si la prise en compte de la mutation
causale du gene SOCS2, dans la mesure ou elle est connue, permet d’améliorer la sélection. Il
s’agit donc de tester différentes méthodes permettant d’inclure la mutation dans 1’évaluation
génomique actuelle. Cette étude a reposé sur la comparaison des précisions des valeurs
génétiques prédites par les différents modeéles, et est inspiré du travail réalisé par Marc Teissier
(Teissier et al., 2018 ; Teissier et al., 2019) en caprin. Un autre objectif de ce travail était de
quantifier les effets génétiques dus a cette mutation sur les différents caractéres en sélection.

Ce chapitre sera présenté sous forme d’un article scientifique accepté pour publication le 28

ao(t 2019 dans la revue BMC Genomics. Les figures additionnelles (Figures S1 a S5) de cet
article sont présentes en annexe (respectivement Annexes 2 a 6).
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Il. Résumé de ’article scientifique

[1.1.  Introduction
Dans cette étude, la précision de diverses méthodes d’évaluation génomique, permettant
I’introduction de I’effet d’une mutation causale, a été évaluée. Nous avons pris comme exemple
d’étude une mutation ponctuelle dans le gene SOCS2 chez la brebis laitiére qui est associée a
la croissance, a la production laitiére et au SCS, un caractére lié aux mammites.

[1.2.  Méthodes

Le jeu de données étudié comprenait 1503 148 femelles phénotypées et 9 844 individus
génotypés avec la puce ovine Illumina de 54K SNP. Le SNP SOCS2 était génotypé pour 4 297
animaux et a été imputé pour les 9 844 animaux. Nous avons réalisé des évaluations génétiques
pour les caractéres suivants : production laitiere, quantités de matiéres et taux protéique et
butyreux, SCS, ainsi que trois caractéres de morphologie mammaire. Pour chaque caractere, les
valeurs génétiques (EBVs, Estimated Breeding Values) et leur précision ont été estimées par
des approches single-step (« en une seule étape ») utilisant des phénotypes femelles. Dans un
premier temps, six méthodes ont été testées et comparées : i) BLUP pedigree, ii) BLUP
génomique (ssGBLUP), qui utilise les 54K SNP de la puce, et iii) quatre méthodes ssGBLUP
pondérées (WssGBLUP). Les méthodes WssGBLUP attribuent des poids aux SNP en fonction
de leur effet sur le caractére. Ensuite, afin d'inclure la mutation causale, les cinqg méthodes
génomiques ont de nouveau été testées apres I'ajout de SOCS2 comme SNP parmi les marqueurs
de la puce. Enfin, nous avons également testé la méthode Gene Content qui considere le
génotype SOCS2 comme un caractere dans un modéle multi-caractéres.

11.3. Resultats

Nous avons obtenu un gain de précision des EBVs de 14,03% entre les méthodes BLUP
pedigree et ssGBLUP, et de 3,99% entre les méthodes ssGBLUP et WssGBLUP. De plus,
I'ajout du SNP SOCS2 dans les méthodes ssGBLUP a conduit a un gain supplémentaire de
0,26%. Le fait de mettre l'accent sur les SNP dans les régions ayant un fort effet sur les
caractéeres, sans connaissance a priori de ces régions QTL, pour construire la matrice de parenté
a donc permis une meilleure précision des EBVs. Lorsqu'aucune donnée de génotypage n'a eté
utilisée dans les modeles, la méthode du Gene Content a permis de prendre en compte
efficacement 1’information de génotypage partiel qu’est le génotype SOCS2, car la précision
des EBVs a été augmentée de 6,25 % par rapport au BLUP pedigree. Cette méthode a également
permis de dissocier la composante génétique due au géne majeur (SOCS2) de la composante
polygénique restante.
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I1.4. Conclusion
L’information de mutations causales ayant un effet modéré a fort peut étre capturée avec des
puces a SNP de moyenne densité en appliquant des méthodes d'évaluation génomique
appropriées. La méthode du Gene Content est efficace pour tenir compte des mutations causales
dans des populations pour lesquelles des données de génotypage a I'échelle du génome ne sont
pas disponibles.

[1.5.  Correctif sans conséquence pour I’article (Oget et al., 2019b)
Une faute de frappe s’est glissée dans le premier paragraphe de la partie « SOCS2 genotypes
and imputation of missing data » de la section « Methods » de I’article scientifique (Oget et al.,
2019b). Les individus génotypés pour la mutation SOCS2 (tests KASPar™) sont de millésimes
de naissance entre 2002 et 2013 et non 2002 et 2003 comme indiqué dans ’article. Cette erreur
est sans conséquence sur les résultats de 1’étude ni sur son interprétation car il s’agit d’une faute

de frappe et nous avions I’information véridique pour le design de 1’analyse d’imputation.

[11. Article scientifique (Oget et al., 2019Db)
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Abstract

Background: Genomic evaluation is usually based on a set of markers assumed to be linked with causal mutations.
Selection and precise management of major genes and the remaining polygenic component might be improved
by Including causal polymorphisms in the evaluation models. In this study, various metheds involving a known
mutation were used to estimate prediction accuracy. The S0CS52 gene, which influences body growth, milk
production and somatic cell scores, a proxy for mastitis, was studied as an example in dairy sheep.

Methods: The data comprised 1,503,148 phenotypes and 9844 54K SNPs genotypes. The SOCS2 SNP was
genotyped for 4297 animals and imputed in the above 9844 animals. Breeding values and their accuracies were
estimated for each of nine traits by using single-step approaches. Pedigree-based BLUP, single-step genomic BLUP
(ssGBLUP) involving the 54K ovine SNPs chip, and four weighted ssGBLUP {WssGBLUP) methods were compared. In
WissGBLUP metheds, weights are assigned to SNPs depending on their effect on the trait. The ssGBLUP and
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Background

By estimating genetic parameters, such as the heritability
of a given trait, individuals could be selected according to
their genetic value, based on the Estimated Breeding
Values (EBVs) for that trait, and the whole species might
be genetically improved for traits such as production,
health, morphology, etc. Schemes were theretore set up to
select improved males and use their semen on livestock
breeding farms. The genetic architecture of traits of inter-
est in livestock species has been widely studied since the
1920s [1]. Such traits can be governed by genes with small
effects but also by large Quantitative Trait Loci (QTLs) or
major genes. Studies of this complex architecture have been
facilitated by new technologies and molecular markers such
as microsatellites or single nucleotide polymorphisms
(SNPs) which make it possible to detect the regions of the
genome responsible for genetic variation and measure their
respective effects [1].

Genetic selection methods were initially based on peci-
gree approaches and the method first employed to estimate
breeding values was the Best Linear Unbiased Prediction
method (BLUP) [2]. Approaches based on SNP chips were
then quickly developed from the 1990s onwards [3-6].
These approaches allowed EBVs to be estimated from pedi-
gree information, from genotyping data about a proportion
of the population (males in testing stations for example),
and from performance data. Performance data could be
based on means of progeny performance, e.g. Daughter
Yield Deviations (DYD), as in the two-step pedigree-based
BLUP [2] or Genomic BLUP (GBLUP) [3, 4] approaches.
More recently, methods to directly use raw phenotypes of
non-genotyped individuals in the so-called single-step
GBLUP approach (ssGBLUP) were developed [5, 6]. A few
studies showed that the prediction accuracy of evaluations
could be increased by using ssGBLUP, rather than two-step
pedigree-based BLUP or GBLUP approaches [7-9].

Two studies, in the same dairy Lacaune breed sheep
population investigated here, resulted in the develop-
ment of genetic evaluation models based on molecular
markers [10, 11]. Duchemin et al, (2012) [10], after com-
paring the BLUP, Bayes Cn, Partial Least Squares (PLS),
and sparse PLS methods, reported that depending on
the trait and compared to the BLUP method, EBV accur-
acies could be increased by 18 to 25% by including
markers in the models, with minor differences between
the genomic approaches. Baloche et al. (2014) [11] then
adopted BLUP-like methods to implement a single-step
model in the evaluation and compared pseudo-BLUP
and pseudo-ssGBLUP (using all rams and their DYDs in
both methods), and regular ssGBLUP (using individual
phenotypes and pedigree in an animal model), and ob-
tained the best results with regular ssGBLUP. In 2015,
the ssGBLUP approach was therefore implemented in
the French official genetic evaluations of Lacaune sheep
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[12] and is used as a reference method in this study.
However, the previously tested methods, and the one
currently used in official evaluations, do not allow a
higher weight to be assigned to markers in QTL regions
or to a major gene such as the SOCS2 gene, which influ-
ences many traits due to the mutation present in this
population.

In the ssGBLUP approach, all SNPs are given the same
weight during construction of the relationship matrix.
Methods have since been developed to assign more weight
to markers that are more strongly associated with the trait
under study [13, 14] or to a major gene influencing the
trait, in a multi-trait approach (called Gene Content) [15].
These methods have been tested in goats and have been
shown to improve evaluation accuracy [16-18].

In this study, we chose the causal mutation for mastitis
resistance characterized in a dairy sheep association
study: namely the R96C point mutation in the SOCS2
gene (suppressor of cytokine signaling 2) [19]. This mu-
tation, which consists of a modification in a single base
pair (substitution of an allelic base C into an allelic base
T), introduces a SNP at this locus and modifies the affin-
ity of the protein for its ligand. Rupp et al. (2015) [19]
showed that this mutation, with a Minor Allele Fre-
quency (MAF) of 21.7% in the population (468 rams
from testing stations), was strongly associated (deterio-
rated health) with the Somatic Cell Count (SCC) trait,
considered as a proxy for mastitis (i.e. it explained 12%
of the genetic variance of this trait), but was also
favourably associated with size, weight and, to a lesser
extent, with milk yield traits. This pleiotropic gene
therefore seemed a good candidate for testing several ap-
proaches to exploit information about QTL or causal
mutations in evaluation models.

Thus the objectives of this study were: (i) to test evalu-
ation methods that allowed inclusion of information
about a causal mutation, using the example of the dairy
sheep SOCS2 gene point mutation, and (ii) to analyze
the effect of applying different methods to utilize this
additional information on prediction accuracies and on
EBV trends over time.

Results

Imputation of SOCS2 genotypes

We obtained a Concordance Rate (CR) of 0.988 for
imputation of the SOCS2 genotypes, ie. 33 imput-
ation errors among the 1432 individuals in the im-
putation validation population. The result of this
imputation provided us with the SOCS2 genotypes
for the entire genotyped population, with a MAF of
0.14 for the mutated T allele associated with higher
susceptibility to mastitis. The MAF trend in the
population of 4699 Al rams is shown in Fig. 1. The
MAF decreased from 0.21 in 2005 to 0.09 in 2017,



Oget et al. BMC Genomics {2019) 20:719

Page 3 of 14

artificlal msemination

-

25%

20% |

15%

10%

5%

0%
§§§§ S oo%n o 3 e e
& & &8 8 &8 8 8 &8 &8 &8 8 ®&8 8§

s Number of animals

Fig. 1 Evolution of the frequency of the SOCS2 T allele, associated with increased susceptibility to mastitis in 4699 rams usad for

Linkage Disequilibrium (LD)

The map coverage of the chip attained 2444 Mb and the
mean SNP interval was 0.064 Mb. The mean »* were 0.25,
0.16, 0.12, 0.09, and 0.08 for a distance between pairs of
SNPs of < 0.02 Mb, [0.02-0.04 Mb], [0.04-0.06 Mb], [0.06—
0.08 Mb], and [0.08-0.10 Mb], respectively, and < 0.08 for all
the other distance categories. A visualization of »* according
to distance between SNP is provided in Additional file 1:
Figure S1.

The r* measure of LD between the 40 markers closest
to SOCS2 is represented in Additional file 1: Figure S2.
The LD of SOCS2 with the other SNP markers ranged
from zero to 0.47 with OAR3_138135461.1, which was
0.229 Mb pairs away from SOCS2. The average 1.D be-
tween the SOCS2 SNP and the 10 previous SNPs on the
chip was 0.17. The category containing the distance be-
tween the SOCS2 SNP and the SNP most linked to the
SOCS2 SNP (0.229 Mb) was the interval [0.22, 0.24], for
which we obtained a mean * of 0.049 on the whole chip.
The SOCS2 SNP mutation was therefore in strong LD
with some of the other SNPs in the region.

Genetic parameters
The (co)variance parameters estimated and used in this
study are presented in Additional file 1: Figure S3. The
variance estimates for the single-trait models were very
similar, whether estimated from pedigree or genomic re-
lationships. Heritabilities were 0.50 and 0.61-0.62 for FC
and PC, respectively. For Milk Yield (MY), Fat Yield
(FY) and Protein Yield (P)Y, they were 0.37, 0.37, and
0.39, respectively. For Teat Angle (TA), Udder Cleft
(UC) and Udder Depth (UD), they were (.39, 0.34, 0.27-
0.28 respectively, and for Lactation Somatic Cell Score
(LSCS) 0.17-0.18. Similar results were obtained using
the two-trait models (Additional file 1: Figure S3).
Genetic correlations between the SOCS2 gene content
trait and the other traits, and the genetic variances explained
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by the SOCS2 gene using the pedigree-based Gene Content
method are presented in Table 1. The absolute values of the
genetic correlations ranged from 0,02 (TA) to 0.34 (LSCS).
The six traits most correlated with the SOCS2 gene content
trait were: LSCS (ry = 034), PY (r,=0.29), MY (r,=0.25),
UD (rg=-0.19), FY (r,=0.18) and FC (r,=-0.14). This
was confirmed by the genetic variances explained by the
SOCS2 gene that ranged from 0.05% (TA) to 11.24%
(LSCS).

GBLUP and WssGBLUP methods improve prediction
accuracies

The prediction accuracies and gains obtained with the dif-
ferent evaluation methods and traits are shown in Table 2.
Prediction accuracies ranged from 0.498 to 0.561 for MY,
from 0.330 to 0486 for FY and PY, and from 0.684 to
0.762 for FC and PC. They ranged from 0.421 to 0471 for
LSCS, and from 0.336 to 0.538 for udder type traits.

Table 1 Genetic correlations between the SCCS2 gene content
trait and the traits of Interest (r,) and genetic variances (0,”)
explained by the SOCS2 gene obtained using the pedigree-
based Gene Content method

Tzant ry with SOCS2 oy, explained by SCCS2
MY 025 6.18%

FY 018 322%

PY 0.29 8.55%

FC -0.14 1.88%

PC 006 041%

LSCS 034 11.24%

TA -002 0.05%

uc Q07 0.56%

uo -0.19 371%

Abbreviations: MY Milk Yield, FY Fat Yield, PY Protein Yield, FC Fat Content, AC
Protein Content, LSCS Somatic Cell Score, TA Teat Angle, UC Udder Cleft, UD
Udder Depth
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Table 2 Prediction accuracies of different genetic evaluation metheds for each trait using information about the 50CS2 gene or not

Trait
MY FY Py FC PC LSCS  TA uc D
Prediction Pedigree-based BLUP 0507 0389 0330 0693 0.684 0421 0451 0477 033
if;;“q' <SGBLUP 0549 0.450 0463 0724 745 0454 0523 0473 0423
$3GBLUPs ez 0550 0450 0465 0724 0.745 0456 0523 0473 0424
WSSGBLUP cupssca. 1) 0498 0422 0437 0723 0.730 0421 0538 0473 0452
The best WssGBLUP;, o methad 0561 0461 0486 0719 0.762 0471 0538 0504 0460
Pedigree-hased Gene Content 0557 0430 0405 0698 0688 0438 0448 0512 0386
Gainin  Pedigree-based BLUP & ssGBLUP  B25%  1554%  4034%  441%  895% 780% 1584% Q96% 2607%
&fgg‘!ﬁ" sSGBLUP & the best WssGBLUP 216%  246%  504%  206%  232%  377% 280%  659% 875%
betweery method
Without & with the SOCS2 SNP 022%  0D13%  O51% 00X 0I0% 106% -002% 00X 026%
among the markers (average
within the WssGBLUP,,,, ., methods)
Pedigree-based BLUP & pedigree-  888%  9.54% 1864%  068%  057%  380% -DB9% 672% 833%
based Gene Content
Parameters of the bast WssGBLUP,, , method  Maximum  Maximum  Maxmum  Maximum  Maximum  Mean  Classical Sum Maximum

100 200 200 40 45 206 30 5

Abbreviations: MY MUK Yield, FY Fat Yield, PY Protein Yield, FC Fat Content, PC Protein Content, LSCS Somatic Cell Score, TA Teat Angle, UC Udder Cleft, UD
Udder Depth

In our study, the highest accuracies were obtained by The gain in prediction accuracy from pedigree-based

using alternative WssGBLUP approaches. Figure 2 indicates
the prediction accuracies for the LSCS trait (as example)
with the various WssGBLUP methods. The average gain in
accuracy between WssGBLUP methods with and without
the SOCS2 genotype was + 1.06% and the best accuracy
(0.471) was obtained with the WssGBLUP ..., 200) method.

BLUP to ssGBLUP, the currently used genomic
method, was on average + 14.03% (Table 2). An average
gain in prediction accuracy of +3.99% was obtained
from ssGBLUP to the best WssGBLUP method (for
each trait independently). The average gain in predic-
tion accuracy between all the WssGBLUP methods and

7~

PREDICTION
ACCURACY

0.4710
0.4610
0.4510
0.4410
0.4310
0.4210

Nw223nsassass~“saazans¢°ss~“°“°asaseass
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WSSGBLUP METHOD

~—WITHOUT THE SOCS2 GENOTYPE ~——WITH THE SOCS2 GENOTYPE

Fig. 2 Prediction accuracies of genomic selection from the secand iterations of the different WssGBLUP methods far the LSCS trait wath (orange
curve: WssGBLUP o= 1, o) @nd without (blue curve: WssGBLUP,,, ) the SOCS2 genatype. Four approaches to the WssGBLUP were computed

{m = classical, mean, maximum or sum), The classical WssGBLUP approach {m = classical) gives a different weight for each marker of the chip. In
alternative approaches, the chip Is decomposed inta non-overlapping windaws of n markers (we tested n =2 5, 10,
100, anxd 200) and within these windows, all markers are assigned the same weight: the mean weight of the n SNPs {m = mean], the maximum
I welght of the n SNPs (m =maximum), and the sum of the n SNPs welghts (m = sum)
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15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
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WssGBLUPsos2 was +0.26%. The highest gain (+
1.06%) was obtained for LSCS.

Genetic trends of EBVs relative to SOCS2 and polygenic
components using the Gene Content method

The average gain in prediction accuracy between pedi-
gree-based BLUP and pedigree-based Gene Content was
+625%. This gain represents the improvement in
prediction accuracy for a trait when genome-wide data
(54 K herein) are not available and information about a
point mutation is known and is included in a multi-trait
genetic evaluation model.

The Gene Content method was used to obtain EBVs for
the polygenic component (EBVS .., excluding the effect
of the SOCS2 gene, EBVs associated with the SOCS2 gene
(EBVsgoesa), as well as estimated breeding values for the
trait of interest (EBVS;,;), for each trait The EBVS,. i
and EBVs,,; values were very similar for all the traits
(Spearman correlation of 0.99), except for LSCS (Spearman
correlation of 0.87), the trait most associated with SOCS2.
The genetic trends of both the polygenic (EBV ) and
gene (EBVgoess) components of the LSCS trait over the
years are provided in Fig. 3. This graph shows a strong de-
crease in the EBVs for LSCS since 2004. This decrease has
been due partly to the reduced effect of the SOCS2 gene
mutation on the trait (decreased frequency of the deleteri-
ous allele), but also to the reduction (improvement) of the
polygenic component determining the trait.
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SNP effects estimated by using WssGBLUP methods

The estimated SNPs effects and percentages of the
explained variance were determined by applying
WssGBLUP methods, with and without the SOCS2
genotype among the markers. The QTL regions (posi-
tions on ovine genome assembly v4.0) found by
applying the best alternative WssGBLUP method for
each trait (SOCS2 SNP included in the markers),
based on a threshold of 1% of genetic variance
explained, are presented in Table 3. According to the
SNPs effects (Additional file 1: Figure S4) and the
explained variances (Additional file 1: Figure S5), the
QTL in the SOCS2 gene region (Table 3) was con-
firmed for LSCS, with 20 adjacent SNPs (including
the SOCS2 SNP) explaining as much as 12.00% of the
genetic variance. Moreover, this region also influenced
PY (4.91% of the variance explained), UD (4.02%),
MY (3.94%), FC (2.57%), and UC (1.84%). In addition,
among the surrounding SNPs, the SOCS2 SNP exhib-
ited the strongest (or second strongest) effect (Add-
itional file 1: Figure S4).

Several other QTLs were also detected in this study
(Table 3). Some of them were trait-specific, such as
QTLs on OAR 3 (140.1-141.5Mb) and 6 (84.7-85.8
Mb), associated with PC, on OAR 19 (44.5-45.6 Mb)
and 23 (32.4-33.9 Mb), associated with UC, and on
OAR 13 (63.4-64.5Mb) and 20 (48.8-49.8 Mb), associ-
ated with FC and LSCS, respectively. The other three
QTLs seemed to be associated with several traits, such

-
EBVs In the referance population for LSCS
oEBVs LSCS

+ [BVs polygen
x EBVs S0CS2

nas-

0o~

om-

~

1006 1037 ‘958 G 3900 00 O3 030 W\ 2005 0N FOOT 0N 096 W10 011 01 OB JOM 28

Fig. 3 Genetic trends over the years in the reference population (5343 rams with reference perfarmances, |.e, daughter yield deviations, bom
between 1956 and 2015), of the EBVS for LYCS using the Gene Content methad which enables the polygenic companent (E8V,...), exduding
the effect of the SOC52 gene, and the breeding value due 1o the gene effea (EBVsocq), to be distinguished
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Table 3 QTL {Quanutative Trait Loc) regions (positions on ovine
genome assembly v40) found using the best alternative
WssGBLUP method for each trait {(SOCS2 SNP included among
the markers), and based on a threshold of 1% of genetic
variance explained

OAR 7L region

Tralt assocated Genetic variance  Trait-specific

(Mb} with the QTL explained in the  QTL region”
tralt-specific QTL  (Mb)
region” (%)

3 1283 - 1305 LSS 1200 129.1 - 1205
PY 491 129.0-1303
ubD 402 129.1-130.5
MY 394 128.3-1296
FC 257 129,1-1305
UC 1584 129.1-130.5

1363 - 1376 PC 461 136.3-1373

FC 1.20 1364-1376

1401 - 1415 PC 124 140.1-1415

6 847 -858 PC 595 B4.7-858

" 331-349 FC 665 334-340
PY 225 333-345
LSCS 198 333-345
MY 131 331-343

13 634 -645 FC 117 634-645

17 85-105 MY 114 85-97
FC 1049 86-99
PC 102 90-105

18 445-456 UC 233 445-456

20 488 - 498 15CS 309 488-498

23 324-339 UC 2010 324-339

Abbreviations: OAR Ovis ARies, QTL Quantitative Trait Loc, Mb Megabase, MY
Milk Yield, FY Fat Yield, PY Protein Yield, FC Fat Content, PC Protein Content,
LSCS Somatic Cell Score, TA Teat Angle, UC Udder Ceft, UD Udder Depth
*Trait-specific QTL regions are regions where 20 adjacents SNPs explain the
highest value of genetic variance of the trait

as QTLs on OAR 3 (136.3-137.6 Mb), associated with
PC and FC, on QAR 11 (33.1-34.9 Mb), associated with
MY, PY, LSCS and FC, and on OAR 17 (8.5-10.5 Mb),
associated with MY, FC and PC,

Discussion

Genetic parameters estimation

The genetic parameters estimation with pedigree or gen-
omic relationships gave similar results for the one-trait
methods. In this study the obtained heritabilities were
higher for all the traits than previously found in the
Lacaune breed. The heritability for LSCS (=017 -
0.18 in our study) was previously estimated at between
0.12 and 0.15 by Barillet et al. (2001), Rupp et al. (2003)
and Barillet et al. (2007) [20-22]. These authors also re-
ported lower heritabilities for MY, FC and PC (0.28-
0.34, 041-0.50 and 0.51-0.63, respectively). Similar
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lower results were found for FY and PY (0.26 and 0.28,
respectively) [22], and also for the three udder-type traits
{0.33-0.35, 0.26-0.32 and 0.19-0.26, for TA, UC and
UD, respectively) [22, 23|. These discrepancies could be
due, at least in part, to the model as previous studies
were based on sire models whereas we used animal
models. Other explanations include increased genetic
variance within the population (good management of
matings in farms, for example) and/or decreased envir-
onmental variance (possibly due to the homogenization
of breeding practices, for example).

Detection of QTLs and quantification of their effect using
genomic evaluation methods

Our study shows that genomic evaluation methods, which
involve weighted approaches and thus an initial step to esti-
mate the effects of SNPs on different traits, can be applied
to detect and confirm QTLs [13, 14]. This approach is pref-
erable to a single SNP GWAS (Genome-Wide Association
Study) approach because the phenotypes of ungenotyped
animals can be directly incorporated, without computing
pseudodata, as suggested by Wang et al. (2012) [13].

We initially validated, as expected, the QTL for LSCS
on chromosome 3 associated with the SOCS2 gene point
mutation first discovered in Lacaune sheep by Rupp et al.
(2015) [19]. When we applied WssGBLUP approaches,
this region was found to explain 12% of the genetic vari-
ance, as already reported by Rupp et al. (2015) [19]. We
also confirmed the pleiotropic effect of this region and its
association with milk production traits and UD and were
able to quantify its effects on these traits, by applying
WssGBLUP approaches. Indeed, this region was found to
explain 6.2% of the genetic variance for MY, compared to
the 4.4% estimated by Rupp et al. (2015) [19]. The associ-
ation of this locus with UD found in our study might be
explained by an indirect effect of individual body size.

We then discovered another pleiotropic QTL on
chromosome 11 (33.1-34.9 Mb). This QTL was associated
with milk production traits and LSCS, with 1.31, 2.25, 6.65
and 1.98% of the genetic variance explained for MY, PY, FC
and LSCS, respectively. This region had previously been as-
sociated with LSCS in Lacaune sheep [19] (35.8-41.3 Mb,
ovine genome assembly v3.1). A similar pleiotropic QTL
was found very near to the orthologous region on caprine
chromosome 19 in Saanen goats. Indeed, Martin et al.
(2018) [24] reported a pleiotropic QTL (chromosome 19:
24.5-269 Mb, caprine genome assembly CHIR_1.0) for
milk production and udder traits including MY, FY, PY,
udder floor position, and rear udder attachment. This QTL
was validated by Teissier et al. (2019) [17] (top 10 SNPs
with the highest SNP weights on chromosome 19 located
between 26 and 28 Mb, caprine genome assembly CHIR_
1.0). It was then confirmed by Oget et al. (2018) [25]
(chromosome 19: 22.8-28.9 Mb, caprine genome assembly
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ARS1) who found that this QTL was also associated with
the lifespan of livestock and semen production. However,
due to the large number of genes present in the region (47
protein-coding genes, NCBI ovine genome assembly v4.0),
proposing suitable candidate genes remains difficult.

In addition to the QTLs associated with LSCS on chromo-
somes 3 and 11, we also found a QTL on chromosome 20
(48.8-49.8 Mb) that explained 3.1% of the genetic variance.
This QTL had previously been detected in sheep [19] (48.6—
48.8 Mb, ovine genome assembly v3.1). Sixteen protein-cod-
ing candidate genes in this region, two of them related to
immune defense (SERPINB1, RIPK1), were annotated. These
three QTLs, associated with LSCS in our study, accounted
for as much as 17% of the genetic variance.

Regarding PC, a QTL explaining 5.95% of the genetic
variance of this trait was detected on chromosome 6 in a
narrow region (84.7-85.8 Mb) known as the casein gene
cluster. This region encodes for the caseins (CSNISI,
CSN2, CSN1S2, CSN3: 85.0-85.2 Mb), which are the main
proteins in milk, Caseins are responsible for milk coagula-
tion, a fundamental step in the preparation of cheese from
raw milk. Previous association studies based on microsat-
ellite markers had already highlighted an association of
the ovine chromosome 6 with PC, suggesting the role of
casein genes, but the confidence intervals obtained with
those low-density marker panels were very large [26].

Weighting SNPs improves genomic evaluation by
capturing QTL regions

In 2015, genomic selection was implemented in Lacaune
dairy sheep following two comparative studies of evaluation
accuracy involving different approaches. Duchemin et al.
(2012) [10] compared BLUP, Bayes Cm, Partial Least
Squares (PLS), and sparse PLS methods and reported that
including markers in the models increased EBV accuracies
by 18 to 25%, depending on the trait (MY, FC et SCS), with
minor differences between the genomic approaches. Based
on these results, Baloche et al. (2014) [11] adopted BLUP-
like methods to implement a single-step model in the
evaluation. These authors compared three strategies:
pseudo-BLUP (using all rams and DYDs), pseudo-ssGBLUP
(using all rams and DYDs), and regular ssGBLUP (using all
phenotypes and pedigree in an animal model) and obtained
the best results with regular ssGBLUP. Based on these re-
sults, the ssGBLUP method is now used for the routine
evaluation of Lacaune dairy sheep [11}, and hence was the
reference method adopted in our study. Using the same
ssGBLUP method, we obtained better evaluation accuracies
than those of the two previous studies for production traits:
+14.4%, +1.9% and + 6.1% for MY, FC and PC, respect-
ively. One explanation for this result could be the larger size
of the population of genotyped individuals. Indeed, 2892 in-
dividuals were genotyped in Baloche et al. (2014) compared
to 9844 genotyped animals in our study. However, we
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obtained lower accuracies for LSCS and the three udder-
type traits than Baloche et al. (2014) [11]. No straightfor-
ward explanation has been found for this surprising result.

Weighting alternative strategies in the evaluation
models was found to provide more accurate results than
ssGBLUP for all the traits in our study, with an average
gain of + 3.99%, even when no QTL was detected for the
trait (teat angle, for example). These results are in slight
disagreement with those obtained in goat [17] where the
addition of a weighting strategy increased accuracies only
for traits that exhibited QTLs. Indeed, the large pleio-
tropic QTL on chromosome 19 in the Saanen breed [17]
allowed an increase in accuracy while in the Alpine breed,
with no QTL segregating for most of the traits,
WssGBLUP did not provide any significant gain. This dis-
agreement might be explained by the fact that we retained
the best alternative method for each trait and did not use
the same strategy for all traits, as was done in goats. In-
deed, Teissier et al. (2019) [17] used a window size of 40
SNPs for all traits. In our study, depending on the trait,
the best accuracies were obtained by using an alternative
WssGBLUP strategy with a large window size (100-200
SNPs) for MY, FY and PY, and for LSCS, a medium win-
dow size (40-45 SNPs), for FC and PC and a small win-
dow size (1-30 SNPs), for the udder-type traits (TA, UC,
and UD). Due to the differences in genetic determinism of
each trait, (confirmed by the estimated effects of the SNPs
in this study, Additional file 1: Figure S4), and possible
variation in QTL size, it seemed more appropriate to con-
sider an optimal evaluation strategies for each trait indi-
vidually, With fine-tuning for each trait, WssGBLUP
always proved better than non-weighted ssGBLUP. This
highlights a means of increasing genetic progress by taking
QTLs into account during genomic evaluation. A further
advantage of this method is that no identification of the
QTLs, in a dedicated preliminary study, is required.

Accounting for causal mutations in genomic evaluations
As a case study, we tested different strategies to include the
effect of a known causal mutation {SOCS2 gene) in gen-
omic evaluations. The gain between methods, with and
without the mutation in the chip, was limited: an average
gain of +0.26% and up to + 1.06% for LSCS, the trait most
influenced by the mutation. This result suggests that the
strong LD between the mutation and the surrounding
SNPs (0.17) was sufficient to allow accurate estimation of
the genomic breeding values without the genotype at the
causal mutation, as stated in Goddard (2009) [27]. Includ-
ing causal SNPs might be of greater interest in the case of
lower SNP density and LD around the QTLs or in the case
of a stronger effect of the causal mutation.

By applying the Gene Content method, the genetic value
(EBV) for a trait can be separated into a genetic value
resulting from the effect of a given gene, and a polygenic
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component resulting from all the other QTLs. In this study,
the frequency of the SOCS2 SNP allele was found to de-
crease for Al rams (from 021 in 2005 to 0.09 in 2017),
which might be explained by the introduction of the SCS
trait, considered as a proxy for mastitis, into the breeding
objectives in Lacaune dairy sheep in 2005 [28, 29]. Indeed,
the current relative weight for SCS is 25% in the total merit
index. In addition, breeding companies are advised not to
retain individuals that are homozygous for the mutation,
due to its very negative effect on health. In our study, the
slope (Fig. 3) of the decrease over time in the breeding
value due to the SOCS2 gene effect is less pronounced than
that due to the polygenic effect. It can therefore be deduced
that decreasing the allele frequency of the SOCS2 mutation
over time in the population {(unfavourable for the SCS trait)
(Fig. 1) does not prevent a favourable trend in other mas-
titis resistance genes. Thus, in Lacaune sheep, applying a
weighting strategy to markers that are strongly assodated
with the trait of interest (SCS), as with the WssGBLUP ap-
proaches, will improve accuracy and therefore response to
selection, and may be sufficient to increase mastitis resist-
ance in the whole population.

Two other alternatives to the methods tested in this study
would be (i) to include the causal mutation (or major gene)
in the evaluation model as a fixed effect [30] and (ii) to use
a mixed inheritance model [31]. These alternatives would
require knowledge of the gene of interest for a large major-
ity of individuals with a given phenotype, which was not
the case in our study. Indeed, the single-step approach
makes it possible to start from raw phenotypes and there-
fore from a very large number of observations (3,575,614
lactations for MY for example). Considering that SOCS2 in-
formation was available for only 9844 individuals (including
1517 females with phenotypes at best), the number of miss-
ing data was too large to apply this method to our study.

The presence of a major gene raises two questions: (1)
is the polygenic breeding value overestimated when the
major gene is ignored [32], (2) what is the risk of redu-
cing total genetic variance over generations of selection
[33]. The Gene Content method offers a solution to both
questions because it allows the genetic component due
to the major gene to be separated from the remaining
polygenic component. It might then be possible to man-
age these two values separately according to the selec-
tion objectives ie. eradicate or fix a major gene allele
while maintaining or increasing the polygenic compo-
nent associated with the trait. The Gene Content
method is promising because it allows the genetic vari-
ability, i.e. other QTLs or regions with low effects on the
same trait, to be preserved in the population, whether
the major gene has a stronger effect than the polygenic
component for trait prediction or not. This method is
also of interest if the gene has a pleiotropic effect on
both selected and non-selected traits e.g, a mutation
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with a favourable effect on a production trait but associ-
ated with defects or disease not included in the breeding
scheme.

Conclusions

This study highlights the interest of weighted alternative
methods (WssGBLUP) for capturing QTL and major
genes in genetic evaluation models. These alternatives in-
crease the accuracy of the predicted genetic values and
therefore the expected genetic gains in the population. On
the other hand, another approach (Gene Content) tested
in this study showed promise for the genetic management
of particular traits since it allows the genetic component
due to a major gene, to be dissociated from the remaining
polygenic component. This latter method is also interest-
ing for populations that have not been genotyped with
SNP chips but for which information about a major gene
is available. The results of this study pave the way for an
improved management of trait genetics, directly applicable
to the selection schemes in different livestock sectors,

Methods

Animals and phenotypes

The performances of Lacaune sheep registered in the
French official milk recording scheme since 1960 and
available from the national database (Centre de Traite-
ment de I'Information Génétique, CTIG, Jouy-en-Josas,
France) were used for this investigation. The corre-
sponding pedigree information was obtained from the
official livestock data system (Ministerial Order NOR:
AGRT1431011A, 24th March 2015, Ministry of Agricul-
ture, France).

Nine traits, included in routine genetic evaluations
[28, 29, 34], were considered: milk, fat and protein
yields, fat and protein contents, somatic cell score (SCS) and
three udder-type traits: teat angle, udder cleft, and depth.

The first three lactations were retained for traits related
to milk production and SCS. Briefly, milk yield was mea-
sured monthly. Milk yield per lactation (MY) was estimated
using the Fleischmann method and adjusted for milking
length over a reference period of 220 days [35). SCC, fat
and protein contents were measured three times per lacta-
tion on average. Lactation traits for fat (FC) and pro-
tein (PC) contents were defined as the weighted mean of
test days adjusted for milk. Weights were defined according
to lactation length and parity. Lactation traits for fat (FY)
and protein (PY) yields were the product of MY and corre-
sponding FC and PC. Test-day SCC were log-transformed
to somatic cell score (SCS=log,(SCC/100) +3) [36] to
normalize the data distribution and were averaged per lac-
tation to compute the analyzed trait LSCS, as described in
Rupp et al. (2003) [21].

During the first lactation, three udder-type traits in-
cluding teat angle (TA), udder cleft (UC) and udder
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Table 4 Description of the Lacaune dairy sheep dataset used for genetic evaluation

Trait Mean = 5D Number of

Ewes Lactations®
MY {L) 29291 + 8546 1,503,148 1575614
FY {q) 21314 £ 5156 1,124,636 1841351
PY (g) 16072 + 3933
FC (g) 6654 + 831
PC {g/l) 5289 + 463
LSCS 312+ 156 769,929 1321411
TA 715 + 106 349,134 249734
uc 504 4 126 345,132 349,132
up 642 + 070 349,132 349132

Individuals in the pedigree file Rams in the validation population®

1,651,901 264
1,336,060 263
1,031,375 263
349134 250
653508 249
653,507 253

Abbreviations MY Milk Yield, FY Fat Yield, PY Protein Yield, FC Fat Content, PC Protein Content, LSCS Somatic Cel Score, TA Teat Angle, UC Udder Cleft. UD

Udder Depth

MY, FY, PY, FC, PC and LSCS were measured during the first three lactations (lactation average); TA, UC, and UD were measured once during the first lactation
"Rams born In 2015 with Estimated Breeding Values (EBVs) and reference performances, Le. Daughter Yield Deviation (DYD)

depth (UD) were scored over a linear range of 1 to 9, as
described in Marie-Etancelin et al, [23].

Performances were available for ewes since birth years
1978 (MY), 1987 (milk composition traits), 1999 (LSCS)
and 2000 (udder-type traits), Data were included up to the
birth year 2015, Descriptive statistics for the performance
and pedigree files of each trait are given in Table 4.

Genome-wide genotyping data

Genotyping data used in genomic evaluations in this study
were available for 9844 individuals that had been geno-
typed with the medium-density Hllumina Ovine 54K SNPs
chip [37] for the current genomic selection program [12],
or as part of former research projects: “SheepSNPQTL”,
“Sustainable Solutions for Small Ruminants”, “Roquefor-
t'in”, and “PhénoFinLait”. This genotyping data was de-
rived from Artificial Insemination (Al) rams (N = 8327),
born between 1996 and 2015, and progeny-tested by the
two Lacaune breeding companies (OVI-TEST -La Gléne,
Saint-Léons, France- and Confédération Générale de
Roquefort -Le Bourguet, Vabres '’Abbaye, France-), and
from ewes (N = 1517), born between 2004 and 2013, and
used for QTL detection programs.

DNA extraction from blood samples and genotyping
were performed at the Laboratoire d’Analyses Génétiques
pour les Espéces Animales (LABOGENA -Jouy en Josas,
France-; www.labogena.fr). SNPs were remapped on ver-
sion 4.0 of the ovine genetic map (https://www.ncbi.nlm.
nih.gov/assembly/GCF_000298735.2/). Quality control
was performed as part of the routine pipeline for Lacaune
genotyped animals, as described in Baloche et al, [11] with
slight modifications. In brief, SNPs with a MAF lower than
1%, Hardy Weinberg disequilibrium (P < 10° % and a call
rate lower than 97% were removed. After edits, 37,941 out
of 54,241 SNPs remained for the analyses.
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S0CS2 genotypes and imputation of missing data
Genotypes for the point mutation of interest in the
SOCS2  gene (hereafter called SOCS2 SNP,
rs868996547, Ovis aries -OAR- chromosome 3, position
129,557,942 on ovine genome assembly v4.0) were
available for 4297 animals, The data were derived from
two datasets. First, KASPar™ tests (described in Rupp et
al. [19]) were obtained as part of the “Sustainable Solu-
tions for Small Ruminants” and “REIDSOCS” (ANR-16-
CE20-0010 funded by the ANR -Paris, France) projects
for 1413 Al rams and 248 ewes from one INRA (Insti-
tut National de la Recherche Agronomique) experimen-
tal farm (La Fage -Roquefort-Sur-Soulzon, France-)
born during 2002-2003. These 1661 individuals are in-
cluded in the 9844 individuals genotyped with the 54K
SNPs chip presented in the previous section. Second,
young rams (N = 2636) which entered breeding centers
in 2017 were low-density genotyped with the Inter-
national Sheep Genomics Consortium (ISGC) panel
which includes 1500 SNPs [38]. This chip also contains
the SOCS2 mutation as a SNP and suitable genotypes
were subsequently extracted. In addition, these rams
were imputed from low to 54K density as part of the
routine genomic evaluation [39]. All 4297 animals were
then genotyped both for SOCS2 and for the 54K SNPs
panel.

The SOCS2 genotype was then imputed using the
Flmpute v2.2 software [40] for the 9844 individuals ge-
notyped with the 54K SNPs chip. For this imputation
step, individuals from Al centers born in 2016 and ge-
notyped with the 54K SNPs chip were also added to the
data set to fill the missing year that connected young
males born in 2017 to the rest of the genotyped popula-
tion. Thus 10,432 out of the total of 14,729 individuals
genotyped with the 54K SNPs chip had missing SOCS2
locus information and required imputation. A cross-
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validation test was performed to assess the accuracy of
imputation by designing an appropriate validation
population for which the SOCS2 genotypes were as-
cribed to missing values. The validation population rep-
resented one-third of the total number of SOCS2
genotypes, Le. 1432 individuals selected at random. The
accuracy of imputation was calculated by counting the
errors between the true and imputed genotypes in the
validation population. The accuracy of the imputation cor-
responded to the concordance rate (CR), with CR=1-

error _rate, where error_rate = pumber of efthos

2« number of impi ndivi

Linkage disequilibrium (LD)
After imputing the SOCS2 genotypes, we then computed
the linkage disequilibrium (LD) in the surrounding
chromosomal region. Using the Haploview v4.2 software
[41], the square correlation coefficient 7 measure of LD
[42] was calculated between each pair of SNPs for SOCS2
and the 40 closest markers (Additional file 1: Figure S2).
The LD of the SOCS2 region was then compared with
the mean LD of the chip by computing the #* between
all SNP pairs in 10-Megabase (Mb) windows within the
chromosomes. The +* were grouped into categories
based on the distance between SNP (every 0.02 Mb)
(Additional file 1: Figure S1).

Genomic prediction methods

EBVs were computed for all animals in the pedigree files
(Table 4) using the following evaluation approaches. With
the first set of methods, a single-trait approach was used
for all nine traits of interest. With the second set of
methods, a multi-trait approach called Gene Content, de-
veloped by Legarra and Vitezica [15], was used in which
the SOCS2 genotype was considered as a trait in bivariate
evaluations with MY, FC, PC, FY, PY, LSCS, TA, UC and
UD. All methods were based on a single-step process [5],
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eg. use of all data from females together with the pedi-
gree, and genomic information if available. These different
approaches are summarized in Table 5.

Single-trait approaches

For single-trait approaches, we applied the following
model (1) to the five milk production traits (MY, FC,
PC, FY, and FC) and LSCS:

y=Xp+Zg+ Wp+e (1)

where y is the observation vector for the trait (female
lactation performances) and f is a vector of fixed effects.
The fixed effects for each trait are listed in Table 6. g is
a vector of random additive genetic effects assumed to
be normally distributed N(0.Hay), with H the relation-
ship matrix. p is a vector of random permanent environ-
mental effects assumed to be normally distributed
N0, léf,) and ¢ is a vector of random residuals that is nor-

mally distributed N(0,7a7). X is the incidence matrix re-
lating phenotypes to the fixed effects (f), Z is the design
matrix allocating phenotypes to breeding values (g) and W
is the incidence matrix relating phenotypes to permanent
environmental effects (p).

Since the three udder-type traits had only one record
per female, we removed the random permanent environ-
mental term from the eq. (1) and applied the following
model with the same parameters as in (1):

y=Xp+Zg+¢ (2)

In the pedigree files, we added 24 unknown parent
groups defined as follows: animals born before 1960, co-
horts born within 10-year windows up to 2000, cohorts
born within 5-year windows up to 2010, cohorts born
within 2-year windows up to 2014, and finally animals born
in 2015.

Table 5 Description of the different genetic evaluation models based on a single-step approach and using Information abour the

SOCS2 gene or not

Approach Modet Use of 50CS2 Information used In the refationship matrix
deta Pedigree 54K SNPs OS2 SNP
Single-trait Pedigree-based BLUP No Yes No Nao
ssGBLUP No Yes Yes Na
SSGBLUP g, Yes Yes Yes Yes
WssGBLUP 4 " No Yes Yes Na
WssGBLUP ey tm i Yes Yes Yes Yes
Multiple-trait Pedigree-based Gene Content Yes (as a trait) Yes No No

Abtreviations: GBLUP Genomic Best Linear Unbiaised Prediction, ss single-step, W Weighted
*The term SOCS2 here means that the SOCS2 SNP has been added 1o the 54K SNPs of the chip
Four approaches to the WssGBLUP were computed {m = classical, mean, maximum or sum). The classical WssGBLUP approach (m = classicall gives a different

weight for each marker of the chip. In alternative approaches, the chip Is decomposed Into nen-ovedapping windows of n mark

(we tested n=2,5,10, 15,

20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 100, and 200) and within these windows, all markers are assigned the same weight: the mean weight of the n SNPs (m « mean), the
maximum weight of the n SNPs (m = maximum), and the sum of the n SNPs weights (m = sum)
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Table 6 Description of fixed effects for the evaluation moedels
of each phenotype

Tralt  Fixed effects Number
of levels

MY < herd within year and within parity 42259

« age at delivery within year and within parity 514

« month at delivery within year and within parity 702

« time between delivery and first OMR within vear 585

and within parity

FY « herd within year and within parity 20783
py « age at delivery within year and within parity 269

« guality control within year and within parity 348
FC
PC
L5CS  « herd within year and within parity 14306

+ age at delivery within year and within parnty 206

« manth at delivery within year and within parity 312
TA « herd within year 2572

« Interaction between examines and the time 2346
uc difference between milking and scaring, within herd 160
UD - Interaction between age at delvery and lactation 30
stage, vithin year
« number of lambs within year

Abbreviations: MY Milk Yiekd, FY Fat Yield, PY Protein Yield, FC Fat Content, PC
Protein Content, LSCS Somatic Cell Score, TA Teat Angle, UC Udder Qeft, UD
Udder Depth

We modeled the relationship matrix H using the dif-
ferent approaches summarized in Table 5. Briefly, only
pedigree information was used for the pedigree-based
BLUP and a combination of pedigree and genomic infor-
mation for the ssGBLUP method, as described in
Legarra et al. [5].

Next, four WssGBLUP methods were applied. These
differed from the ssGBLUP method in that the genetic
relationship matrix was altered by weighting the chip
markers, the weights being iteratively derived from
the decomposition of EBVs into marker effects. In-
deed, SNP effects can be deduced from EBVs in the
genomic-based single-trait approaches (egs. (1) and
(2)), as modeled in Wang et al. (2012) [13]: a = DM’
[MDM]"gg‘,". In this equation, @ is a vector of esti-
mated SNP effects, D is a diagonal matrix of weights
(set at 1 in the ssGBLUP method), M is the centered
matrix of SNP genotypes, and g, is the vector of EBVs
from genotyped animals only.

Wang et al. [13] showed that WssGBLUP was sufficient,
with only very few iterations, to attain a maximum accuracy
of EBV. Similarly to Wang et al. (2012), and validated in
Teissier et al. [16, 17}, the highest prediction accuracies in
our study were obtained after two iterations (results not
shown) and therefore only the results after two iterations are
provided. The decrease in prediction accuracy after the sec-
ond iteration in the WssGBLUP approaches could be due to
excessive weighting of SNPs associated with a few high effect
QTLs, and reduced weighting of numerous low-effect QTLs.
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Alternative weighting methods, that assign the same weight
to several adjacent chip markers, have been proposed by
Zhang et al. [14]. In our study, we computed three alterna-
tive methods using WssGBLUP: (1) the mean weight of n
SNPs (with n the number of adjacent SNPs with non-over-
lapping windows), (2) the maximum weight of n SNPs, and
(3) the sum of n SNPs weights. Weights were calculated as
described in Teissier et al. [16]. Briefly, calculations of the
weights used in the diagonal matrix D in these alternative
methods were based on the variances of SNPs effects esti-
mated with the first step ssGBLUP. After assigning the same
value {mean, sum or maximum} to the n markers of a win-
dow, the vector of marker weights was then normalized so
that the sum of all weights remained constant and equal to
the total number of SNPs. Several window sizes with varying
number of SNPs were used (n=2, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40, 45, 50, 100, and 200). Hereafter, these methods are desig-
nated WssGBLUP, ., where m is the method used to cal-
culate the weights and n the number of adjacent SNPs with
non-overlapping windows,

Estimates of SNP effects can also be used to esti-
mate the genetic variance of the trait explained by
each SNP i effect: a2, = a’2p,(1-p,), where p, is the
allele frequency of SNP i. The explained variances
will be described for 20 adjacent SNPs in the result
and discussion sections.

Multiple-trait gene content approaches

In the Gene Content method [15] EBVs are estimated
for a given trait by simultaneously considering informa-
tion about a given genotype as a second trait (hereafter
called the SOCS2 gene content trait) in a two-trait ap-
proach. Accordingly, the following model (3) was applied
to the five milk production traits and LSCS:

{y=X/3+Zg+Wp+£

3
Yr =Wy +Z18r + &7 (3)

where y is the observation vector for the trait (female
lactation performance) and parameters of the model j, g,
p, & X and W are the same as in eq. (1). ¥4 is a vector of
the SOCS2 gene content trait, i.e. the number of copies
of the mutant T allele carried by each animal (0, 1 or 2).
Missing values were set for ungenotyped individuals. u
is the mean fixed effect of the SOCS2 T allele, Z is the
incidence matrix relating observations to the random
genetic effect (g4) of the SOCS2 gene content trait, which
was assumed to be normally distributed such that azr
=Ha, and 63 = 2f p(1-f7), with f; the T allele fre-
quency, and £y the random residual error.

As before, the model (4) was simplified for the three
non-repeated udder-type traits:
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{y=Xﬁ+Zg+£ ()
Yr =Wy +Zrgy +€r

For Egs. (3) and (4) only the pedigree-based approach
was tested, in order to avoid redundant information be-
tween the chip and the SOCS2 gene content trait (copy
number of the mutated allele), which meant that the
kinship matrix H was modeled using only pedigree infor-
mation (Table 5).

The evaluations were done using BLUP9010OD2 v3.102
software [43].

By applying the Gene Content method, we were
able to obtain not only EBVs for the trait of interest
(g), but also estimates of a breeding value for the
polygenic component (EBV .. that excluded the
effect of the SOCS2 gene, as well as estimates of
breeding values associated with the SOCS2 gene
(EBVsocesa). We calculated these three EBVs as
proposed by Legarra and Vitezica (2015) [15]:
EBVN)!M = EBV tyais —of interest -EBVsocs: = g—grd , with
covig.gr)

a = — , which can be interpreted as the allele

£r
substitution effect of the SOCS2 gene mutation on

the trait.

Variance component estimation
Variance and (co)variance (for the Gene Content
method) components for models (1), (2), (3) and (4) for
each approach and each trait were estimated using a
block implementation of Gibbs sampling computed in
the GIBBS1F90 v1.44 software [43].

Based on these variance component estimations, the
genetic variance explained by the SOCS2 gene for each
trait was calculated by applying the following equation

a2 a2

[15]: explained.variance = “—;-‘,’u. with a the allele sub-

stitution effect of the SOCS2 gene mutation on the trait
described previously.

We also used the estimated variance components to
derive the genetic correlation (r,) between the SOCS2
gene content trait and the trait of interest with the fol-
lowing equation:

. _covlg.gy)
Og X Og,

Prediction accuracy

To validate the EBVs, we added progeny performances
from 264 males born in 2015, which had not been used
to predict these EBVs, to a validation set (Table 4). We
computed the accuracies of the genomic predictions for
each model and for each trait using the Pearson correl-
ation between EBVs for the males in the validation
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population and DYDs. The numbers of rams in the val-
idation population for each trait with EBVs and DYD are
shown in Table 4.

Additional file

Additional file 1: Figure 51 Visualization of linkage diszquilibrum (7 x
100) between the 40 markers closest to the SOCS2 point mutation
(rs268996547, in the middle). Figure S2 Visualzation of linkage
disequilibrium measured as squared correlation coefficient () according
ta distance between markers on the 50X avine SNP chip. Figure S3
Compeonents estimations accerding to the differere models. Ore-trait
methads correspond ta eqs (1) and {2) and two-traits methods to egs
(3) and (4). Figure S4 Manhattan plots of estimated SNP effects using the
best WssGBLUP approach for each phenotype (second iteration). On the
keft e presented anatysis without the SOCS2 genotype among the
markers and on the naht, with the 50052 genotype (green point), Figure
§5 Manhattan plots of estimated variance explained by 20 adjacent SNPs
using the best WseGBLUP approach for each phenotype {secord
iteraticn), The harizontal red line represents the threshold of 1% adopted
In this study. On the left are presented the analyses without the S0C52
genotype among the markers and on the rght, with the SOCS2
genotype, (DOCX 2190 kb)

Abbreviations

Al Anificial Inseminatian; ANR: Agence Natlonale de la Recherche, BLUP: Best
Linear Unbxased Preclicion; CR Concordance Bate; DYD; Daughter Yield
Deviatlons FC Fat Content, FEDER: Fands Européen de Développament
Rigional; FGE: France Génétigue Elevage, FUL Fords Unigue Interministériel;
FY: Fat Yield, GBLUP: Genamic Best Linear Unblased Prediction: INRA: Institut
National de la Recherche Agronomique; I5GC: Intemational Sheep Genomics
Corsortium; LABOGENA: Labaratoire d'Analyses Génétigues pour les Espéces
Animales; LD Linkage DisequiBbriurmy, MAF: Minor Allele Frequency, MY Mik
Yield; OMR: Cfficial Milk Recording; PC: Protein Content; PY. Protein Yield;
QT Quantitative Trait Lock SCS: Somatic Cell Scors; SNP: Single Nucleatice
Polymorphism; S0CS2: Suppressor OF Cytokine Signaling 2; ssGBLUP: Single-
step Genamic Best Linear Unbiased Prediction; TA: Teat Angle; LC: Udder
Cleft, WD Udder Depthy WssGBLUP: Welghted single-step Genomic Best
Linear Unbrased Predicnion

Acknowledgments

The authors are grateful 1o Andres Legarra, Chiistde Bobert-Granié, Héléne
Larroque and Céline Carillier-Jacguin for their help in interpreting the ana-
yses. They also thank Florent Woloszyn and Jullen Sarry for mutation genc-
typinyg during the vadous projects. Claire Oget acknowledges the support of
the Agence Natlonale de la Recherche {ANR) for her scholarship (Project
Paidsocs, 1D: ANR-16-CE20-0010)

Authors' contributions

CO adaptad the methods for the dataset, performed the analyses,
contnbuted to their interpretation and wrote the draft. MT developed the
scripts used for the different genomic evaluation approaches and helped to
interpret the analyses. IMA contributed to data collection and pertormed
phenotype calculations, GTK and RR designed the study and helped to
nterpret the analyses. All authars read and approved the final manuscript

Funding

This wiork was supparted by grants from the French National Ressarch
Agency (ANR) REIDSOCS project (ANR 2016, Project 10 ANR-16-CE20-0010)
ANR evahuated the scientific relevance and socio-economic impact of the
study as part of the REIDSOCS project. ANR had no role in study design, data
collection and analysis, decision to pubksh, or preparation of the manuscript,

Availability of data and materials
The datasets used and aralyzed during the current study are available from
the correspordding author on reasonable request.



Oget et al. BMC Genamics {2019) 20:719

Ethics approval and consent to participate

Commercial rams did not belorg to any experimental design but were
sampled by veterinarans and/or under veterinasian supervision for routine
veterinary care and DINA collection, For the experimental animals (INRA,
Domaire de La Fage), breeding conditions were similar 10 commercial sheep
flocks. Blood collection and measurements followed procedures approved by
the Regional Ethics Committee on Animal Experimentation, Languedoc:
Roussillen France), under the Agreement 752056/00

Consent for publication
Not applicable,

Competing interests
The authors declare that they have no competing interests.

Author details
'GenPhySE, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Castanet-Talosan, France,
“institut de I'Blevage, 31321 Castanet-Tolosan, France.

Received: 3 May 2019 Accepted: 29 August 2019
Published online: 18 September 2019

References

1. Goodard ME Kemper KE, MacLeod M, Chamberdain Al Hayes Bl Genetics of
comgsex raks: pradiction of phenatype, Identfication of causdl potyrmonghisms
and genetic aechecture, Proc R Soc B Biol Scil 2016:283(1835120160569. Cited
2019 Ape 18 barps//dolong/ 101 0884sphi 201605609,

2 Henderson CR Best linear unbiased estimation and prediction under a
selection model Blomerrics. 1975:31(2k423-47 Cited 2012 Jun 26 Avallable
from; hitps//wiw jstor angi'stable/ 2529430,

3 Femando AL Grossman M, Marker sssisted salection using best lingsr
unbiased prediction. Gener Sel Evol 1989,21(4)%467, Cited 2019 Jul 2. httosy/
dolorg/10,1 186/1297-9586-21-4-457.

4, Meuwissen TH, Hayes B, Goddard ME. Prediction of total genetic vaue
usng genome-yide dense markes maps Genetics, 2001;157(4)1819-29
Cited 2018 Age 13, Avariable from: hitpsy//vaww nckenimnih.gov/proc/
articies/PMC1 451589/

5 Legama A Aguilar |, Misital |, A relaticaship matrix Inciuding full pecigree
and genomic informatian, J Dairy S¢l, 2009,929):4656-63 Cted 2018 Apr 30
Avallable from: httpfvaviv sclencedirect comiscience/aniche/pl/S00220302
09707933,

6 Cvistensen OF, Lund M5, Genomic prediction when same animals are not
genotyped. Genet Sel Evol, 2010422 Tited 2018 Ape 30, hittpss/dol arg/ 10
1186/1297-9686-42-2.

7. Cren CY, Misztal |, Aguilar |, Tsunsta 5, Meuwissen THE Aggrey SE Wing T,
Medr WM, Gename-wide marker-assisted selection combining all pedigree
phenotypic information with genceypic data In one step: an éxampie usng
beoiler chickens | Anim Sci. 2011:89(1):23-8

8  Carilier C, Laroque H, Robert-Grané C Comparison of joint versus purstred
genomic evakition n the French multi-treed dairy goat populztion: Genet 52t
Evol, 201446{1 67, Cited 2019 Mar 28 hirps//dolorg/101186/513711-01440067-3

9 Yoshida GM Canvalhero R, Rodriguez FH, Lhorenta IP, Ydnez M, Single-step
genomic evaluation improves accuracy of breeding value predictions far
resigtance to mfectious pencreatic neciosis virus in @inbow trout. Genomics.
019,01 K201 27-32 Cited 2019 Mar 28, Avaltable from: harpud/Awvay,
sciencedirect com/science/aticle/pil/S0888754 318300211,

10.  Duchemin 9, Colornbars €, Legana A, Baloche (3, Laroguie H, Astrue MM, Banilet
F, Robert-Granié €, Manfied E Genomic selection in the French Lacaure dairy
sheep breed. | Dairy Sci, 2012,95(512723-33 Cred 2018 Apr 13, Avalable fromc
http/Avawwioumalofdaryscence or/aticle/S0022-0302(12/0024 1-Kultext.

11, Baloche G Legarra A, Sallé G, Larroque H, Astruc I, RobertGranié C.
Barillet F. Assessment of accuracy of genomic prediction for French Lacaune
dairy sheep. J Dairy Sci. 201497(211107-16.

12, Astruc J-M Baloche G Buissan D, Labatut J, Lagriffoul G Larroque H, Robert-
Granie C, Legarra A, Bardfet £, Ly sblection génamique des ovins laitiers en
France, NRA Prod Anim. 201629(1141-56 Cited 2018 Apr 13. Available froem:
http/agrisfao.ong/agris-seacchvsearch do?recordiD=FR2016228530.

13. Wang H, Mizztal | Aguilar | Legarra A, Muir WM. Genome-wide assodiation
mapging indudng phenctypes fram relatives without genotypes, Genet
fes iCamb). 201284(2):73-83.

Page | 89

1}

il

25

26

27,

28

Page 13 of 14

Zhang X, Lourenco D, Aguilar |, Legara A, Maztal | Weighting strategies for
single-step genomic BLUP: an iterative apgroach for accurate cakulation of
GEBV and GWAS, Front Genet, 2016;7. Cited 2018 Agr 3. https//doiomg/10
3389/ foene 2016001 51/ful

Legarma A, Vitezica ZG Genetic evaluation with miajor genes and palygenic
Inherltance when some animals are not genotyped wsing gene content
multiple-rait BLUP. Genst Sel Evol. 2015:47:8%. Cited 2018 Apr 3, httpsy//dal,
oy 10,1 186/512711-015-0165-x

Teissier M, Laroque H, foben-Ganié C, Weighted single-giep genomic BLUP
Impronves accuracy of genamic breeding wakses for protein content in French
dairy goats: a quantitative trait influenced by a majr gene. Genet Sl Evol
20185001). Cited 2018 Jun 25). hrps/Adoiceg/10.1185/512711-016-0400-3,
Teissier M, Laroque H, Roben-Granie C Accuracy of genomic evaluation
with weighted singie-step genomic best linear unbrased prediction for milk
production traits, udder type traits, and somatic cell scores in French dairy
goats. ) Dairy Sci 2019;102(4)3142-34,

Cariller-Jacquin C, Laroque H, Robert-Granié C Including a 51 casen gene
information in genomic evaluations of French dairy goats Genet Sel Evol
201654854, Cited 2018 May 2, hitgs//dolorg/10.118a/512711-016:0233-x.
Hupp R Senin P, Sany J, Allain €, Tasea C Ligat L Portes D, Woloszyn
F, Bouchez O, Tabouret G, Lebastard M, Caubet C, Fourras G, Tosser-
Klopp G, A paint mutation in suppressor of cytokine signalling 2
(Socs2) Increases thie susceptibility 10 Inflammation of the mammary
gland while assodiated with higher body wesght and size and higher
milk production i a sheep model PLOS Genet 2015 1112121005629,
Kijas J, editor. Cited 2018 Apr 3. hitps/doiorg/ 101371 journal. pgen
1005629,

Saillet £, Aupp R, Mignon-Grasteau S, Astruc 1M, Jacquin M Genetic
analysis for mastitis redstance and milk somatic cell score in French
Lacaune dairy sheep. Genet Sel Evol, 2001:3314):397-415 Cited 2018 Apr 3.
Avitable frem: httos/Awwwnctnimadgov/pmc/articles/ PMCI 7054137
fupp R, Lagriffou G, Astruc M Sarkliet F. Genatic parametars for miblk somatic
cell scores andd relaiarships with production trats in French Lacaune dary
sheep. ) Dary Sci. 200386(4):1476-81 Crad 2018 Apr 3. Avallable frome hatpy/
linkinghubelsevier com/retrieve/pilS002 2030203737321

Barlllet 7. Genetic improvement for dairy production in sheep and goats.
Srrall Rumin Res. 2007700156075 Cited 2018 Apr 11, Available from; hnpe/
linkanghut eleevier.comyretrieve/piy S92 1448807000090,

Marie-Etancelin T Astruc IM, Porte D, Larrogque H, fobert-Granié C. Multiple-
trat genetic parameters and genetic evaluation of udder-typz traits in
Lacaune dairy ewes Livest S, 200597021211 -8 Cited 2019 Jan 29. Availabie
frome http/fwww.scencedirect comvscience/article/pil'S030162260500141 7,
Martin P, Pahiére |, Maroteau C, Cément V, Dawid | Kapp GT, Aupp R Genome-
wide associaion mapping for type and mammary hesith traits In French daky
goats identifies a pisiotropic regicn on dwamosame 19 In the Saanen breed. )
Qelry Sci, 2018101615214~ 26 Cited 2019 Mar 21. Avalisbie from: hitpsy/wav
joumalafdairyscience cro/artice/ SR 2-0302{ 18)3026 - akstract

Oget C Oément V, Palhiése | Tosser-Xlopp G Fabee S, Rupp R, Genome-
wicke study finds 3 OTL with plectropic effects on semen and production
1raits in Saanen goats | reguest POF. Dubrovnik; 2018, hitpsy//geodinraine.
fi/Mocale=fiConsulINotice250567,

Barillet ¥, Arranz 11, Carta A Mapping quantitative trait loci for milk
oroduction and genetic polymamhisms of milk proteins in dairy sheen
Genet Sel Bwol 200537{5uppl 115109 Cited 2019 Apr 9. Available frorm:
http/ A vwewwgsejoumat arg/eontent/37/51 /5100

Goddard M, Genomic seiaciion; prediction of accuracy and maximisaton of
long term response, Genetica, 20001 36{2):245-57, Cited 2019 Mar 15,
nttpsy/dolorg 10.1007/510705-008-2308-0,

Aupp R, Boichard D, Barbat A Astruc M, Lagrfioul G Barllet F, Sefection for
mastitis resstance in French dairy sheep, In: Proceedings of the 7th wordd
congress on genetlcs applied to livestock production: Montpellier; 2002
nupdiveawacgalponglopstemyiies/proceadings/200245efection-mastitis-
resistance-french-dary-sheep pdf,

Sarillet ¥, Astrue IM, Lagriffoul G, Aguerre X, Banaiti 8 Selecting milk
campasition and mastitis redstance by using a part lactation sampling
design i French Manech red faced dary sheep breed. in: ICAR Technical
Series; 2009, p. 129-35. Cited 2018 Apr 3. Avallable frome https/Amway,
cabdirect org/catdirect/abstract/20103193070.

Kennedy BW, Quinton M, van Arendonk JA, Estimation of effects of single
geEnes on quantitative tralts. J Anim Sci. 1952.7007):2000-12 Cited 2019 Apr
15. Avallable from: hetps//acadenic cup.com/jas/article/ 7007/ 00004632001



Oget et al. BMC Genamics {2019) 20:719 Page 14 of 14

31, Mota BR Mayeres P, Bastin C, Glorieux G, Bertoezi C, Vanderick 5, Hammami
H, Calinet FG, Gengler N. Genetic evaluation for hirth and conformation
traits in dual-purpose Belgian bue cattle using a mixed inheritance modet J
Anim Sei 201795(10):4288-99 Cited 2019 Apr 29, Avallable frane hatpsy/
academic.oupcomyias/articie/ds/ | /42884771956,

32, Martin P, Raoul |, Bodin L Effects of the Fecl major gene in the Lacaune
meat sheep population. Genet Sel Evol. 201446148 Gited 2018 May 9,
httpad/dol o/ 10,1186/ 1 297-9686-46-48,

33, Sanchez A llahi H, Manfredi E, Serradilla JM. Potential benefit from using
the asl-casein genotype information in a selection scheme for dairy goats
I Anim Breed Genet. 2005;122{1)21-9. Cited 2019 Apr 15 httpsf/dai org/10.
T171/7439-0388.2004.00474.x.

34, Barillee F, Lagriffoul G, Marmet P-G, Lanaque H, Rupp R, Portes D, Bocquier F,
Astruc J-M. Dbjectifs de séiectinn et stratégle misonnée de mse en osuvre
i I'échelle des popuiatons de brebis iatiéres frangaises. INAA Prod Anim
2016;29(1519-40 Cited 2018 Apr 13, Available from; hutps//hal archives
ouvertesfi/nal-01519345.

35, Barllles F. Ameésoration générique de la composition du it des brebis ;
fexempie de a tace Lacaune, Parks: INA Parts-Gnignon, 1985.

36, A AKA, Shook GE. An optimum fransformation for somatic cell concentation
In milk J Dary Scl 1980,63{3)487-90 Cited 2018 May 17, Availabie frome hitpo/
wavw sclencedrectcomyscienca/anicle/pit/S002 03028082255

37, Kges W, Townley 1), Dalrympie BP, Heaton MP, Maddox £, McGrath A, Wison
P, Ingeesoll RG McCulloch R, McWilliam §, Tang D, MicEwan J, Cockert N, Odidy
VH Nicholas FW, Raadsma H, A gernome wide suney of SNP varation revesls
the genetic structure of sheep breeds. PLoS One. 20004(3) Ceed 2018 Apr 26
Avafabie from: hrtpsy/Mww.ncbinimnih gow/pmc/aticlesPMCEE52362/,

38 Breuning R Carta A, Clappesoni CG, Clarke 5, Cockett N, Couldeey €, Dastwyter
HD, Heaton MP, Kilas J, Larkin D, McCulioch A, McEvan J, McWilliam S, Moreno
CR, Reveer 5, Saunders G, Ventura R, Bulkding the LD Chip and an update on
the sheep genomes database. San Dego; 2016 Cred 2018 Dec 20, Avallable
frome httpsy//pagonfexcomypaasodvwebprogram/Papea221 11 hamil

39. Larroque H Chasser M, Saintilan R Astruc J-M. Imputation accuracy froma
low denslity SNP panel in 5 dalry sheep beeeds in France, In; Oral
presentation presented at: £8th annual meeting of the Europaan
Association of Animal Production. Tallinn; 2017, Avallatée from:; berpuwwaw,
eaap.org/Annual_Meeting/2017_tallin/S1091_01_Larroque.pdf.

40. Sargoizasi M, Chesnals IP, Schenkst 75, A new spproach for efficent
genatype imputation using information from relatives. BMC Ganomics,
20841514478 Cited 2018 Sep 12 httpsy/doiorg/10.1186/1471-2164-15-478,

41, Barrett JC, Fry B Mafer J, Dafy MJ. Haploview: analyss and visugfizstion of
LD and haplotype maps. Bicinfarmatics. 200521(2)263-5,

42, Hill WG, Fobertson A. Linkage disequilitrium in finite popuaiations, Theor
Appl Genet. 1968;38(61:226-31,

43, Mesztal | Tsunuta § Strabel T, Auvray B, Druet T, Lee DH. Blupf90 and melated
programe (8GRSO, Inc Proceedings of the 7th world congress on genetics
appied to fivestock production. Montpelller, 2002, htto/Aevencncgalpiorg/
system/files/proceedngs/2002/blupfe0-and related-programs- baf0.pdf

Publisher's Note
Springer Natuse remains neutral with regard to junsdictional claims in
published maps and institutional affiliations.

Ready to submit your research? Choose BMC and benefit from:

« fast, convenient online submission

« thorough peer review by experienced researchers in your field

« rapid publication on acceptance

= support for research data, including large and complex data types

« gold Open Access which fosters wider collaboration and increased citations
« maximum visibllity for your research: over 100M website views per year

At BMC, research Is always In progress.

PE————— ]:1,e

Page | 90



V. Conclusions du Chapitre 1.

Par cette étude, nous avons pu mettre en lumiére que la fréquence de I’alléle mutant diminuait
dans la population de males améliorateurs diffusés, potentiellement grace a la sélection

effectuée sur les cellules du lait dans 1’objectif de sélection depuis 2005.

De plus, les méthodes pondérées testées ont apporté des gains de précisions sur les prédictions
de I’ensemble des caracteéres en sélection, laissant envisager la possibilité d’une sélection plus
efficace permettant un gain génétique plus rapide et conséquent sur la population globale.
L’ajout du SNP SOCS2 parmi les marqueurs de la puce a également un impact positif sur ces
précisions, principalement sur le caractere SCS, bien que plus restreint en raison du déséquilibre
de liaison de la mutation avec les marqueurs de la puce aux alentours.

Enfin, laméthode du Gene Content nous a semblé trés intéressante dans la question de la gestion
de mutations causales. En effet, cette méthode est un bon outil permettant de dissocier la valeur
génétique d’un caractére en deux parts : une part due a I’effet du gene majeur, et une part due a
I’effet de la partie polygénique restante. Cet outil peut donc étre utilisé par les filiéres selon leur
objectif de sélection. En I’occurrence, en brebis Lacaune, la sélection telle qu’elle est pratiquée
aujourd’hui permet bien de diminuer la fréquence de 1’alléle défavorable SOCS2 tout en
améliorant également la résistance aux mammites expliquée par le reste du génome.

En conclusion, cette étude nous a donc permis de confirmer que le géne SOCS2 était bien
pléiotrope, c’est-a-dire associé a différents caractéres d’intérét : fort effet sur I’inflammation
mammaire, effets plus faibles mais néanmoins non négligeables sur les caracteres de production
laitiere et de morphologie mammaire de profondeur de la mamelle. Ce dernier effet sur la
morphologie mammaire, nouvellement étudié en ce qui concerne ce gene majeur, refléte
probablement un effet indirect du gabarit et donc de la taille de I’animal. Les caracteres étudieés
dans ce chapitre sont les caractéres en sélection, ¢’est-a-dire ceux qui sont disponibles a grande
échelle et de grand intérét pour la filiére. D’autres caractéres non encore en sélection sont tout
de méme importants tels que la croissance, ou encore la capacité de reproduction. Nous allons
dans le chapitre suivant étudier I’effet de la mutation SOCS2 sur de nouveaux caractéres non
encore en sélection en routine.
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Chapitre I1I. Association du genotype
SOCS?2 aux mammites et aux caracteres
de production dans des populations
ovines experimentales et commerciales

|.  Objectifs et démarches

Nous venons de voir que la mutation du géne SOCS2 a 1’étude influence plusieurs caractéres
en sélection tels que la production laitiére, 1I’inflammation et la morphologie mammaires, qui
sont des phénotypes disponibles a grande échelle grace au dispositif d’enregistrement du
schéma de sélection. Dans notre premier chapitre bibliographique, nous avons vu que la
protéine SOCS-2 était impliquée dans d’autres phénomeénes biologiques tels que la réponse

immunitaire, la reproduction, ou encore la croissance.

Nous avons donc cherché a évaluer dans un premier temps dans ce chapitre les effets de cette
mutation en ovin sur la réponse infectieuse, ¢’est-a-dire le nombre de bactéries dans le lait, qui
est un critére important pour la filiere en terme de qualité sanitaire du lait. De nouveaux
phénotypes relatifs a la santé mammaire (bactériologie du lait, examens cliniques) étaient
disponibles dans une unité expérimentale INRA (La Fage) pour des brebis génotypées avec une
puce a SNPs spécifiguement construite sur des régions QTL associées aux mammites qui
contenait le SNP de la mutation SOCS2. Nous avons réalisé des études d’associations
pangénomiques (GWAS, Genome-Wide Association Studies) sur ce jeu de données afin de
mettre en lumiére une association de SOCS2 avec la réponse infectieuse, mais aussi afin de
valider une nouvelle fois I’association de SOCS2 avec les caractéeres de production. Un jeu de
données d’une autre race (Manech Téte Rousse), également génotypée avec cette puce, a pu
aussi étre analysée (caractéres de production laitiére et inflammation mammaire). Ces résultats
seront présentés dans ce chapitre dans les deux parties suivantes sous forme d’un article publié
(communication courte). Cette communication courte a été acceptée pour publication dans la
revue Genetics Selection Evolution le 1 février 2019.

Ensuite, il nous paraissait également important d’évaluer I’effet de cette mutation sur la
reproduction qui représente un colit important pour la filiere et qui n’est pas encore pris en
compte en selection. Des phénotypes femelles (taux de réussite a I’IA et prolificité) étaient
disponibles pour des brebis de la ferme expérimentale La Fage génotypées pour la mutation
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SOCS2. Des modeles mixtes linéaires généralisés ont été réalisés pour quantifier précisément
cet effet.

Enfin, I’effet de SOCS2 sur la croissance et le gabarit n’avait pas encore pu étre observé
directement précédemment dans cette thése, et, étant donné I’importance de la protéine SOCS-
2 dans la régulation de I’hormone de croissance (gigantisme chez la souris), ces phénotypes
étaient également intéressants a évaluer. Nous souhaitions notamment évaluer 1’effet de cette
surcroissance sur la morphologie (présence éventuelle de tares). Des phénotypes étaient
disponibles dans les stations de testage ou les jeunes béliers sont peses et pointés sur différents
postes de morphologie a leur entrée dans les centres. En effet, les méales possédant des tares
morphologiques sont éliminés, ce qui représente un surco(t pour le schéma. Des modéles
mixtes linéaires ont été réalisés pour quantifier I’effet de SOCS2 sur ces différents phénotypes.

Les résultats non publiés (reproduction et croissance) seront présentés dans ce chapitre (partie
IV) sous le format classique des articles scientifiques.
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Il. Effet de la mutation SOCS2 sur les caractéres de production et le
statut infectieux (Oget et al., 2019a)

[1.1. Introduction

L'identification de loci ou de mutations causales associés a la résistance aux mammites peut
étre utile pour les schémas de sélection en brebis laitiére comme ¢a I’est déja en bovin a travers
le monde. Sept régions génomiques associées au caractere CCS, un indicateur indirect de
I'infection de la mamelle, ont déja été identifiées en ovin (race espagnole Churra, race francaise
Lacaune, et une population issue du croisement entre les races Sarde et Lacaune, respectivement
italienne et francaise). Dans cette étude, nous avons utilisé une puce & SNP ovine comprenant
960 marqueurs, sur les races de brebis laitiéres Lacaune et Manech Téte Rousse afin de valider
ces sept régions génomiques associées aux mammites.

I1.2. Resultats et discussion

Le SNP le plus significatif (rs868996547) sur le chromosome OAR 3 est la mutation
précédemment décrite dans le gene SOCS2. Un effet antagoniste entre santé et croissance de ce
géne candidat causal chez la brebis Lacaune a été confirmé. Les effets de la mutation sur I'état
infectieux de la mamelle, c'est-a-dire I'augmentation du nombre de cellules somatiques et
I'excrétion de bactéries dans le lait, ont également été identifiés. Ce SNP n'était pas présent dans
les genotypages disponibles en race Manech Téte Rousse. Trois autres régions associées aux
mammites ont également été confirmées sur les chromosomes OAR16 (Manech Téte Rousse),
19 (Lacaune) et 2 (les deux races). Pour la région OAR2, nous avons validé les SNP
précédemment détectés dans plusieurs autres races (Sarda, Churra et Chios). Pour les SNP
significatifs dans ces quatre régions QTL associées aux mammites, I'effet variait de 0,24 &4 0,67
exprimé en écart-type phénotypique des caractéres. Deux des régions QTL associées aux
mammites (OAR2 et 16) validées ici sont également associées de maniére antagoniste aux
caractéres de production laitiére dans les deux populations.

[1.3.  Conclusion
Ces résultats révelent, du moins en partie, une base génomique pour le compromis entre
production laitiére et résistance aux mammites. Quatre des sept régions QTL associées aux
mammites qui étaient auparavant identifiées dans des populations indépendantes, ont été
confirmées dans cette étude, ce qui démontre un partage partiel des mécanismes genétiques liés
aux mammites entre différentes populations éloignées de brebis laitiéres.
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Abstract

Background: The identification of loci associated with resistance 1o mastitis or of the causative mutations may be
helpful in breeding programs for dairy sheep as it is for cattle worldwide. Seven genomic regions that control milk
somatic cell counts, an indirect indicator of udder infection, have already been identified in sheep {Spanish Churra,
French Lacaune and Italian Sardinian-Lacaune backcross populations). In this study, we used a 960 custom-designed
ovine single nucleotide polymerphism (SNP} chip in Lacaune and Manech Téte Rousse dairy sheep to validate these
seven genomic regions associated with mastitis,

Results: The most significant SNP (5868996547} on Qvis aries chromosome (OAR) 3 was a previously described muta-
tion in the suppressor of cytokine signafling 2 (SOCS2) gene. An antagonist effect of this causal candidate between
health and growth in Lacaune sheep was confirmed, Effects of the mutation on the infectious status of the udder,
i.e, increases in milk somatic cell counts and bacteria shedding, were also identified. This SNP was not present in the
data available on Manech Téte Rousse. Three other regions associated with mastitis were also confirmed on OAR16
(Manech Téte Rousse), 19 (Lacaune) and 2 (both breeds). For the OAR2 region, we validated previously detected SNPs
in several other breeds {Sarda, Churra, and Chios). For significant SNPs in the four mastitis regicns, the effect varied
from 0.24 to 0.67 phenotypic standard deviation of the traits, Two of the mastitis quantitative trait loci (QTL) regions
(OAR2 and 16} that we validated here were also associated in opposite ways with milk production traits in both
populations.
Conclusions: These results indicate, at least in part, a genomic basis for the trade-off between milk production and
mastitis resistance, Four of the seven mastitis QTL regions that were previously identified in independent populations,
were confirmed In this study, which demonstrates partial sharing of mastitis-related genetic mechanisms between

| different distant dairy sheep populations.

Background is now implemented in breeding programs for several
Mastitis is an inflammation of the mammary gland, breeds of dairy ruminants worldwide [2]. However, its
which in dairy sheep is mostly due to bacterial infec- application to dairy sheep is still rare, mainly because the
tions by Staphylococci [1). Mastitis is a serious burden for  recording cost per animal, relative to potential income, is
the milk industry due to the altered quality of milk and  prohibitive for many traits other than production traits.
increased cost of flock renewal. Beside hygienic meas-  In sheep, the identification of loci that are associated with
ures, genetic selection for improved resistance to mastitis ~ resistance to udder infection or the causative mutations
may be helpful in selection. However, resistance to masti-
; W tis is highly complex and the genetically determined bio-
soonmpondence. camoget @i, , logical basis behind this trait remains unknown.
Gwenaola Tossar-Kiopp and Rachel Rupp contributed equally 1o this work R 5 2
| GenPhySE, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Castanet Tolosan, France Several quantitative trait loci (QTL) regions that con-
Full list of author information is available at the end of the artile trol milk somatic cell count (SCC), an indirect indicator
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of udder infection, have been identified in dairy sheep
through the EU-funded 3SR project (Sustainable solu-
tions for small ruminants, FP7-KBBE-245140) [3]. For
one of these QTL, Rupp et al. [4] identified a single nucle-
otide polymorphism (SNP) in the coding frame of the
suppressor of cytokine signalling 2 (SOCS2) gene as the
putative causal mutation associated with high SCC in the
Lacaune breed. A few QTL regions were then confirmed
by Banos et al. [5] in a population of the Greek Chios
breed using four mastitis indicator traits, namely clini-
cal mastitis occurrence, milk SCC, total viable bacterial
count in milk and the California mastitis test.

The objective of our study was to confirm the ovine
QTL that control mastitis resistance in two independent
dairy sheep populations, using a 960 custom-designed
ovine SNP chip.

Methods

Two independent French dairy sheep populations were
used: Lacaune ewes (N=504) from a divergent selec-
tion based on extreme breeding values for SCC at the
experimental facility of La Fage (INRA, UE 321, Roque-
fort, France) |6], and Manech Téte Rousse rams (N = 145)
raised in the CDEO (Ordiarp, France) testing station
in 2013 (birth year from 2008 to 2011). Among the 504
Lacaune individuals, 213 ewes belonged to the high SCC
line (42.2%) and 291 to the low SCC line (57.7%). The
selection lines were about three genetic standard devia-
tions (SD) apart [6].

In the Lacaune ewe population, milk yield, fat con-
tent, protein content, and SCC were measured monthly
at morning milking. Test-day SCC were log-transformed
for normality into SCS [7]. The arithmetic averages of
the first lactation test-days were then computed and cor-
rected for year of sampling for fat content (FAT_L1), pro-
tein content (PROTEIN_L1), and SCS (LSCS_L1). The
milk yield (MILK_L1) trait was computed as the trait
used for genetic evaluation, i.e. the 250-day cumulative
production adjusted for lactation length and standard-
ized to an adult production (x 1.3). MILK_L1 was mul-
tiplied by 1.3 to follow the definition used in the Manech
Téte Rousse breed for genetic evaluation and allow direct
comparison of average milk production between both
breeds.

Staphylococcus spp. abundance in milk was measured
at three-time points during the first lactation by a qPCR-
based technique developed at the “Interactions Hotes
— Agents Pathogénes” (IHAP) laboratory (Toulouse,
France). Briefly, milk was collected aseptically from each
half udder independently after precleaning and disin-
fecting the teat apex using a cotton wool moistened with
70% alcohol. Whole milk was centrifuged (6000g; 20 min)
before two consecutive enzymatic proteolytic treatments
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with lysozyme and proteinase K. DNA was extracted
using a Biosprint 96 semi-robotic workstation and DNA
Blood kits (QIAGEN), and finally eluted in 50 pL of dis-
tilled water. An internal DNA control (QIAGEN) was
used to assess recovery and lack of qPCR inhibitors.
High-throughput qPCR in 384-well format was per-
formed on 1 pL of DNA extract in a total volume of 5 pL
using tuf-specific primers (tuf 5-CAC GAC CAG TGA
TTG AGA ATA CG and tuf 3-CCA ATG CCA CAA
ACT CGT GA), probe (CCA TTC ATG ATG CCA GT'T
G), and the Quantifast Pathogen PCR kit (QIAGEN]). The
proportion of inhibited samples was lower than 5%. Val-
ues above the cycle threshold were compared to a stand-
ard curve obtained from known amounts of genomic
DNA from a Staphylococcus aureus laboratory strain
and expressed as a bacterial titre (quantity of equivalent
bacterial genomes per volume of milk), on a logarithmic
scale. The three results were averaged for each ewe and
corrected for the effects of month and year of sampling
(STAPH_L1).

Chronic mastitis was based on the presence of mam-
mary abscesses, recorded by clinical examination
(ABSCESS_L1). Animals were noted as “1” (case) when
the presence of at least one abscess was detected at least
twice, whereas animals were noted as “0” (control) when
they were found to be healthy (without any abscess) at
least three times during the first lactation.

Each ewe was weighed at birth (\W_BIRTH), at 100 days
(W_DAY_100) and 250 days (W_DAY_250), after the
first (on average 412 days, W_1ST_LAMB) and second
lambing (on average 744 days, W_2ND_LAMB), and
at the age of 920 days (\W_DAY_920). Phenotypes were
corrected for year and feeding method (breastfeeding or
artificial suckling). Basic statistics are in Table 1.

In the Manech Téte Rousse population, SCC and milk
production traits were obtained from the official milk
records. In this breed, milk yield is measured monthly
and SCC, fat and protein contents are measured three to
four times during the first three lactations [8]. For asso-
ciation mapping, we used the daughter yield deviations
(DYD) [9] from regular national genetic evaluations for
milk production traits (MILK, PROTEIN, and FAT) and
lactation average somatic cell scores (LSCS). DYD cor-
respond to the average performance of the daughters of
a ram, corrected for the environmental effects and the
genetic value of the dams (Table 2).

Both Lacaune and Manech Téte Rousse populations
were genotyped with a 960 custom-designed ovine
SNP chip [10]. The chip was designed and developed
within the 3SR EU project [3] based on several QTL
for SCC that were previously identified in Spanish
Churra [11], French Lacaune [4] and Italian Sardin-
ian-Lacaune backcross populations ([12] and personal
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Table 1 Number of animals with a phenotype (N)
and basic statistics for the Lacaune population of 504 ewes

Trait N Mean (£SD)
LSCS_L1 494 ERE ¥
FAT_LT (g/L) 494 64171
PROTEIN_L (g/L) 494 535+£34
MILK_LT*{L) 493 3349619
STAPH_L1 404 07408
ABSCESS_L1 376 15 cases/361 controls
W_BIRTH (kg) 502 304048
W_DAY_100 (kg) 492 287430
W_DAY_250 (kg) 472 506441
W_1ST_LAMB (kg) 438 64.7+67
W_2ZND_LAMB (kg) 303 73AL77
W_DAY_520 (kg) 378 67372

' MILK_ L1 is the 250-day cumulative production adjusted for lactation lenath
and standardized to an adult production (x 1,3)

Table2 Number of animals with a phenotype (N)
and basic statistics for the Manech Téte Rousse population
of 145 rams and their 15,722 offspring

Trait Rams® Offspring ewes®

N Mean (£ 5D) N Mean (£5D)
LSCS 145 01206 15115 36415
FAT [gA) 145 09442 15,368 619484
PROTEIN (g/1) 145 02426 15,368 493444
MILKE (L) 145 8474252 15,722 270479

* Phenotypes are DYD expressed as deviations from the average population
used for genetic evaluation

b Phenotypes are the observed performances during the first lactation

© MILK is the 250-day cumulative production adjusted for lactation length and
standardized to an adult production (= 1.3}

communication). Using these previous association
studies, seven regions of interest (Table 3) on Ovis aries
(OAR) chromosomes 2, 3, 5, 16 and 18 were selected
based on commonalities among populations found at
the time (in 2012) or on their high significance. SNPs
were selected within these regions from the 5¢ K or
800 K Illumina ovine chips [13] or from novel genome
sequencing within the 3SR project. The 10 SNPs in
the OAR3 region included the causal mutation in the
SOCS2 gene and nine other closely linked loci that
had been identified by Rupp et al. [4]. Genomic posi-
tions refer to the ovine reference genome v3.1 [14],
After quality control, the following SNPs were excluded
from the analyses: non-polymorphic SNPs, SNPs with
a missingness rate higher than 5%, with a minor allele
frequency lower than 2%, and SNPs that deviated from
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Hardy—Weinberg proportion (p < 1E—05), thus, 745 and
708 SNPs were selected for the Lacaune and Manech
Téte Rousse populations, respectively.

Genome-wide association studies (GWAS) were per-
formed for each phenotype using the polygenic univariate
mixed model approach implemented in the genome-wide
efficient mixed-model association (GEMMA) software
[15]. The polygenic effect was fitted using a covariance
structure according to the genomic relationship matrix.
Corrections were applied to account for multiple testing.
First, a Bonferroni correction of a=>5% was applied (sig-
nificance threshold = a/number of SNPs). SNPs with a p
value less than 6.6E~05 and less than 7.1E~05 were con-
sidered as highly significantly associated for the Lacaune
and the Manech Téte Rousse populations, respectively.
Since association tests are not independent, due to the
large number of SNPs in high linkage disequilibrium
within the QTL regions, and to several traits being
highly correlated, a less restrictive suggestive signifi-
cance threshold was also calculated (significance thresh-
old=|[a/number of independent regions in the chip)/
number of independent variables in the study). Table 3
lists the seven independent regions that were found to
contain such SNPs on the 960 custom-designed ovine
SNP chip. We used two methods to obtain the number
of independent variables: a factor analysis of mixed data
(FAMD) for the Lacaune population, for which we had
to consider quantitative (LSCS_L1, FAT_L1, PROTEIN_
L1, MILK L1, STAPH_L1, weights) and qualitative
(ABSCESS_L1) phenotypes, and a principal component
analysis (PCA) for the Manech Téte Rousse population,
for which all phenotypes were quantitative. FAMD and
PCA using phenotypes were computed using the Facto-
MineR package [16] of the R software [17]. According to
the clustering elbow method, the number of independ-
ent variables is the marginal point where the percent-
age of variance explained by the PCA dimensions drops
and produces an angle in the histogram. This method
led us to choose the first five dimensions of the FAMD
(Lacaune) and the first two dimensions of the PCA
(Manech Téte Rousse), which explained 77.5% (Lacaune)
and 79.6% (Manech Téte Rousse) of the variance. There-
fore, we used N1=5 (Lacaune) and N2 =2 (Manech Téte
Rousse), the number of independent variables in the
study, leading to suggestive significance thresholds of
1.4E—03 and 3.6E—03, respectively.

Results and discussion

Significant SNPs from the GWAS are in Table 4
(Lacaune) and Table 5 (Manech Téte Rousse). The first
noteworthy result concerns the highly significant region
on OAR3 in the Lacaune population. Indeed, three SNPs,
which were associated with mastitis and growth traits,
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Table3 SNPs of the 3SR-mastitis-960-SNP custom chip, selected within the 3SR EU project for their association
with mastitis-related traits

OAR  Discovery QTL* (Mb)  Interval (Mb) Origin of the SNP Number of SNPs

population
Start  End 54Kchip 800Kchip SEQ BeforeQC  After QCLAC  After QC MTR
LAC 125 12446 1255 19 10 29 24 24
SAR 206.7 2042 2097 106 146 252 196 180
CHU 2087
3 LAC 126.7 1297 1301 4 6 10 20 13 12
5 LAC 565 958 962 A 9 20 17 16
12 CHU 183 179 204 54 6 130 10 57
SAR 184
16 LAC 36.2 283 B8 144 110 254 202 183
19 CHU 263 236 289 75 180 255 202 196
LAC 286

QAR Owis anes chromosome, LAC Lacaune, SAR Sardinian-Lacaune backcross, CHU Churra, QTL quantitative trait locus, Mb megabase, SEQ sequence, QC quality
control, MTR Manech Téte Rousse

' QrLlocation

Table4 List of SNPs associated with the different phenotypes for the Lacaune population genotyped
with the 3SR-mastitis-960-SNP custom chip

OAR SNPID SNP position MAF % Estimation SE p value of Wald test Significant Trait
of SNP effect
2 15414463145 204256340 23 -2 06 1.1E~-03 FAT_LY
15420100221 204333224 32 - 2.0 C6 69E~04 FAT_LY
15409223720 206118959 46 0.0 0.0 1.3E-03 ABSCESS_L1
406554330 206311785 35 a1 0.0 82E—-(M ABSCESS_L1
421656393 207088920 34 20 0.6 1.2E-03 FAT_LY
403595486 209135680 12 26 08 76E—04 FAT_L1
3 15428428896 1 29680367 22 0.6 al 26606 e LSCS_LT
22 03 0 14E-03 STAPH_L?
21 20 06 1IE-03 W_IST_LAMB
15425616833 129685397 39 ~04 0a 32E-04 LSCS_1
15868996347 129722200 17 038 a7 30E-07 wxe LSCS_ LT
17 03 01 68E-~04 STAPH_L1
17 10 0.3 H0E—-04 W_DaAY_100
17 15 04 3T7E-4 W_DAY_250
16 24 07 50— W_IST_LAMB
15 258 c9 95E—04 W_DAY_920
1342694 1860 126927538 20 07 Ql S26-07 e LSCS_LT
20 08 03 12E-03 W_DAY_100
19 24 07 10E-03 W_DAY_Q20
16 15404369966 28321220 25 -02 0.0 32E-04 W_BIRTH
15403769730 35801129 6 345 54 526-05 o ML _L?
6 15 04 34E-04 W_DAY_100
7 21 0.6 68E—-04 W_DAY_250
19 3412825949 25639818 32 -03 0.1 41E-04 STAPH_L1
13416350585 25684229 14 26 09 34E-05 e W_DAY_920
5400011699 28086791 38 - 149 40 26E—-04 MILK_LY

SNPs in italic are significant with the Bonferroni threshold and the others are significant with the suggestive threshold
OAR Ovis aries chromosome, MAF minor allele frequency, SE standard error of the estimated SNP effect
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Table 5 List of SNPs associated with the different phenotypes for the Manech Téte Rousse population genotyped

with the 3SR-mastitis-960-SNP custom chip

OAR SNP ID SNP position MAF % Estimation of SNP  SE p value of Wald test Trait
effect
2 5403180214 206231638 50 —-03 01 17E—04 1SCS
15430641657 207218842 12 160 43 298-04 MILK
1s425558509 2086506955 42 -15 05 26E-03 FAT
3398918249 200409342 43 -0 03 1.36-03 PROTEIN
16 rs404369966 28321220 26 1.0 03 36E-03 PROTEIN
26 - 102 34 27603 MILK
15428277629 28526130 35 1.0 03 20E-03 PROTEIN
15418639132 28632456 41 1.0 03 10E-03 PROTEIN
15405638287 29030021 37 11 03 7FAE-04 PROTEIN
15395031726 29072599 36 12 03 25E-04 PROTEIN
15422927329 29304504 37 1.2 03 LIE—-4 PROTEIN
15402269457 30319608 19 -125 38 1.2E-03 MILK
15421638047 30692759 28 19 06 1.1E-03 FAT
28 1.2 03 6,1E-04 PROTEIN
28 -129 34 21E-04 MILK
rs409981325 31298560 10 04 01 19E-03 LSCS
15409954614 34424863 37 10 03 1.2E-03 PROTEIN

There are no significant SNPs at the Bonferroni threshold for this breed, all the SNPs presented in this table are significant with the suggestive threshold
DAR Ovis aries chromosome number, MAF minor allele frequency, SE standard error of the estimated SNP effect

were detected at the Bonferroni threshold. The most sig-
nificant SNP (rs868996547, p value=3.0E-07) was the
causal mutation in the SOCS2 gene, previously reported
by Rupp et al. [4]. This mutation causes a loss in func-
tional activity of the SOCS2 protein, which is involved in
inflammatory response control and growth [18] through
the JAK/STAT/SOCS pathway. The lowest p values and
highest estimates of effects for this SNP were observed
for both mastitis traits (LSCS_L1 and STAPH_L1) and
four of the six weight traits. Corresponding effects varied
from 0.33 SD for W_DAY_100 to 0.50 SD for LSCS_L1.
Thus, we confirmed an adverse effect of the SOCS2 gene
point mutation on mammary inflammation and growth,
as reported by Rupp et al. [4]. We also found that the
mutation had an unfavourable effect on the infectious
status of the udder (0.38 SD), since the low-frequency
allele increased cell counts and bacteria shedding in milk,
All these results confirm the pleiotropic effect of the
SOCS2 mutation on body growth and the host’s control
of mastitis. This SNP did not segregate in the Manech
Téte Rousse population although 12 other SNPs segre-
gated in this narrow genomic region (Table 3). No QTL
for mastitis was detected in this region for the Manech
Teéte Rousse population (Table 5), which provides fur-
ther evidence that rs868996547 is a strong candidate in
Lacaune but is absent from Manech Téte Rousse. More-
over, we found that there was no effect of the SNPs of
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the same region on OAR3 when the SNP considered as
causal (rs868996547) was included as a fixed factor in
the model for the Lacaune population analyses. Indeed,
we observed an increase of the p values of the SNPs that
surround the mutation for all traits for which the asso-
ciation was previously significant. For example, the mini-
mum p value for the LSCS_L1 trait in the OAR3 region
was 1.5E—02 (rs425616833), which confirmed that the
other SNPs in the region do not explain any additional
variance.

Then, we applied suggestive thresholds, which allowed
us to confirm three other regions that are associated
with mastitis. In the Lacaune population, regions on
OAR2 and 19 are associated with the ABSCESS_L1 and
STAPH_L1 traits, respectively, and regions on OAR2 and
16 are also significant for the LSCS trait in the Manech
Téte Rousse population. For significant SNPs, the effect
varied from 0.38 SD (OARI19 in Lacaune) to 0.67 SD
(OAR16 in Manech Téte Rousse) of the traits (Tables 4,
5). These three QTL regions had already been identi-
fied in Sarda (OAR2), Churra (OAR19 and 2) (Table 3)
and Chios breeds (OAR2, 16 and 19) [5]. Thus, for these
regions, and especially OAR2, our data reinforce the
hypothesis of true mastitis QTL, which might involve
similar genes and pathways across breeds. Banos et al.
[5] suggested several candidate genes for OAR2: cyto-
toxic T-lymphocyte-associated protein 4 (CTLA42;
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204,777,523-204,784,522 bp), inducible T-cell co-stinmu-
lator (ICOS; 204,851,429-204,873,693 bp), and isocitrate
dehydrogenase 1 (NADP+), soluble (IDH1; 209,236,699~
209,259,307 bp), which are involved in T-cell responses
or mitigation of oxidative damage. However, the region
between 204.2 and 209.7 Mbp on OAR2 includes more
than 90 genes, which makes the identification of appro-
priate candidates difficult,

Interestingly, two of the mastitis QTL regions (OAR2
and 16) that were confirmed in the present study, were
also associated with milk production traits in both popu-
lations. Moreover, the region on OAR16 is strongly (Bon-
ferroni threshold) associated with MILK_L1 (effect =0.56
SD) in the Lacaune population and with MILK, FAT, and
PROTEIN (effect=10.50 SD, 0.45 SD and 0.46 SD, respec-
tively) in the Manech Téte Rousse population. Thus, the
underlying QTL could be a QTL for milk production
that has an indirect impact on mastitis. In Lacaune, the
positive sign of the estimated effects of SNP rs403769730
shows that this QTL is favourable for milk production
(Table 4), i.e. leading to an increase in milk quantity, but
unfavourable for LSCS_L1 (results not shown), ie. lead-
ing to an increase in somatic cell count. A similar pat-
tern is observed for SNP rs421638047 in Manech Téte
Rousse, for which the estimated effects have a negative
sign, iLe. leading to a decrease in MILK which is unfa-
vourable for milk yield (Table 5) and a decrease in LSCS
which is favourable for the health of the animal (results
not shown). These results are in agreement with the posi-
tive and antagonistic correlation that exists between mas-
titis and milk production trait in Lacaune [19] and other
ovine [20] and bovine breeds [21], which indicates, at
least in part, a genomic basis for the trade-off between
milk production and mastitis resistance.

Conclusions

We confirmed four out of seven QTL regions for mastitis
in the Lacaune population, and only two in the Manech
Téte Rousse population. This is consistent with the fact
that Lacaune belongs to the breeds for which these
regions were first discovered, although the individuals
were different. The two significant regions detected in
the Manech Téte Rousse population are rather encourag-
ing, unlike a similar study on nematode resistance where
QTL validation was inconclusive [22]. These results dem-
onstrate that mastitis-related genetic mechanisms are
shared between different distant dairy sheep populations,
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V. Analyses complémentaires

Dans un second temps, nous avons évalué 1’effet de SOCS2 sur la reproduction et sur la
croissance des animaux. Nous allons donc voir dans cette partie des analyses d’association sur
de nouveaux caracteres femelles (reproduction) et males (morphologie, croissance).

IV.1. Effet de la mutation SOCS2 sur la reproduction femelle
IV.1.a. Matériels et méthodes

IV.l.a.i.  Animaux et phénotypes

Nous avons travaillé sur des données de reproduction de femelles provenant de 1’unité
expérimentale INRA La Fage. Ces données correspondent a 4 815 saillies de 1 398 brebis de
millésimes de naissance entre 2011 et 2018 sur 8 campagnes de reproduction (2012 a 2019).
Dans cette unité expérimentale, les brebis sont mises a la reproduction au mois d’aott dans un
premier temps par Insémination Artificielle (1A), sauf cas exceptionnels lors de protocoles
expérimentaux ou par exemple 140 saillies en premiére intention ont été réalisees en monte
naturelle. Lorsque I’[A n’a pas fonctionné (vérifié grace a des échographies réalisées par les
techniciens de 1’unité), les brebis sont mises une seconde fois a la lutte, en monte naturelle cette
fois-ci. Les nombres de saillies disponibles dans ce jeu de données par type (IA ou monte
naturelle) pour la premiére et seconde intentions sont présentés dans le Tableau 3.

Tableau 3 Description des saillies en premiére et seconde intentions des femelles de La Fage
sur les campagnes de 2012 a 2019

Nombre de saillies

Type de saillie )

P 16 saillie 2nde sajllie
1A 3599 0
MN 140 1076

Abréviations : 1A : Insémination artificielle ; MN : Monte Naturelle.

Ces brebis sont toutes génotypées pour la mutation SOCS2. Sont disponibles 942 homozygotes
sauvages C/C, 409 hétérozygotes C/T, et 47 homozygtes mutants T/T. Le premier phénotype
étudié est la réussite a la saillie, et plus particuliérement a I’IA qui représente 96% des saillies
en premiere intention (3 599 phénotypes disponibles pour 1 373 brebis). Ce caractere est binaire
(0 ou 1), ou 1 signifie que la saillie est fécondante, et 0, que la saillie est non fécondante. Le
second phénotype étudié est le nombre de petits par portée quand la premiére IA est fécondante
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(2560 phénotypes pour 1168 brebis). La description des effectifs des saillies selon les
génotypes SOCS2 est présentée dans le Tableau 3.

Tableau 4 Répartition des effectifs de saillies selon les génotypes SOCS2

Génotype Réussite a la Taux de Répartition du nombre de petits par
SOCS2 16 JA  réussite a portée a la 1° I1A fécondante

(1 373 brebis) la 16 |A (1 168 brebis)

Oui Non 1 2 3 4 5
CIC 1810 679 73% 22% 61% 14% 3% 0%
CIT 707 331 68% 22% 50% 16% 2% 1%
TIT 43 29 60% 16% 7% % 0% 0%
Total 2 560 1039 71% 22% 61% 15% 2% 0%

Abréviations : 1A : Insémination artificielle ; MN : Monte Naturelle.

I'V.l.a.ii.  Analyses de variance
Toutes les analyses statistiques présentées ici ont été réalisées avec le logiciel R version 3.5.0
(R Development Core Team, 2005). Des analyses de variance ont été effectuées pour
déterminer les effets du génotype SOCS2 sur les différents phénotypes présentés
précédemment.

Les deux phénotypes ¢étudiés (réussite a I’IA et nombre de petits par portée) sont des données
répétées car les saillies sont disponibles pour plusieurs campagnes de reproduction d’un méme
animal. Nous avons donc appliqué des modeles mixtes pour étudier I’effet du génotype SOCS2
sur ces deux caractéres. Le phénotype de réussite a I’ A étant un caractére binaire, et le nombre
de petits par portée pouvant étre assimilé a une variable de comptage, nous avons choisi
d’appliquer des mode¢les linéaires généralisés a effets mixtes (fonction glmer() du package R
Ime4 version 1.1.17 (Bates et al., 2015)), avec respectivement pour le premier et le second
phénotype des distributions modéles binomiale logistique et de Poisson. En plus de I’effet
aléatoire animal, ces modeles incluaient un effet fixe combiné du numéro de lactation de la
brebis mise a la saillie et de I’année de la campagne de reproduction. Les brebis de lactations
supérieures ou égales a 3 (disponibles jusqu’a 7 lactations maximum initialement) ont été

regroupees.
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IV.l.b. Résultats et discussion
Sur I’ensemble des campagnes de 2012 a 2019, on peut tout d’abord constater (Tableau 4) que
le taux de réussite a I’IA est plus élevé chez les individus C/C (73%) que chez les individus C/T
(68%) et que chez les individus T/T (60%). La mutation aurait donc un effet négatif sur la
réussite a I’TA. La régression logistique réalisée sur le caractére binaire de réussite a I’'IA (1 =
réussite ; 0 = échec) a confirmé cela avec un effet significatif du génotype SOCS2 (F-valeur
globale = 4,89, correspondant a des p-valeurs de 0,026 et 0,012 respectivement pour les effets
des génotypes C/T et T/T par rapport au génotype de référence C/C). Cet effet du génotype sur
la réussite a I’[A est également significatif lorsqu’on regarde les risques relatifs d’apparition du
phénotype. En effet, ce risque est de 0,94 et de 0,77, respectivement pour les C/T et T/T
(intervalles de confiance respectifs [0,88 ; 0,99] et [0,583; 0,953]), par rapport aux C/C
(reférence). Cela signifie que les brebis possédant au moins un allele mutant ont moins de
probabilité de réussite a I’IA (la valeur 1 n’est pas comprise dans les intervalles de confiance),
et donc, autrement dit, plus de risque d’échec (1,3 fois plus de risque d’échec a I’'A pour les

T/T par exemple avec un intervalle de confiance de [1,05 ; 1,71]).

Les résultats obtenus pour le second phénotype ont montré que la mutation SOCS2 n’a pas
d’effet significatif sur le nombre de petits par portée (F-valeur globale pour I’effet génotype de
0,08). Ceci pouvait étre observé grace a la répartition du nombre de petits par génotype SOCS2
(Tableau 4). En effet, en comparant les C/C et les C/T (les T/T sont trop peu nombreuses pour
étre comparées ici), on peut voir une répartition similaire : une grande proportion de portée
(61% chez les C/C et 59% chez les C/T) sont doubles, un peu moins d’un quart des femelles
mettent bas un seul petit (22% des portées pour les deux génotypes), puis 14% (C/C) a 16%
(C/T) ont trois petits, et enfin moins de 5% ont plus de 3 petits par portée.

La protéine SOCS-2 interviendrait donc dans le phénomene de reproduction, sans effet sur le
nombre de petits lorsqu’il y a eu fécondation. Nous avons vu dans le Chapitre I. qu’en bovin,
les protéines SOCS intervenaient au moment de I’implantation de I’embryon grace notamment
a la reconnaissance maternelle acquise lors de ce processus (Carvalho et al., 2014). Le jeu de
données disponible utilisé comportait quelques indications concernant 1’échec de la saillie
(avortement, vide, portée morte, etc.) mais n’était pas assez complet pour réaliser une analyse
sur cet aspect. Des analyses complémentaires sur ce sujet seraient intéressantes a poursuivre
notamment dans le cadre de ’unité expérimentale La Fage ou un suivi plus fin des brebis mise
a la reproduction pourrait étre réalisé. De nombreuses études s’intéressent au parallelisme entre
phénomeéne d’ovulation et phénomeéne inflammatoire qui impliquerait une régulation par la voie

JAK/STAT. Par exemple, chez I’homme, il a été montré que dans les cellules de la granulosa,
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des génes liés a I’inflammation étaient sur-exprimes au moment de 1’ovulation, initiée par des
voies de signalisation telles que la voie NF-KB (nuclear factor-kappa B), la voie MAPK
(Mitogen-activated protein kinases), ou encore la voie JAK/STAT (Poulsen et al., 2019). En
bovin, I’implication directe de la protéine régulatrice SOCS-2 a été suggérée par sa
surexpression avant 1’ovulation en comparaison a aprés 1’ovulation et a la phase lutéale,
coincidant avec une augmentation de la concentration de I’IGF (Mense et al., 2015). Le taux
d’ovulation chez les brebis portant les différents génotypes SOCS2 pourrait étre ainsi intéressant
a observer.

IV.l.c. Conclusion

En conclusion, I’effet de la mutation SOCS2 sur la capacité de reproduction des individus
femelles est confirmé par ces analyses avec un effet significatif sur le taux de réussite a I’IA.
Ce résultat est cohérent avec la bibliographie qui a montré qu’en bovin et en ovin, les protéines
SOCS participent a la régulation du phénomene d’implantation embryonnaire. La reproduction
étant un mécanisme complexe, des analyses complémentaires sont nécessaires pour déterminer
précisement a quel stade biologique (ovulation, fécondation, implantation et développement
embryonnaires, etc.) la protéine SOCS-2 pourrait intervenir.

IV.2. Effet de la mutation SOCS2 sur la croissance et la morphologie
fonctionnelle du male

IV.2.a. Matériels et méthodes

IV.2.ai.  Animaux et phénotypes

Les phénotypes proviennent de 7 260 béliers entrés dans les deux centres d’élevage en Lacaune
lait (4 391 males d’Ovitest, et 2 869 de Confédération), au cours des trois campagnes 2015 a
2017. Les béliers entrent en centre d’élevage a environ 1 mois d’age (novembre-décembre) et
sont pesés trois fois par les techniciens agréés des centres : une fois a leur entrée, une fois en
janvier, et une fois en mars. Des valeurs de Poids a Age Type (PAT) a 35, 60, 90, 120 et 150
jours, ainsi que des Gains Moyens Quotidiens (GMQ) entre 35 et 60, entre 60 et 90, entre 90 et
120, et entre 120 et 150 jours, sont ensuite déduits par interpolation de ces mesures.
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Figure 10 Description schématique des sept phénotypes de morphologie fonctionnelle du méle,
évalués dans les centres délevage (Jean-Michel Astruc, communication personnelle)
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Ces animaux sont également pointés sur leur morphologie fonctionnelle au moment de la
troisiéme pesée (en moyenne 5 mois d’age) sur sept postes (Figure 10) : largeur des épaules
(phénotype « epaule »), orientation des jarrets (« jarret »), ligne de dos (« ligdos »), rectitude
des membres postérieurs (« membar ») et antérieurs (« membav »), et forme/longueur des
paturons arriére (« patuar ») et avant (« patuav »). Ces postes sont évalués selon une échelle
linéaire de scores de 1 a 9 donnés par les techniciens qualifiés de chaque centre. Les entreprises
de sélection réalisent ces pointages afin de ne pas entrer en centre d’IA les béliers futurs
améliorateurs possedant des défauts morphologiques. Actuellement, environ 40% des béliers
sont éliminés pour défaut morphologique (Jean-Michel Astruc, communication personnelle),
ce qui représente un colt pour les entreprises de sélection. Une évaluation génétique
(polygénique) de ces postes est réalisée chaque année et diffusée aux entreprises de sélection
(cf. programme CASDAR Maxi’male, rédaction finale en cours). Une évaluation génomique
est prévue afin de réaliser un pré-choix encore plus précoce des béliers (avant leur
phénotypage). Au vu de I’effet de SOCS2 sur la croissance (syndrome du gigantisme chez la
souris), il est probable qu’une surcroissance des individus entraine des malformations
physiques, d’ou Dintérét d’évaluer I’effet de SOCS2 sur les données de morphologie
fonctionnelle du male disponibles.

Nous avons joint ces phénotypes aux génotypes SOCS?2 qui étaient disponibles pour la majorité
de ces animaux (vrais ou imputés d’aprés le chapitre précédent). Le facteur génotype SOCS2
possede trois niveaux : les homozygotes sauvages C/C, les hétérozygotes C/T, et les
homozygotes mutants T/T. Les effectifs, moyennes et écart-types des différents phénotypes
sont présentés dans le Tableau 5.
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Tableau 5 Description des phénotypes (morphologie, croissance) des méales génotypés SOCS2
. effectifs et statistiques descriptives

Phénotype Effectif avec génotype SOCS2 connu Moyenne + écart-type
Total TIT CIT CIC
PAT35 (kg) 1560 + 2,38
PAT60 (kg) 2259 + 2,69
PAT90 (kg) 3081 + 347
PAT120 (kg) 3853 + 387
PAT150 (kg) 2782 17 602 2163 4621 + 458
GMQ3560 (g/j) 279,71 + 61,78
GMQ6090 (g/j) 273,82 + 4550
GMQ90120 (g/j) 257,31 + 4311
GMQ120150 (g/j) 255,96 + 43,88
epaule 6,84 + 1,13
jarret 438 + 0,88
ligdos 720 + 112
membar 6 455 26 1304 5125 744 + 091
membav 720 £ 1,09
patuar 734 + 118
patuav 6,87 = 1,31

Abréviations : GMQ : Gain Moyen Quotidien ; PAT : Poids & Age Type ; epaule : largeur des épaules ; jarret : orientation des jarrets ; ligdos :
ligne de dos ; membar : rectitude des membres postérieurs ; membav : rectitude des membres antérieurs ; patuar : forme/longueur des
paturons arriére ; patuav : forme/longueur des paturons avant.

IV.2.a.1i.  Analyses de variance
Toutes les analyses statistiques présentées ici ont été réalisées avec le logiciel R version 3.5.0
(R Development Core Team, 2005). Des analyses de variance ont été effectuées pour
déterminer les effets du génotype SOCS2 sur les différents phénotypes présentés
précédemment.
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Les mesures de croissance (PAT et GMQ) étant des données répétées qui suivent des lois
normales, nous avons appliqué des modeles linéaires mixtes (fonction 1me() du package R
nime version 3.1.137 (Pinheiro et al., 2019)). Ces modéles incluaient un effet aléatoire animal
(données répétées 5 fois pour les PAT et 4 fois pour les GMQ), ainsi que les effets fixes
suivants :

- Age
v 35, 60, 90, 120 et 150 jours pour les PAT
v Entre 30 et 60 jours, entre 60 et 90 jours, entre 90 et 120 jours, et entre 120 et
150 jours pour les GMQ
- Génotype SOCS2 (C/C, C/T et T/T)
- Interaction Age/génotype
- Campagne : 2015 et 2016
- Centre d’élevage : Confédération et Ovitest.

Une structure de corrélation sur les mesures repétées par individus a été appliquée entre les
différents temps a 1’aide d’un processus autorégressif d’ordre 1. Les effets des génotypes intra-
temps (comparaisons entre les niveaux de génotypes deux a deux intra-temps, c’est-a-dire tests
post-hoc) ont ensuite été effectuées, avec une correction pour les tests multiples a 1’aide de la
procédure de Bonferroni (fonction 1smeans()du package R Ismeans v2.23 (Lenth, 2016)).

Les pointages étant des mesures non répétées, nous avons appliqué des modeles linéaires afin
d’évaluer I’effet du facteur génotype SOCS2 (fonction 1m()). Les données étant légérement
dissymétriques, nous avons effectué une transformation logarithmique sur les données brutes
(log10(10-x)) pour s’approcher au mieux de la distribution normale (a 1I’exception du phénotype
jarret qui avait déja une distribution proche de la normalité). Les effets fixes du modéle sont les
suivants : génotypes SOCS2, campagne, centre d’élevage, age au phénotypage et pointeur. Les
comparaisons entre les niveaux de génotypes deux a deux (tests post-hoc) ont ensuite été
effectuées de la méme maniére que précédemment.

IV.2.b. Résultats et discussion
Les résultats des modeéles mixtes linéaires sur les phénotypes de croissance sont presentés dans
le Tableau 6. L’effet du génotype SOCS2 sur les PAT était significatif, confirmant ainsi I’effet
de la mutation sur le poids des individus. Cet effet se traduit par une augmentation du poids
chez les individus C/T en comparaison des individus C/C, et de maniére de plus en plus
significative a partir de 90 jours (p-valeur C/C - C/T a 90j = 0.0188, a 120j = 0.0013, et a 150j
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=0.0001). Les individus C/T ont en effet un poids augmenté par rapport aux C/C en moyenne
(Ismeans) de 1,43%, 1,47% et 1,48% respectivement pour PAT90, PAT120 et PAT150. Les
différences observées avec les individus T/T ne sont pas significatives en raison du trop faible
effectif de ces individus dans ce jeu de données (Tableau 5). Cet effet sur le poids avait déja eté
observé auparavant sur 18 brebis (Rupp et al., 2015). Cette étude montrait que la différence de
poids entre C/C et T/T était croissante au cours du temps et significative a partir de 530 jours
d’age, et que la différence entre individus homozygotes a 3 ans d’age était de 18%. Notre
hypothese pour expliquer la différence de pourcentage de gain de poids entre cette étude et la
notre serait que les individus étudiés ici sont trés jeunes et que la différence s’accentuerait avec
I’age. En revanche, nous n’avons pas observé d’effet du génotype SOCS2 sur les GMQ. Ceci
peut s’expliquer par le fait que le GMQ est une mesure qui reste a une échelle de temps
relativement faible (moyenne d’un gain par jour) tandis que I’effet de la mutation s’exprime a
plus long terme. Il serait intéressant d’étudier un gain sur une période plus longue afin de
confirmer notre hypothése de croissance plus rapide en lien avec le poids de plus en plus élevé
chez les individus porteurs de la mutation.

Les résultats des modeles linéaires sur les phénotypes de morphologie sont présentés dans le
Tableau 7. Nous avons observé quatre phénotypes dont des associations significatives étaient
mises en lumiere avec la mutation SOCS2 : la largeur des épaules, la ligne de dos, la rectitude
des membres postérieurs et la forme/longueur des paturons arriere. On distingue trois cas
différents d’association : (1) I’effet SOCS2 global est significatif mais les comparaisons deux a
deux des genotypes ne montrent aucune différence significative (rectitude des membres
postérieurs et forme/longueur des paturons arriere), (2) I’effet global SOCS2 n’est pas
significatif mais on observe une différence significative entre les génotypes en les comparant
deux a deux (ligne de dos), et (3) I’effet global SOCS2 est significatif, ainsi que les
comparaisons deux a deux (largeur des épaules).

Concernant le premier cas d’association, on observe une tendance de scores plus faibles chez
les males porteurs de la mutation, signifiant des membres et paturons respectivement plus tordus
et assis. Pour ce résultat, nous n’avons pas d’explication claire, ceci est observe pour la premiére
fois. Cependant, une hypothése est envisageable : la différence de moyennes entre le groupe
des individus C/C et C/T et les individus T/T est grande (-0,28 et -0,37 respectivement pour
« membar » et « patuar »), méme en regard des erreurs d’estimation dues au trés faible effectif
des T/T (respectivement 0,17 et 0,22), tandis que les C/C et les C/T ne sont pas différents
(respectivement 7,56 et 7,58 + 0,02 pour « membar » et 7,54 £ 0,02 et 7,52 + 0,03 pour
« patuar »). La significativité du test global serait donc due aux T/T qui sont mal estimés en
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raison d’un trop faible effectif. Ce résultat est donc a prendre avec précaution et nécessite

validation avec un effectif plus important d’individus T/T.

Le deuxiéme cas d’association met en lumiére une différence significative de score (« ligdos »)
entre les individus C/C et C/T. En effet, les C/T possédent un score en moyenne (Ismeans) plus
élevé que les C/C (7,35 +£ 0,05 < 7,44 £ 0,05) et une tendance également a la hausse en moyenne
est observée chez les T/T (7,54 + 0,19). Cela signifie que les individus porteurs de la mutation
auraient une ligne de dos moins rectiligne que les individus non porteurs. Ce résultat est
également observé pour la premiére fois et serait a confirmer avec un jeu de données plus
conséquent. En effet, si la mutation est a ’origine de malformations morphologiques, ces

phénotypes pourraient étre pris en considération dans les évaluations.

Le dernier cas d’association (« epaule ») est plus classique, avec une significativité globale et
également au niveau des comparaisons deux a deux, et est plus facilement interprétable au vu
des précédents résultats obtenus dans la littérature. En effet, on observe une différence
significative entre la moyenne (Ismeans) des T/T (6,00 £ 0,29) et celle des C/T (6,83 £ 0,07) et
également avec celle des C/C (6,90 + 0,06). Cela signifie que les individus porteurs de la
mutation ont un score de largeur des épaules plus faible et seraient donc moins larges. Au
premier abord, ce résultat semble incohérent avec la littérature (Rupp et al., 2015) qui a montré
que les individus porteurs de mutation sont plus grands et plus larges. Cependant, contrairement
aux résultats des auteurs (Rupp et al., 2015) qui avaient a disposition des mesures précises des
distances entre les différents os, notre phénotype dans cette étude est une appréciation globale
de la morphologie sous forme de score notée de 1 a 9. Notre premiére hypothése pour expliquer
ce résultat surprenant serait donc la suivante : les individus porteurs de la mutation étant plus
grands et plus lourds (confirmé par nos analyses sur les PAT précédemment), et certainement
plus longilignes (les individus sont jeunes donc probablement peu engraissés), on peut avoir
tendance a les considérer plus fins dans I’appréciation globale du gabarit (sans notion de
mesure), d’ou un score de largeur des épaules plus faible pour les individus porteurs de la
mutation. Une deuxieme hypothése apparait également pour notre jeu de données: les
différences significatives sont observées uniquement vis-a-vis des T/T pour lesquels nous avons
observé précédemment des poids bien plus Iégers en moyenne que pour les autres individus
mais avec une grande erreur d’estimation, probablement en raison du faible effectif de ces
individus. Des analyses supplémentaires avec un effectif plus important et des mesures plus
précises (mesures plutdt que notes) sont donc nécessaires pour confirmer ces résultats.
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Tableau 6 Résultats des modeles linéaires mixtes effectués sur les mesures de croissance des males des stations

Phénotype P-valeur Age (j) C/C CIT TIT
(effet SOCS2) (Ismean = erreur standard) (Ismean % erreur standard) (Ismean % erreur standard)

35 15,19 15,50 14,89
60 22,18 22,49 21,97

PAT (kg) 0,001 ™ 90 30,37 b £0,08 30,80 a +0,14 30,26 a £0,83
120 38,06 b 38,62 a 37,79 &
150 4571 b 46,39 @ 4529
35 60 279,20 279,38 282,14
60 90 272,52 276,32 275,26

GMQ (g/j) | 0,4181 +1,12 +2,10 +12,35
90_120 256,02 260,09 249,79
120 150 254,72 258,53 248,79

Abréviations : GMQ : Gain Moyen Quotidien ; PAT : Poids a Age Type. Les astérisques en exposant () signifient que ’effet du génotype SOCS2 dans le modéle est significatif avec p<0,01. Les lettres différentes en
exposant (2°) montrent la différence significative entre les génotypes avec p<0,05, p<0,01 et p<0,001 respectivement pour PAT90, PAT120 et PAT150.
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Tableau 7 Résultats des modeles linéaires effectués sur les données de pointages des males des stations

Phénotype P-valeur CIC CIT TIT
(effet SOCS2) (Ismean = erreur standard) (Ismean % erreur standard) (Ismean % erreur standard)

epaule 3.633E-07 690 ?* +0.06 6.83 % £0.07 600 ° +0.29
jarret 0.351 4.35 +0.04 4.35 +0.05 4.48 +0.17
ligdos 0.190 735 a +0.05 744 b £0.05 754 a +0.19
membar 0.019 * 7.56 +0.02 7.58 +0.02 7.28 +0.17
membav 0.184 7.27 +0.02 7.33 +0.03 7.08 +0.19
patuar 0.008 > 7.54 +0.02 7.52 +0.03 7.16 +0.22
patuav 0.497 7.12 +0.03 7.17 +0.04 7.06 +0.23

Abréviations : epaule : largeur des épaules ; jarret : orientation des jarrets ; ligdos : ligne de dos ;

membar : rectitude des membres postérieurs ;

membav : rectitude des membres antérieurs ; patuar :

forme/longueur

des paturons arriére ; patuav : forme/longueur des paturons avant. Les astérisques signifient que I’effet du génotype SOCS2 dans le modéle est significatif avec p<0,01 (*), p<0,05 (), et p<0,001 (*). Les lettres
différentes en exposant (2°) montrent la différence significative entre les génotypes.
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IV.2.c. Conclusion

Pour conclure sur I’association de SOCS2 aux caractéres de croissance et de morphologie des
males, nous avons pu voir que la mutation était associée aux poids (PAT) grace a un grand jeu
de données d’homozygotes sauvages C/C et d’hétérozygotes C/T, avec un poids supérieur chez
les individus porteurs de la mutation. Concernant les caracteres de morphologie, les résultats
sont a nuancer car trés probablement influencés par le trop faible effectif d’homozygotes mutés
T/T dans le jeu de données. Il semblerait cependant qu’il y ait une association avec quelques
phénotypes de rectitude des membres qu’il serait intéressant d’étudier plus finement dans le
futur. Une autre limitation de cette étude est 1’age des individus disponibles (quelques mois
d’age). En effet, étant donné qu’il a été montre précédemment dans la littérature que 1’effet de
SOCS2 s’accentuait avec 1’4ge, nOUS Soupconnons une sous-évaluation de ’effet du géne
SOCS2 par rapport a son effet sur ’ensemble de la carriére de ces béliers. Des mesures
supplémentaires sont donc nécessaires pour conclure sur cette partie.
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V. Conclusions du Chapitre IlI.

Dans ce chapitre, nous cherchions a évaluer quantitativement les effets de SOCS2 sur les
caractéres d’intérét pour la filiére et susceptibles d’étre influencés par la mutation SOCS2 :
statut infectieux, reproduction, croissance, production. Pour ce faire, nous avons utilisé
difféerents jeux de données (commerciaux, expérimentaux) et différentes approches statistiques
(« tout-génome » et modeles linéaires avec uniquement le génotype SOCS2 en effet fixe).

Nous avons commenceé par réaliser des GWAS avec une puce sur laquelle le SNP SOCS2 était
disponible. Ces GWAS ont confirmé I’effet de SOCS2 dans une population de brebis Lacaune
sur les caracteres de production laitiere et d’inflammation et d’infection mammaires, avec
notamment de nouveaux phénotypes de la réponse infectieuse (bactériologie, examens
cliniques). De plus, la mutation n’a pas été trouvée dans la population de Manech Téte Rousse
étudiée (males des stations de testage). Ces GWAS ont également mis en lumiére d’autres
régions potentiellement pléiotropes et partagées entre les différentes races de brebis laitiéres.

Les autres caracteres disponibles et intéressants a étudier étaient des caractéres croissance et de
morphologie méle. Des modéles linéaires ont montré pour les phénotypes males que la mutation
¢tait associée a une augmentation de poids. Cependant cette étude est limitée par I’effectif trop
faible d’individus T/T et I’age des individus (jeunes), raisons pour lesquelles il nous est difficile
de conclure quant aux phénotypes de morphologie. Des données supplémentaires sont
nécessaires.

Concernant les caracteres de reproduction femelle, des modeles linéaires généralisés ont montré
une forte association de la mutation avec le taux de réussite a I’IA et aucune association avec
la prolificité des brebis. Des analyses complémentaires sont nécessaires pour déterminer
précisément a quel stade biologique (ovulation, fécondation, implantation et développement
embryonnaires, etc.) la protéine SOCS-2 pourrait intervenir.

Ce chapitre ouvre donc de nombreuses perspectives d’études quant a 1’association de cette
mutation a de nouveaux caracteres, et notamment celui de la reproduction qui est de grand
interét pour la filiere. En effet, un projet d’évaluation sur la fertilité femelle est actuellement en
cours d’¢élaboration en vue d’une insertion prochaine de ce caractére dans le schéma de

sélection.
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Chapitre IV. Réponse a une infection
expérimentale chez des brebis portant les
différents genotypes SOCS?2

|.  Objectifs et démarches

Nous venons de voir a 1’échelle populationnelle quels étaient les effets de la mutation R96C
ovine du géne SOCS2 sur les différents caracteres quantitatifs d’intérét pour la filiére. Les
caracteres les plus influencés par la mutation étaient liés aux mammites et par conséquent a la
réponse infectieuse : présence de cellules somatiques et de bactéries dans le lait. Afin de
déterminer plus précisément le réle de la protéine SOCS-2 dans les mécanismes biologiques
sous-jacents, j’ai étudié la réponse de brebis en fonction de la présence de la mutation R96C

dans le cadre d’une infection contrdlée.

Pour ce faire, j’ai conduit une expérimentation basée sur une infection intra-mammaire par un
staphylocoque (S. aureus) chez des brebis portant les génotypes SOCS2 extrémes, produites au
sein de la ferme expérimentale INRA La Fage. Nous avons réalisé un suivi clinique fin de ces
brebis ainsi que de nombreux prélévements de lait et de sang au cours de I’infection pour la
caractérisation moléculaire de la réponse immunitaire. De nombreuses données phénotypiques,
cliniques et transcriptomiques ont ainsi été génerées.

Ce chapitre présentera, sous le format d’un article scientifique, les résultats non encore publiés

de I’analyse de cette expérience (modeles linéaires, analyses d’expression des génes et analyses

multivariées permettant 1’intégration de I’ensemble des données).
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Il. Matériel et méthodes

Cette expérimentation animale, prévue dans le projet ANR REIDSOCS (https://anr.fr/Projet-
ANR-16-CE20-0010), a fait I’objet d’une saisine (APAFIS#12333-2017112618176260)

validée par le Ministére de 1’Enseignement supérieur, de la Recherche et de 1I’Innovation, afin

de justifier de I’utilisation des animaux a des fins scientifiques.

Dans cette partie seront présentés les choix réalisés concernant :

- les individus échantillonnés pour représenter les différents génotypes de la mutation a
I’étude dans le géne SOCS2,

- les échantillons preélevés,

- les modalités de collecte et de traitement des échantillons,

- les analyses de laboratoire effectuées sur les différents échantillons,

- les traitements bio-informatiques et les analyses statistiques réalisés sur les variables
géneérées.

I1.1. Plan expérimental

I1.1.a. Choix des brebis
D’apres les résultats obtenus précédemment dans cette population (Rupp et al., 2015), les
différences de phénotype observées étaient maximales entre les individus homozygotes C/C et
T/T. Par ailleurs, I’effet de la mutation semble proche de 1’additivité. Nous avons donc décidé
de comparer ces deux génotypes C/C et T/T.

Pour des raisons pratiques (gestion des animaux au cours du protocole), éthiques (respect de la
régle de réduction du nombre d’animaux utilisés a des fins scientifiques), scientifiques (nombre
d’animaux suffisant pour I’analyse statistique), et économiques (codt de la gestion des animaux
et des analyses a effectuer sur les échantillons prélevés), nous avons retenu 16 individus (8 C/C
et 8 T/T) pour cette expérimentation (Tableau 8). Cet échantillon d’animaux, que 1’on souhaite
représentatif de la race Lacaune, provient de 1’unité expérimentale INRA La Fage.
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Tableau 8 Description des brebis initialement choisies (toutes les lignes) et retenues (lignes
non grisées) pour les infections expérimentales

Numéro Datede  Génotype Poids Nombre Génotype Pére Geénotype

brebis  naissance  SOCS2  brebis de feetus  SOCS2 SOCS2

brebis brebis (kg)  (gestation mere pére

(année brebis)

2016)
472 05/12 CIC 46.8 1 CIC 1 CIT
237 01/12 TIT 50.2 1 CIT 1 CIT
142 30/11 CIC 46.3 1 C/IC 2 CIT
430 03/12 TIT 53.3 1 CIT 2 CIT
054 28/11 CIC 45.5 1 C/IC 3 CIT
140 30/11 TIT 42.9 1 CIT 3 CIT
2172 01/12 CIC 46 1 C/IC 3 CIT
268 01/12 TIT 46.6 1 CIT 3 CIT
145 30/11 CIC 45.5 2 C/IC 4 CIT
446 03/12 TIT 46.7 2 TIT 5 TIT
289 01/12 CIC 47.9 1 C/IC 2 CIT
397 03/12 TIT 48.9 1 T/T 5 T/T
306 01/12 CIC 46 1 C/IC 6 CIT
402 03/12 TIT 45.9 1 TIT 5 TIT
412 03/12 C/IC 45.1 1 C/IC 7 CIT
371 02/12 TIT 42.9 2 CIT 6 CIT

Les brebis grisées n ont pas été prises en compte dans les analyses pour des raisons décrites dans la section Résultats et discussion.

Afin de limiter les biais expérimentaux dus a d’autres facteurs que celui du génotype SOCS2,
nous avons pris en compte dans notre choix I’influence génétique, en sélectionnant
préférentiellement des duos de demi-sceurs ayant le méme pére. Cing duos ont ainsi été
initialement constitués (Tableau 8). Les trois autres duos ont été choisis de maniere a ce que le
groupe intra-génotype soit le plus homogene possible selon les criteres de poids, date de mise-

bas, et de nombre de foetus.
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II.1.b. Protocole expérimental
Les brebis sont arrivées a ’ENVT le 12 décembre 2017 et ont mis bas entre le 28 décembre
2017 et le 5 janvier 2018. Le protocole général de I’expérimentation animale réalisée dans ce
projet de these en janvier-février 2018 a ’ENVT est présenté dans la Figure 11.

Les brebis présentées précédemment ont été inoculées dans la nuit du 22 au 23 janvier 2018 a
minuit d’un inoculum de 10® UFC (Unité Formant Colonie) de Staphylococcus aureus (souche
SA9A) par voie diathélique, a I’aide d’une sonde stérile a usage unique (volume de 1 mL). Cette
inoculation a été realisée dans des conditions aseptiques (nettoyage et désinfection du trayon a
I’aide d’une lingette antiseptique). Le choix de cette souche spécifique de Staphylococcus
aureus repose sur plusieurs critéres : innocuité vis-a-vis de ’opérateur (sensibilité aux
antibiotiques), connaissance de la virulence lors d’infections intra-mammaires antérieures chez
la brebis (expression clinique franche mais non létale), et représentativité des souches ovines
en termes de facteurs de virulence (Deverriere, 2007).

Le choix de I’hémi-mamelle a inoculer a été réalisé grace a des mesures effectuées sur des
échantillons de lait préalablement prélevés de maniére aseptique sur les deux hémi-mamelles
de I’ensemble des brebis les 4,9, 11, 16 et 18 janvier 2018 (Figure 11). Deux premieres mesures
reflétent 1’¢état inflammatoire de chaque hémi-mamelle (CMT - California Mastitis Test -, et
CCS, du lait), tandis que la troisiéme refléte 1’état infectieux (quantité de bactéries dans le lait).
Briévement, le CMT consiste en I'ajout dans I’échantillon de lait d'un réactif composé d'un
détergent et d'un indicateur de pH. Lorsqu'il est mélangé avec le lait, le réactif réagit et forme
un gel visqueux, qui peut étre noté selon une gamme de couleurs et de viscosité du lait, indiquant
ainsi le nombre approximatif de cellules somatiques présentes. Les CMT ont été realisés avec
un test commercial (Leucocytest, Merial). Les CCS ont été mesurées a 1’aide du compteur
cellulaire DCC de la marque Delaval®. La quantification des bactéries a été réalisée par
bactériologie conventionnelle par la visualisation et 1’estimation du nombre de germes présents
dans le lait aprés culture sur gélose. Grace a ces analyses, nous avons préférentiellement inoculé
I’hémi-mamelle droite des brebis lorsqu’elle était saine et trois brebis ont été inoculées dans
I’hémi-mamelle gauche a cause d’une infection de I’hémi-mamelle controlatérale.
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Figure 11 Protocole des infections expérimentales réalisée a I'ENVT en janvier-février 2018
Abréviations : CMT : California Mastitis Test ; CCS : Comptage de Cellules Somatiques.
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Les suivis clinique et la collecte d’échantillons biologiques ont été réalisés pendant 152 heures
post-inoculation (Figure 11). La fréquence des mesures et des prélévements d’échantillons a été
de six fois par 24 heures (toutes les quatre heures) durant les deux premiers jours de 1’infection
expérimentale, puis de deux fois par jour, aux horaires de la traite (8h et 16h) au cours des deux
jours suivants, et enfin de une fois par jour (8h) les 27 et 29 janvier 2018 (respectivement 104
et 152 heures post-inoculation, i.e. T104 et T152). Les brebis ont ensuite été euthanasiées et
autopsiées les 5 et 6 fevrier 2018.

I1.2.  Modalités de collecte et de traitement des échantillons
L’ensemble des mesures acquises est décrit ci-dessous et résumé dans le Tableau 12 et en
Annexe 7.

I1.2.a.  Suivi clinique
Un examen clinique fin a été réalisé a chaque temps de contréle par deux étudiantes de "ENVT
(Charlotte Duheron et Laurence Frayssignes) dans le cadre de leur thése de Doctorat vétérinaire.

I1.2.a1. Modalités de collecte
Deux catégories de données cliniques ont été collectées : des données a 1’échelle systémique,
afin de quantifier la condition générale de la brebis, et a I’échelle mammaire, afin de visualiser

les signes cliniques locaux provoqués par I’infection bactérienne.

A I’échelle systémique, sept phénotypes ont été observés/mesurés. La mesure des fréquences
cardiaque, respiratoire, et ruminale a été effectuée, de méme qu’une appréciation des états
d’appétit, d’abattement et des muqueuses oculaires. L’examen mammaire a généré neuf
phénotypes par hémi-mamelle (inoculée et non inoculée) dont sept sont des appréciations :
couleur, douleur au toucher, chaleur, induration, gonflement, couleur du lait, et aspect du lait.
A ces phénotypes s’ajoutent : un phénotype sur le nombre et la taille des abces, évalués par
palpation mammaire, ainsi qu’un phénotype lié au volume des nceuds lymphatiques

mammaires.

En plus de ces mesures cliniques, le relevé de température ruminale a 1’aide d’un Thermobolus
(Medria Technologies) a également été réalisé a partir du 22 decembre 2017 (avant la mise-
bas). Ce dispositif permet d’assurer un suivi continu de la température individuelle du rumen
des brebis. Par ailleurs, la production laitiére par hémi-mamelle a également pu étre notée afin

de suivre I’évolution de la production laitiére cours de 1’infection.
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IL.2.a.0. Traitement des échantillons
L’évaluation de la condition clinique a I’échelle systémique a été synthétisée grace a un score
global sur 14 (Tableau 9) intégrant les sept phénotypes décrits précédemment. Pour ce faire, les
données brutes des fréquences cardiaque, respiratoire et ruminale ont été transformées en score
noté de 0 a 2 afin qu’ils soient dans la méme échelle que les autres phénotypes. Pour les
fréquences cardiaque et respiratoire, une référence de base (F'B) a été établie pour chaque
animal a partir de trois dates de contréle recueillies avant 1’inoculation (moyenne des valeurs
des temps H-321, H-160, H-112, cf. Figure 11). Pour chaque temps de controle, les valeurs ont
été transformées en pourcentage par rapport aux F'B et la transformation finale en score a été
effectuée selon les criteres détaillés dans le Tableau 9. Les valeurs de la fréquence ruminale
étant comprises naturellement entre 0 et 2 ruminations par minute, la transformation en score
était plus simple. Les appréciations des états d’appétit, d’abattement et de 1’aspect des
muqueuses oculaires ont été notés sous forme de score compris entre 0 et 2. Le score global sur
14 était alors la somme de I’ensemble de ces sept phénotypes sous forme de score, ou plus le

score est elevé, plus la dégradation clinique est marquée.

Tableau 9 Critéres d'évaluation du score clinique général sur une échelle de 0 a 14

Phénotype Score

0 1 2
Fréquence xz < FB+ 20% FB4+20%<x< FB+40% x> FB + 40%
cardiaque
Fréquence r<FB+10% FB+100%<xz<FB+30% x> FB+ 40%
respiratoire
Fréquence 2 1 0
ruminale
Température | 38,5 <z < 39,5 39,5 <z <40 z < 38,5 OU
rectale (°C) x> 40
Appétit conservé diminué absent
Abattement absent leger marqué
Mugqueuses rosées congestion légére congestion
oculaires marquee

Abréviation : FB : Fréquence de Base
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A T’échelle mammaire, des scores globaux de 1’état clinique des hémi-mamelles inoculées et
non inoculées ont également été congus (Tableau 10). Pour ces scores, seul le phénotype du
nombre et de la taille des abcés mammaires devait étre transforme en score. Les scores globaux
sur 12 étaient alors la somme de 1’ensemble de ces neuf phénotypes sous forme de score ou

I’état clinique de I’hémi-mamelle est dégradé lorsque le score augmente.

Tableau 10 Criteres d'évaluation des scores cliniqgues mammaires sur une échelle de de 0 a 12

Phénotype Score
0 1 2 3
Couleur normale anormale
Douleur absence présence
Chaleur absence présence
Induration absence présence
Gonflement absence présence
Abcés absence 1 abces cm OU > 1 abcés cm OU
< 4 abcés mm > 4 abcés mm
Volume neeuds normal augmentation augmentation
lymphatiques modérée sévere
Couleur du lait blanc anormal
Texture du lait normale anormale

Abréviations : cm : centimétrique (taille de 1 centimétre au minimum) ; mm : millimétrique (taille inférieure & 1 centimetre).

Dans les analyses effectuées dans cette these, la température a été traitée en tant que donnée
numérique. Deux mesures de la température (ruminale et rectale) étaient disponibles mais non

completes en tant que données numériques. En effet, les températures du rumen (<

rumen )

enregistrées (extraction des données corrigées par les serveurs de D’entreprise Medria
Technologies, uniquement aux temps de prélévements) étaient incomplétes en raison de 1’arrét

d’émission, au cours du protocole, de quatre Thermobolus pour des raisons techniques. Les
températures rectales (x ) relevées au cours des examens cliniques étaient principalement
rectale

relevées dans des intervalles de valeurs ; les valeurs réelles étaient disponibles lorsqu’elles
dépassaient les bornes de I’intervalle des valeurs usuelles. J’ai donc choisi de conserver les
mesures de la température ruminale (moins de données manquantes, donc plus précis) en
complétant les valeurs manquantes grace aux données rectales. Pour ce faire, les températures
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rectales ont été transformées en valeurs numériques en prenant la moyenne des valeurs des
intervalles (39°C pour le score 0 et 39,75°C pour le score 1) lorsque la donnée réelle n’était pas
notée (la valeur réelle du score 2 était toujours notée). Les valeurs manquantes de la température
du rumen d’un individu ¢ a linstant ¢ ont alors été obtenues en appliquant la formule suivante

afin de corriger les différences d’échelle entre les températures du rumen et rectales :

rectale,i,t - Hrectale,t

, Ou p, et g, sont respectivement la

., = ag
rumen,t,t Hrumen,t rumen,t
rectale,t

moyenne et I’écart-type des valeurs pour I’ensemble des 16 brebis.

I1.2.h. Prélévements de lait
Deux types d’échantillons de lait ont été prélevés : un échantillon collecté dans des conditions
aseptiques pour les analyses bactériologiques, et un échantillon pour le dénombrement et le
typage des cellules somatiques dans le lait.

I1.2.ba. Modalités de collecte
Pour I’hémi-mamelle inoculée, et a tous les temps de contrdle, aprés élimination manuelle des
premiers jets de lait, un prélévement aseptique de 2 mL environ était réalisé pour ’analyse
bactériologique. Cet échantillon était entreposé a 4°C puis rapidement congelé a -20°C pour un
traitement différé. Ce prélévement était suivi d’un prélévement manuel de 25 mL de lait dans
un pot contenant du Bronopol, pour la quantification des cellules dans le lait et la différenciation
des types cellulaires. Ce dernier était identifié, entreposé a 4°C et traité sous 72h.

II.2.bai.  Traitement des échantillons
L’analyse bactériologique du lait des hémi-mamelles inoculées a été réalisée avec une approche
développée a ’ENVT et précédemment décrite dans le Chapitre I11. (Oget et al., 2019a), une
approche basée sur une gPCR (quantitative Polymerase Chain Reaction - réaction en chaine
par polymérase quantitative). Le phénotype obtenu a partir de cette approche est une
quantification d’ADN de Staphylococcus aureus dans le lait et reflete donc la capacité de la

brebis a éliminer la bactérie au cours de 1’infection.

Les CCS ont été déterminés, avec le compteur cellulaire DCC de la marque DeLaval®. Lorsque
la valeur dépassait les 2000 cellules/mL, le lait était dilué au dixieme, puis une nouvelle mesure
était réalisée afin que la concentration soit dans I’intervalle de linéarité de la mesure. La dilution
était répétée jusqu’a ce que la valeur obtenue soit exploitable (< 2000 cellules/mL). Cette
mesure a été effectuée au fur et a mesure du protocole, ce qui a permis de réaliser un suivi fin
en temps réel de I’inflammation de I’hémi-mamelle inoculée. Une transformation logarithmique
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du comptage en score de cellules somatiques, couramment utilisée pour approcher la variable
CCS de la normalité (Ali & Shook, 1980), a été appliquée a 1’aide de la formule suivante :

SCC

SCS =1 +3
o8, 100 )

Le typage des cellules du lait a été réalisé par cytométrie en flux sur le culot cellulaire de
I’échantillon utilisé pour 1’analyse des CCS, apres centrifugation du lait et élimination de la
créme et du lactosérum. L’acquisition et I’analyse des données de cytométrie ont été effectuées
respectivement avec le cytometre MACSQuant® (Miltenyi Biotec) et le logiciel FlowJo®. Les
différentes populations leucocytaires ont ainsi pu étre caractérisées et quantifiées (variables
exprimées en nombre de cellules par mL de lait). Les populations quantifiées sont les
granulocytes neutrophiles vivants et morts, les monocytes et macrophages, et les lymphocytes.

I1.2.c. Prélevements de sang
Deux types de prélevements de sang ont été effectués : le premier (anticoagulant EDTA - acide
EthyléneDiamineTétraAcétique) était destiné aux analyses d’expression génique, & la
quantification des cellules sanguines, et au dosage des protéines inflammatoires, et le second
(anticoagulant héparine de lithium), au dosage des cytokines.

I1.2.ca. Modalités de collecte
Les prélevements de sang ont été réalisés a chaque temps de contrble par des personnes

compétentes par ponction jugulaire a 1’aide d’un porte aiguille associé a un vacutainer.

Le premier prélevement (EDTA), destiné aux analyses d’expression génique, a la numération
et formule sanguines, au typage fin des différentes populations cellulaires présentes dans le
sang, et au dosage de protéines inflammatoires, était dans un premier temps entreposé a 4°C sur
la glace, puis rapidement aliquoté en quatre exemplaires avec du tampon de lyse DL, le
Thiocyanate de Guanidine (quatre fois : 400 pL de sang total + 400 puL de tampon DL). Ces
plaques étaient ensuite refroidies a -20°C pendant une heure puis stockées a -80°C pour une
extraction différée des ARN. Le sang total restant du tube EDTA était ensuite centrifugé et le
plasma aliquoté en double exemplaire sur deux plaques différentes (deux fois 500 L) ainsi que
dans un tube de volume de 1 mL. Ces échantillons ont ensuite été conservés a -80°C pour un
traitement différé (dosage des protéines inflammatoires).

Le second prélévement (héparine) était destiné au dosage des cytokines. Le sang était centrifugé
et le plasma aliquoté en double exemplaire sur deux plaques différentes (deux fois 500 uL) ainsi

Page | 126



que dans un tube de volume de 1 mL. Ces échantillons ont ensuite été conservés a -80°C pour
un traitement différé (dosage des cytokines).

I1.2.cai. Traitement des échantillons

Expression génique

Les plagues congelées avec le tampon de lyse DL ont été traitées ultérieurement par Julien Sarry
(GenPhySE, INRA). Les ARN ont été extraits uniqguement pour sept dates choisies d’apres les
résultats préliminaires disponibles (CCS) et justifiés dans la section Résultats et discussion :
TO, T8, T12, T16, T24, T56 et T104, comme indiqué sur la Figure 11. Pour des raisons
techniques, I’ARN de certains échantillons n’a pas pu étre extrait et un temps supplémentaire a
été ajouté (T88) en complément du dernier temps tardif (T104) (Tableau 11). Ces deux temps
ont été regroupés pour les analyses (réponse immunitaire tardive).

Tableau 11 Effectif disponible par temps pour les analyses RNA-seq de lI'infection
expérimentale

Temps Données disponibles
70 14 brebis
T8 14 brebis
T2 12 brebis (402 et 446 manquantes)
Ti6 14 brebis
724 13 brebis (054 manquante)
756 14 brebis

T104 T88 : 054, 289, 402 et 446

(T88 et T104 regroupés) | T104 : 140, 142, 145, 237, 268, 272, 306, 397, 402, 472, et 430

Pour le dernier temps, nous avons regroupé T88 et T104 en vérifiant au préalable la cohérence des comptages sur I'individu doublé (402) qui
a été par ailleurs conservé en un seul exemplaire (T104).

L’extraction des ARN a été réalisée a 1’aide du kit commercial Nucleospin® 96 RNA Blood
(Macherey-Nagel). La quantification et la vérification de la qualité des ARN extraits ont été
effectuées respectivement par mesure de 1’absorbance (NanoDrop ND-1000®) et a 1’aide d’un
Fragment analyzer®. Les librairies ont été préparées a partir des ARN de haute qualité grace a
un kit commercial de préparation d’échantillons Illumina TruSeq® RNA. Ces échantillons ont
été amplifiés par PCR, quantifiés par qPCR, puis séquencés par un séquenceur lllumina
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NovaSeq 6000® a la plateforme génomique de Genotoul (Castanet-Tolosan, France). Les
séquences étaient alors disponibles en format FASTQ.

Phénotypes

L’haptoglobine, une protéine inflammatoire plasmatique a été dosée a partir des aliquotes
congelées de plasma prélevé sur prélevement EDTA a I'aide d’un test ELISA (BioX
Diagnostics).

La numération, la formule et le typage fin des cellules sanguines ont été effectues
immédiatement apres le prélevement par cytométrie en flux sur les aliquotes du prélevement
EDTA. Un exemple d’analyse des données de cytométrie (lymphocytes) est fourni en Annexe
8. Les populations cellulaires caractérisées et quantifiées sont les suivantes :
e PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell - cellules mononuclées périphériques
sanguines)
o Leucocytes totaux
=  Monocytes totaux
e Monocytes conventionnels, ou classiques
e Monocytes inflammatoires, ou non classiques
e Monocytes intermédiaires
= Neutrophiles
» Lymphocytes totaux
e Lymphocytes B (CD21)
e Lymphocytes (CD2)
o Lymphocytes T CD2 CD4 (auxiliaires)
o Lymphocytes T CD2 CD8 (cytotoxiques)
o Lymphocytes CD2 non CD4, non CD8
e Lymphocytes non B, non T
e Lymphocytes NK (CD16)
e Lymphocytes totaux sans les NK
o Ratio entre neutrophiles et monocytes inflammatoires
o Ratio entre lymphocytes T CD4 et lymphocytes T CD8

A partir des échantillons de plasma du tube Héparine, des cytokines ont été dosées : les
interleukines IL-1a, IL-1b, IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, IL-17a, les interférons IP-10,
IFN-y, les chimiokines CCL-2, CCL-3, CCL-4, et le facteur de nécrose tumorale TFN-a, &
I’aide d’un test Milliplex® Custom bovine/ovine cytokines (Merck Millipore).
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I1.2.d. Mesures d’autopsies
A la fin du protocole, les brebis ont été euthanasiées puis autopsiées. La carcasse et les organes
internes ont été examinés (pesées, et mesures pour les os longs). Dix-sept phénotypes ont ainsi
pu étre collectés :

- Deux phénotypes concernant les abceés : quantité (variable qualitative, non analysée
ultérieurement) et taille.

- Onze phénotypes de poids : vif, carcasse, cceur, foie, poumon, rate, reins, hémi-
mamelles inoculée et non inoculée, nceuds lymphatiques mammaires de I’hémi-mamelle
inoculée et non inoculée,

- Quatre dimensions des os (grand axe) : fémur, humérus, radius, et tibia.

I1.3. Traitement bioinformatique et analyses statistiques

I1.3.2. Analyses des phénotypes
Les analyses préliminaires des phénotypes genérés au cours de 1’expérience sont résumeées dans
le Tableau 12. Toutes les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel R version 3.5.0
(R Development Core Team, 2005).

Le but étant de déterminer les effets du génotype SOCS2 sur les différents phénotypes, nous
avons appliqué des modéles linéaires mixtes (fonction 1me() du package R nlme version
3.1.137 (Pinheiro et al., 2019)) sur les mesures pour lesquelles nous avions des données
répétées. Ces modeles incluaient un effet aléatoire animal (la disponibilité des temps de
répétition des données est fournie en Annexe 7), ainsi que les effets fixes suivants : génotype
SOCS2, temps, et interaction génotype SOCS2 et temps. Pour certains phénotypes indiqués dans
le Tableau 12 (), dont les données étaient légérement dissymétriques, nous avons effectué une
transformation logarithmique sur les données brutes (log(x + 1)) pour s’approcher au mieux

de la distribution normale.

Les effets des génotypes intra-temps (comparaisons entre les niveaux de génotypes deux a deux
intra-temps, ¢’est-a-dire tests post-hoc) ont ensuite été évalués, avec une correction pour les
tests multiples a 1’aide de la procédure de Bonferroni (fonction 1smeans() du package R
Ismeans v2.23 (Lenth, 2016)). Concernant les phénotypes pour lesquels une transformation
logarithmique a été effectuée, les moyennes corrigées par le modele (Ismeans) ont été
transformées dans 1’échelle du phénotype (parametre de la fonction 1smeans() : type =

"response").
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Tableau 12 Récapitulatif des données recueillies et générées au cours de I'infection expérimentale et des analyses des variables déduites

Nature des Mesures Variables finales Analyses
Données
DONNEES Monitoring continu de la température ruminale imputée Modeéles mixtes
CLINIQUES température (sauf scores, a I’exception
28 variables Examen clinique scores : systémique’ et mammaires inoc. T et non inoc. *; des scores résumes)
fréquences : cardiaque, respiratoire et ruminale ;
scores appétit, abattement et muqueuses ;
scores couleur, douleur, chaleur, induration, gonflement, abcés,
nceuds lymphatiques, couleur lait et texture lait (inoc. et non inoc.)
DONNEES Bactériologie bactériologie par gPCR (inoc.) Modeéles mixtes
LAIT Cellules somatiques SCS (inoc.)
9 variables
Production laitiére productions totale et par hémi mamelles (inoc. et non inoc.)
Typage cellules neutrophiles vivants® et morts’, monocytes et macrophages’,
et lymphocytes (inoc.) f
DONNEES Expression ARN comptages de génes Modeéles linéaires
SANG généralisés
34 variables Dosage protéine inflammatoire haptoglobine’ Modeéles mixtes
(+ RNA-seq)
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Typage détaillé monocytes : conventionnels’, inflammatoires’ et intermédiaires’ ;
lymphocytes : NK, sans NK ;
ratio entre neutrophiles et monocytes inflammatoirest, et PBMC'

Typage lymphocytes T lymphocytes T : CD4+f, CD8+', CD4- et CD8-",
ratio entre CD4+ et CD8+'

Dosage cytokines interleukines : IL1af, IL1b", IL1ra®, IL2%, IL4T, IL6T, IL8T, IL10%, IL17a";
interférons : IP107, IFN-yT ;
chimiokines : CCL2f, CCL3", CCL4T;
facteur de nécrose tumorale : TNF-af

DONNEES Pesées et mesures taille des abcés* ; Comparaisons
AUTOPSIES pesées : vif, carcasse, ceeur, foie, poumon, rate, reins, hémi-mamelles de moyennes
16 variables (inoc.¥ et non inoc.), et nceuds lymphatiques (inoc. et non inoc.”) ;

mesures : fémur, humérus, radius, et tibia

Abréviation : inoc. : inoculée ; SCS : Score de Cellules Somatiques. Le symbole 7 signifie que les données brutes ont subi une transformation logarithmique pour s 'approcher au mieux de la normalité dans le modéle
mixte. Pour les données d’autopsies, Ie symbole ¥ signifie que la normalité n’était pas respectée et que le test de comparaison de moyenne effectué est non paramétrique (Wilcoxon-Mann-Whitney) a I’inverse des autres
données (Student).
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Les données provenant des autopsies n’étant pas répétées (disponibles uniquement a 1’abattage),
des tests de comparaison de moyenne ont été réalisés pour déterminer I’effet de la mutation
SOCS2 sur ces phénotypes. Nous avons utilisé le test de Student pour les variables qui suivaient
la normalité, et le test de Wilcoxon-Mann-Whitney pour les autres (indiqué dans le Tableau
12).

I1.3.b. Analyse des données d’expression génique par RNA-seq

I1.3.ba. Traitement bioinformatique
Les sequences ont été produites par la plateforme génomique de Genotoul et livrées au format
FASTQ. Le traitement bioinformatique de ces fichiers a été réalisé avec le soutien du
bioinformaticien Cédric Cabau (GenPhySE, INRA), et est présenté en détails en Annexe 9.

Le génome de référence sur lequel nous avons choisi d’aligner les séquences est I’assemblage
ovin le plus récent (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCF 002742125.1/),

Oar_rambouillet_v1.0.

Les lectures ont été nettoyées et leur qualité vérifiée, a 1’aide respectivement des logiciels
Cutadapt v2.1 (Martin, 2011) et fastQC v0.11.7
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Un premier alignement des

lectures sur le génome de référence a été effectué, suivi d’une quantification des transcrits
d’apres le transcriptome de référence. Ce modéle de référence a ensuite été étendu afin de mieux
rendre compte de la diversité des transcrits observés. Un second alignement suivi d’une
quantification des transcrits décrits par ce nouveau modéle a alors été réalisé. Ce modele étendu
a été constitué a partir 28 individus (quatre par temps), choisis parmi les fichiers d’alignements
(BAM) les plus lourds par temps, et avec équilibrage des effectifs pour les deux groupes de
génotypes SOCS2 (deux T/T et deux C/C par temps) et pour la représentation de I’ensemble des
individus (tous les individus représentés au moins une fois et au maximum trois fois). Les
alignements, les quantifications des transcrits, et la constitution du modele étendu ont été
réalisés respectivement a 1’aide des logiciels STAR v2.6 (Dobin et al., 2013), RSEM v1.3.0 (Li
& Dewey, 2011), et Cufflinks v2.2.1 (Trapnell et al., 2010).

II.3.bai.  Analyses statistiques et fonctionnelles
Les analyses statistiques sur les comptages bruts d’expression de génes ont été réalisées a 1’aide
de modeles linéaires généralisés avec le package R EdgeR v 3.20.9 (Robinson et al., 2010).
Pour toutes les analyses, les comptages bruts ont été filtrés d’aprés les recommandations du

manuel d’utilisation du package R EdgeR en conservant uniqguement les genes comptabilisant
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au moins 10 lectures dans un nombre de librairies correspondant au nombre minimal
d’individus par groupe. En effet, les tailles des librairies étaient, dans notre jeu de données, en
moyenne de 21 428 655 lectures (comprises entre 9 998 339 et 34 21 007), ¢’est-a-dire qu’en
conservant les genes dont la somme des comptages dans 1’ensemble des 95 librairies était de

0,5 comptages par million, nous conservions en moyenne 10,7 lectures dans chaque groupe.

Deux études ont été conduites :

- La premiére a pour objectif d’identifier les genes differentiellement exprimés au cours
du temps de I’expérience afin de caractériser le profil d’expression génique de la
réaction immunitaire en réponse a une infection bactérienne. Cette étude a été effectuee
dans un premier temps sans prendre en compte le génotype SOCS2. Dans un second
temps, I’effet du génotype a été intégré (test des contrastes intra-génotype C/C, et intra-
génotype T/T, séparément). Ces deux approches permettent la comparaison des trois
listes de genes différentiels a chaque temps (intra-génotype et tous génotypes SOCS2).
Pour la premiére approche (intra-temps), la taille minimale des groupes (cf. Tableau 11)
était de 12 brebis, et pour la seconde (intra-temps et intra-génotype), de 5 brebis.

- Laseconde étude a pour objectif d’identifier les genes différentiellement exprimés entre
les deux groupes d’individus homozygotes mutants T/T et sauvages C/C au gene SOCS2
afin de caractériser les modifications transcriptionnelles en lien avec la mutation
génétique. La taille minimale des groupes était ici la méme que précédemment (seconde
approche intra-temps et intra-génotype), c’est-a-dire 5.

Apres filtrage, les comptages ont été normalisés avec la méthode TMM (Trimmed Mean of M-
values - moyenne ajustée des valeurs M) (Robinson & Oshlack, 2010) implémentée dans le
package EdgeR. Des modeéles linéaires généralisés ont ensuite été appliqués avec uniquement
un effet fixe Temps pour la premiére approche de la premiere étude (réponse sanguine sans
considération du génotype SOCS2), et avec trois effets fixes pour les autres approches : Temps,
Geénotype et Interaction Temps/Génotype, a 1’aide de la fonction glmFit(). Les comptages des
génes ont été testés pour les contrastes d’intérét a 1’aide des fonctions glmLRT() et
decideTestsDGE(), avec une correction pour les tests multiples a I’aide de la procédure de
Benjamini et Hochberg (seuil de 5%) (Benjamini & Hochberg, 1995).

Des analyses fonctionnelles ont été réalisées a I’aide du logiciel IPA® (Ingenuity Pathway
Analysis) (Krédmer et al., 2014) sur les listes des génes différentiellement exprimés.

Page | 133



L’assemblage du génome ovin choisi pour 1’alignement étant récent, une annotation manuelle
a parfois été réalisée a partir des génes orthologues chez la souris et chez I’homme proposés par
le site internet NCBI.

I1.3.c. Intégration de ’ensemble des données

L’intégration de I’ensemble des données phénotypiques et d’expression génique de
I’expérience a été réalisée a 1’aide du package R MixOmics v6.6.1 (L& Cao et al., 2009). Cette
intégration est une approche complémentaire et de validation des approches précédemment
utilisées (modéles et tests statistiques). En effet, il s’agit de méthodes de classification qui
permettent de mettre en valeur les variables qui expliquent le plus la variabilité des données
collectées au cours de ce protocole, sans ou avec une supervision par les variables qualitatives
discriminantes d’intérét, i.e. temps et génotype SOCS2.

Deux jeux de données ont été étudiés.

Le premier permet la mise en lumiére, a 1’échelle du protocole, des variables les plus
explicatives des différences entre les individus. Il comprend I’ensemble des données
disponibles pour les sept temps du transcriptome (95 échantillons), pour un total de 19 866
variables (trois variables qualitatives incluses : génotype SOCS2, temps et animal). Trois blocs
de variables quantitatives ont été constitués :

- données cliniques partielles (N = 6 variables) : température ruminale imputée,
fréquences cardiaque et respiratoire, et trois scores globaux,

- données phénotypiques (N = 25 variables) : bactériologie et cellules somatiques dans le
lait, dosage de la protéine inflammatoire (haptoglobine), typage des cellules sanguines,
et dosage des cytokines dans le sang,

- données d’expression génique par RNA-seq (N = 19 832 variables) : genes exprimés,
filtrés et normalisés.

Le second est constitué des données disponibles au temps T56. Ce jeu de données comprend un
total de 19 884 variables (données qualitatives incluses) pour 14 échantillons. Quatre blocs de
variables ont été créés (toutes les variables sont disponibles pour ce temps, a I’exception des
variables d’autopsies) : données cliniques (N = 5 variables, la fréquence respiratoire ayant été
écartée au vu des résultats présentés dans la partie I11.1.b.ii), données laitieres (N = 9 variables),
données sanguines (N = 34 variables), et données de comptages (N = 19 832 variables).
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Pour chacun de ces jeux de donneées, les analyses suivantes ont été appliquees :

- une analyse en composantes principales PCA (Principal Component Analysis) pour
chaque bloc individuellement,

- une analyses discriminante dirigée PLS-DA (Partial Least Square Discriminant
Analysis) pour chaque bloc, pour les facteurs discriminants génotype et temps de
contrdle pour le premier jeu de données (7 temps de mesure) et uniquement génotype
pour les deux autres (T56),

- une analyse discriminante dirigée multi-bloc PLS-DA permettant I’intégration de
I’ensemble des blocs de maniere dirigée.

Chaque analyse a été réalisée sans et avec 1’option « sparse » pour une sélection des
variables (N = 6 a 10) les plus discriminantes intra-bloc. De plus, pour le premier jeu de
données, chaque analyse a été également réalisée sans et avec 1’option « multilevel » afin
de diminuer la variabilité intra-individuelle (effet de la répétition de 1’animal au cours de
I’infection expérimentale), a I’exception des analyses discriminantes pour le facteur
génotype (probleme de convergence en raison probablement de la redondance de I’influence
génétique de ’animal et du facteur génotype SOCS2).
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I1l. Résultats et discussion

I11.1.  Analyses des phénotypes

I11.1.a. Choix des brebis et des temps analyses d’aprés le profilage des SCS
Nous avons dans un premier temps analysé les SCS (Figure 12). Le SCS dans le lait augmente
tres fortement & partir de T8, traduisant un premier recrutement de cellules immunitaires dans
la mamelle et le lait en réaction a I’infection bactérienne. Ce nombre atteint une valeur
maximale & T24, puis diminue pour atteindre une valeur minimale a T56. Cette valeur augmente
une seconde fois a partir de T64 (deuxiéme pic entre T88 et T104). A partir de T64, les réponses
sont plus hétérogenes mais 1’on observe une tendance a la baisse du SCS au dernier temps de

contréle (T152).
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Figure 12 Evolution des scores de cellules somatiques dans le lait de I'ensemble des seize brebis
infectées au cours de I'infection expérimentale

Ces résultats ont mis en évidence un individu qui ne suivait pas le méme profil de réaction
immunitaire que les autres, la brebis 371, génotypée T/T (Figure 12, en bleu). En effet, cette
brebis, bien qu’infectée au méme moment que les autres, n’a pas eu de recrutement cellulaire

en réaction a ’infection. D’aprés les résultats des analyses de bactériologie effectuées, ceci
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s’explique par la présence d’une infection par Staphylococcus aureus dans 1’hémi-mamelle
inoculée, empéchant ainsi I’installation de la souche inoculée. Pour cette raison, la brebis 371
a été écartée des analyses ultérieures. Afin d’équilibrer les effectifs des deux groupes, nous
avons également écarté une brebis génotypée C/C des analyses ultérieures, la brebis 412 choisie
car elle ne possédait pas de demi-sceur parmi les T/T.

Aprés élimination de ces deux brebis, nous nous sommes basés sur ce profilage des SCS au
cours de I’infection, pour choisir les temps de collecte a retenir pour les analyses RNA-seq. Les
temps conservés pour 1’analyse du transcriptome sanguin sont les temps 0, 8, 12, 16, 24, 56 et
104. Ces temps permettent de suivre précisément le premier pic de recrutement cellulaire (TO a
T24), puis la phase de dépression entre les deux pics (T56), et enfin la seconde vague de réponse
plus tardive (T104).

III.1.b. Des phénotypes révélateurs d’un contrdle de la réaction immunitaire
différent entre les sauvages et les mutants

L’objectif des analyses est de décrire des phénoménes biologiques sur la base de 1’étude des
données et de I'utilisation de la statistique pour confirmer les différences observées. Les
résultats de I’ensemble des modeles mixtes effectués sur les variables indiquées précédemment
sont présentés en Annexe 10. Nous parlerons dans cette partie de valeurs significatives pour des
p-valeurs inférieures a 0,05, et de tendances pour des p-valeurs proches de la significativité,
inférieures a 0,1 (seuil suggestif proposé au vu de I’effectif de I’expérimentation : sept individus
par groupe et par temps).

I 1.b.. Des phénotypes impactés par le déroulé de 1’infection
Le premier résultat obtenu (non montré) d’aprés I’ensemble des 49 modeles mixtes effectues
est le suivant : 1’effet fixe temps est significatif pour la tres grande majorité des variables (94%).

Trois phénotypes font exception. En effet, 1’effet temps n’est pas significatif pour la variable
ratio entre neutrophiles et monocytes inflammatoires. Ceci est probablement dd a la nature du
phénotype (rapport), c’est-a-dire que les quantités varient au cours du temps mais pas les
proportions. Il n’est pas significatif non plus, bien que trés proche (p-valeur = 0,0639), pour la
quantité de lymphocytes T CD4- et CD8- dans le sang. Ceci est potentiellement dd a un manque
de puissance statistique (uniqguement quatre temps disponibles pour ces variables de typage
précis des lymphocytes T, ce qui est le plus faible nombre utilisé parmi I’ensemble des mod¢les
mixtes). Enfin, la quantit¢ d’interleukine 1 B (IL1b) dans le sang qui traduit 1’action pro-
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inflammatoire montre une légere variation a T12 mais reste stable les autres temps, rendant
ainsi I’effet temps non significatif a I’échelle du protocole dans le modele mixte.

Les autres phénotypes étudiés sont impactés par I’infection bactérienne (évolution au cours du
temps post-inoculation).

IMI.1.b.ii.  Une réaction clinique accrue chez les T/T
Plusieurs mesures relatives a 1’état clinique des brebis sont significativement différentes en
fonction du génotype SOCS2. La température ruminale (Figure 13) est plus élevée chez les T/T
entre les deux pics de recrutement cellulaire dans la mamelle, avec une significativité a T64 (p-
valeur = 0,0181) et une tendance a partir de T40 (p-valeurs égales a 0,0504, 0,0673 et 0,0667
respectivement pour T40, T44 et T56). Ce résultat traduit une hyperthermie qui reste marquée
chez les brebis T/T alors qu’elle diminue nettement chez les brebis C/C.

Température rumen
imputée (°C)
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Figure 13 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 de la température du rumen imputée
au cours de I'infection expérimentale (** : p-valeur < 0,05 ; * : p-valeur < 0,10)

La fréquence respiratoire est plus élevée chez les C/C a T56 (tendance, p-valeur = 0,0766,
Annexe 10). Pour ce résultat, nous ne proposons pas de claire explication. En revanche, il est a
prendre en compte que ce phénotype est une mesure probablement peu précise pour deux
raisons. La premiere est que la durée de mesure est courte (15 secondes pour une approximation
d’une minute). La seconde est que la fréquence respiratoire varie de maniére instantanée au
cours d’une activité et que les individus sont mesurés juste avant la traite (avec distribution de
concentré). Ces conditions ne sont alors peut-étre pas optimales pour ce type de mesure.
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Le score clinique de I’hémi-mamelle inoculée (Figure 14) est plus élevé chez les T/T, de
maniére significative a T64 (p-valeur = 0,0133). On observe deja cette tendance a T56 (p-valeur
= 0,0869) et par ailleurs, cette tendance se retrouverait sur I’ensemble du protocole puisque
I’effet fixe SOCS2 global est proche de la significativité (p-valeur = 0,0715). La réponse
clinigue mammaire est donc plus marquée (rougeur, chaleurs induration, etc.) chez les brebis
T/T et plus particulierement entre les deux pics de recrutement cellulaire dans la mamelle.

Score clinique
mammaire

8
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Figure 14 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 du score clinique mammaire de I’hémi-
mamelle inoculée au cours de l’infection expérimentale (** : p-valeur < 0,05 ; * : p-valeur <
0,10)

Des différences cliniques (température ruminale et score clinigue mammaire) sont donc
observées entre les deux pics de recrutement des cellules immunitaires dans le lait. Ceci semble
indiquer une différence de régulation de la réaction immunitaire entre les deux génotypes, avec
une dégradation clinique accrue chez les animaux porteurs de la mutation.

I1.1.h.iii.  Moins de cellules immunitaires recrutées dans le lait chez les
TIT
Nous allons maintenant nous intéresser aux variables mesurées dans le lait.

De maniére surprenante, la quantité de bactéries dans le lait n’est pas différente entre les C/C
et les T/T (Annexe 10). L’association de ce méme phénotype a la mutation SOCS2 avait
pourtant été montrée dans le Chapitre I11. (Oget et al., 2019a). Ceci est probablement di a la
grande variabilité du phénotype intra-génotype (par les T/T principalement).

La quantite de lait produite varie en réponse a I’infection mais ne semble pas étre impactée par
la mutation SOCS2 car aucun effet n’est montré (Annexe 10).
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Concernant le profilage des SCS au cours de I’infection, bien qu’aucune différence entre
génotypes ne soit significative, des tendances sont notables. Graphiquement (Figure 15), on
observe qu’a TO (mamelle saine), les brebis T/T ont en moyenne un SCS dans le lait plus élevé
que les C/C. Ceci est ce qui est observé a plus grande échelle par les GWAS (Rupp et al., 2015).
Cette observation s’inverse au moment des deux pics d’inflammation mammaire (SCS plus
élevé chez les C/C). Statistiguement (Annexe 10), les différences observées ne sont pas
significatives dans notre protocole, mais la tendance est cependant confirmée a T24 (p-valeur
=0,0884) et a T88 (p-valeur = 0,0689). Il y aurait donc plus de cellules immunitaires recrutées
chez les C/C. On peut ici faire I’hypothése que ce recrutement précoce accru de cellules
immunitaires dans la mamelle chez les C/C permet une meilleure régulation de I’inflammation

(score clinigue mammaire diminué a T64, cf. Figure 14).
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Figure 15 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 du SCS du lait de I’hémi-mamelle
inoculée au cours de l'infection expérimentale (* : p-valeur < 0,10)

Concernant la composition des cellules somatiques du lait, le premier pic de recrutement de
cellules (seul le premier pic est observable car les données ne sont pas disponibles pour le
deuxieme pic) est observé pour I’ensemble des types cellulaires : neutrophiles, monocytes et
macrophages, et lymphocytes (Annexe 10). Les différences observées de quantités des trois
ensembles de types cellulaires entre génotypes ne sont pas significatives dans notre protocole.
Cependant, on observe une tendance (p-valeur = 0,0633) en faveur d’une quantité de
lymphocytes supérieure chez les C/C a T24 (Figure 16). Cette différence a T24 est également
présente mais non significative pour les autres types cellulaires, dans 1’ordre décroissant :
monocytes et macrophages (p-valeur = 0,1721), et neutrophiles vivants (p-valeur = 0,5397), et
morts (p-valeur = 0,5418). Les populations cellulaires qui sembleraient donc étre moins
présentes chez les T/T par rapport aux CC au moment des pics de recrutement cellulaires dans

Page | 140



la mamelle sont donc principalement les lymphocytes, et dans une moindre mesure les
monocytes et macrophages.

Quantité de lymphocytes
(106 cellules / mL de lait)
10 -

8

6

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Heures post-inoculation
CIC TIT

Figure 16 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 de la quantité de lymphocytes dans le
lait de /’hémi-mamelle inoculée au cours de I'infection expérimentale (* : p-valeur < 0,10)

Les cellules présentes dans le lait sont le reflet des cellules du sang, nous allons voir a présent
de maniere plus détaillée la composition des cellules sanguines.

IMI.1.b.av. Plus de lymphocytes T dans le sang des T/T malgré une
composition sanguine proportionnellement inchangée

L’évolution de la concentration moyenne intra-génotype SOCS2 des différents types de cellules
sanguines est présentée en Annexe 11. Le nombre de cellules dans le sang évolue a I’inverse
du nombre de cellules dans le lait, c’est-a-dire qu’on observe une diminution du nombre de
cellules entre T16 et T24, puis a entre T80 et T104. Cela peut étre interprété comme un
recrutement tres marque de cellules vers la mamelle qui n’est pas compensé par la repopulation
a partir de cellules de la moelle osseuse.

Les différences de concentrations entre les C/C et les T/T ne sont pas significatives pour les
grands types cellulaires (monocytes, lymphocytes et neutrophiles, cf. Annexe 10). En revanche,
on observe significativement moins de lymphocytes T chez les C/C a T20 (p-valeur = 0,0464),
et cette tendance est également visible a T16 (p-valeur = 0,0699) (Figure 17). Cela signifierait
que plus de lymphocytes T passent dans la mamelle au moment du pic de recrutement de
cellules immunitaires chez les C/C. Or, les lymphocytes font partie de I’immunité adaptative
(Sordillo, 2018).
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Figure 17 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 de la quantité de lymphocytes T dans
le sang au cours de I'infection expérimentale (** : p-valeur < 0,05 ; * : p-valeur < 0,10)

Les temps T16 et T20 n’étant pas typés pour les différentes catégories de lymphocytes T (CD4,
CD8 et les autres), on ne peut pas confirmer exactement quel type cellulaire semble moins
recruté vers les mamelles (potentiellement tous). En revanche, on peut constater que les
proportions entre deux de ces trois catégories sont différentes entre les mutants et les sauvages
(Annexe 11), et ce, quel que soit le temps du protocole (tendance ; p-valeur effet SOCS2 global
=0,0627). En effet, les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) sont plus nombreux chez les T/T a
TO (tendance ; p-valeur = 0,0861), et le ratio entre CD4 et CD8 est assez constant au cours du
temps avec deux temps significatifs : TO (p-valeur =0,0405), et T56 (p-valeur = 0,0267) (Figure
18). De ce résultat sort I’hypothése d’un effet du géene SOCS2 sur la différenciation des
lymphocytes T.
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Figure 18 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 du ratio des quantités de lymphocytes
T CD4 et CD8 dans le sang au cours de l'infection expérimentale (** : p-valeur < 0,05)

Une autre catégorie de cellules immunitaires, les lymphocytes NK (Natural Killer), participant
a la réponse immunitaire innée de glande mammaire (Sordillo, 2018), semble étre impactée par
la mutation R96C du géne SOCS2, avec une tendance a étre moins nombreuse chez les T/T a
T152 (p-valeur = 0,0804) (Figure 19). Le rdle de la protéine SOCS-2 sur la différenciation de
ces cellules NK avait par ailleurs déja été rapporté grace a son inhibition directe sur la protéine
JAK-2 (Kim et al., 2017).
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Figure 19 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 du ratio des quantités de lymphocytes
NK dans le sang au cours de l'infection expérimentale (** : p-valeur < 0,05)

Parmi les composes solubles (Figure 20) dosés au cours de I’expérimentation, quatre ont retenu
notre attention : 1I’1L-8, pour I’effet global du génotype SOCS2 sur sa concentration avec plus
d’IL-8 chez les T/T (tendance, p-valeur = 0,0932), et pour 1’effet significatif a TO (p-valeur =
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0,0324) ; la CCL-2, présente en plus grande quantité chez les C/C a T16 (tendance, p-valeur =
0,0622) ; la CCL-3, présente en moins grande quantité chez les C/C a T8 (tendance, p-valeur =
0,0674) ; et I’haptoglobine, plus concentrée chez les TT au niveau du deuxiéme pic de
recrutement cellulaire & T88 (p-valeur = 0,0037). Ces quatre protéines semblent étre
intéressantes de par leur role primordial dans I’immunité (Palomino et al., 2015). En effet, I’IL-
8, la CCL-2 et la CCL-3 sont des chimiokines principales impliquées dans le recrutement
respectivement des neutrophiles et des lymphocytes T, des monocytes, et des macrophages.
Ceci suggére qu’un dysfonctionnement de la protéine SOCS-2 (mutation a [’étude)
provoquerait une dérégulation du trafic cellulaire au moment du recrutement des cellules
immunitaires vers le tissu mammaire infecte.

pg / mL de sang IL-8 pg/mL desang CCL-2
2500 2500
*
* %
2000 2000
1500 1 1500
1000 1000
500 500
0 0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Heures post-inoculation Heures post-inoculation
—C/IC ——TIT —CIC —TIT
pg / mL de sang CCL-3 uL/mLdesang Haptoglobine
1000 25
600 J_ 15
400 10
200 5
*
0 0
0 20 40 60 80 100 120 0 20 40 60 80 100 120
Heures post-inoculation Heures post-inoculation
—C/IC —TIT —C/IC —T/T

Figure 20 Evolution des Ismeans intra-génotype SOCS2 de la quantité de quelques composés
solubles (IL-8, CCL-2, CCL-3, haptoglobine) dans le sang au cours de I'infection expérimentale
(*** : p-valeur <0,01 ; ** : p-valeur < 0,05 ; * : p-valeur < 0,10)
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L’haptoglobine quant a elle, est une protéine inflammatoire de la phase aigué (Eckersall & Bell,
2010). Sa surexpression chez les T/T coincide avec les différences cliniques observées
précédemment (score clinique dégradé chez les T/T) et pourrait s’expliquer comme la
conséquence du dysfonctionnement du recrutement des cellules immunitaires (inflammation
maintenue) chez les T/T.

I1I.1.c. Confirmation de I’effet de SOCS2 sur le gabarit des individus

Sur I’ensemble des seize variables mesurées au moment des autopsies, trois mesures sont
significativement différentes entre les brebis C/C et les brebis T/T, celles des os fémur, humérus
et radius (Tableau 13). Ce résultat confirme donc ce que nous avions pu voir dans le Chapitre
1. sur la régulation de I’hormone de croissance par la protéine SOCS-2 (Metcalf et al., 2000).
En effet, les brebis possédant la mutation R96C ont des tailles augmentées de 7,19%, 7,49% et
9,18%, respectivement pour les os fémur, humérus, et radius, par rapport aux brebis sauvages.
Le fémur et I’humérus avaient déja été mesurés précédemment sur des brebis porteuses de la
mutation (Rupp et al., 2015) et bien que les différences n’aient pas été signalées comme
significatives, les gains des homozygotes mutantes par rapport aux homozygotes sauvages
étaient du méme ordre de grandeur que celles trouvées dans notre étude (3,9% et 5,8%,
respectivement pour le fémur et I’humérus).
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Tableau 13 Statistiques descriptives (moyennes et écarts-types) et résultat des tests de
comparaison de moyennes sur les variables générées au cours des autopsies de [’infection

expérimentale

Variable

Moyenne
+ écart-type

P-valeur
comparaison
de moyennes

c/C TIT
Taille abcés (mm) 157 £ 2,07 229 + 180 0,539
Poids vif (kg) 58,79 + 4779 62,07 £ 9,06 0,413
Poids carcasse (kg) 3457 + 3,48 3557 + 3,83 0,619
Poids ceeur (g) 271,71 + 36,84 307,86 * 31,37 0,072
Poids foie (g) 1086,57 =+ 155,67 1077,57 117,22 0,905
Poids poumons (g) 885,57 + 264,82 853,86 + 101,81 0,775
Poids rate (g) 176,71 + 56,91 190,57 % 52,09 0,643
Poids reins (g) 21586 *+ 50,73 232,00 + 18,44 0,453
Poids mamelle inoc. () 903,57 + 338,45 112857 +508,29 0,318
Poids mamelle non inoc. (g) 530,57 + 160,60 525,00 +116,94 0,942
Poids noeud lymphatique inoc. (g) 23,32 + 10,69 2488 + 8,67 0,770
Poids neeud lymphatique non inoc. (g) 10,08 + 5,53 883 + 542 0,701
Taille fémur (cm) 1947 + 0,70 20,87 + 0,70  2,76E-03
Taille humérus (cm) 1469 + 0,60 15,79 + 0,73 9,44E-03
Taille radius (cm) 16,80 + 0,57 18,34 + 0,57 2,84E-04
Taille tibia (cm) 2299 + 1,40 2421 + 130 0,115

Abréviation : inoc. : inoculée, mm : millimétre, kg : kilogramme, g :

significatives et montrent un effet du génotype de la mutation R96C du géne SOCS2 ovin sur le phénotype.

gramme, cm ; centimétre. Les p-valeurs indiquées en gras sont

I11.2.  Analyses de I’expression genique des cellules sanguines par RNA-seq

En moyenne sur I’ensemble des échantillons, 95,0% des séquences ont été alignées. Sur les 28

échantillons conservés pour la constitution du modeéle étendu, 59,6% des lectures alignées en

moyenne ont été assignées a un transcrit du modele de référence. Ce taux d’assignation des

lectures alignées passe a 71,4% sur le modele étendu. Cette valeur peut étre considérée comme

faible mais est cohérente avec la récente publication du modéle de référence initialement choisi.
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Le modele étendu décrit 140 561 transcrits et 42 461 genes. Le filtrage realise avec EdgeR sans
prise en compte du génotype SOCS2 permet de conserver 18 442 génes comptabilisant au moins
10,7 lectures dans chaque groupe (intra-temps), tandis que celui réalisé avec prise en compte
du génotype SOCS-2 (intra-temps et intra-genotype) permet de conserver 19 832 genes.

I11.2.a. Profilage de la réponse des cellules sanguines a 1’infection par S. aureus
La réponse immunitaire mobilisée par I’infection expérimentale peut étre caractérisee en
comparant les genes différentiellement exprimes entre les différentes dates étudiées dans ce
protocole. Les nombres de génes différentiels entre les temps de 1’infection expérimentale avec
les deux modeles décrits précédemment (sans considération du génotype SOCS2, et intra-
génotype) sont présentés dans le Tableau 14.

Tableau 14 Nombre de génes différentiels entre les temps de I'infection expérimentale (analyse
EdgeR, p-valeur ajustée : 0,05)

Temps 8 12 16 24 56 104

Tout génotypes (Intra-génotype C/C - Intra-génotype T/T)

0 1 0 6278 5772 501 5120
(0-0) (0-0) (4150-2861) (3252-2324) (4-781) (2926 -1860)

8 1 6 209 5191 350 4633
(0-0) (4041-2815) (2927 -1 966) (2-424) (2689 -1587)

12 5948 6034 893 5048
(4050-1779) (4349 -1481) (4-161) (3467 -638)

16 2728 6 040 3835

(1801-203) (5057-1987) (1519-1 442)

24 3713 1298
(2 758 - 652) (304 - 428)

56 1967
(2663 - 0)

Les résultats indiqués en rouge sont ceux pour lesquels une analyse fonctionnelle a été réalisée.

La transcription de genes est modifiée a partir de T16 avec prés de 6 000 genes différentiels a
T16 et T24 (vs T0), alors qu’il n’y a pas de géne différentiel entre TO et T8, T12, ni entre T8 et
T12, quelle que soit la méthode d’analyse. Le nombre de genes différentiels (vs TO) diminue
ensuite a T56 puis augmente de nouveau a T104 au méme ordre de grandeur que pour T16 et
T24. Cette évolution de génes différentiels laisse envisager une visualisation des différents
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mécanismes de transcription de molécules de I’immunité mis en place au cours de la réaction
infectieuse. Le nombre de génes différentiels entre TO et T56 est bien inférieur & ceux entre TO
et tous les autres temps postérieurs a T12 (501 par rapport a plus de 5 000). Cette diminution
du nombre de genes différentiels coincide avec les diminutions du pic de recrutement de cellules
dans le lait (Figure 15) et du statut inflammatoire (cf. haptoglobine Figure 20) observées
précédemment.

Globalement, on observe le méme profil pour les deux génotypes avec de nombreux genes
différentiels au niveau des deux pics de recrutement cellulaire, bien que ce nombre soit plus
important chez les C/C, probablement en raison d’une différence de variabilité entre les deux

génotypes (T/T plus hétérogenes).

La répartition moyenne des génes différentiels entre les analyses en excluant les contrastes ou
I’on observe moins de 5 geénes différentiels dans au moins une analyse (TO vs T8 et T12, T8 vs
T12, et T56 vs TO, T8, T12 et T104) est présentée en Figure 21. Ces répartitions sont extraites
des diagrammes de Venn dont quelques exemples (les quatre temps pour lesquels on observe
plus de un gene différentiel vs TO) sont présentés en Annexe 12.

TOUT C/IC 1% T/T 2% 3%
7% %
37% 23%
34% 0
54% 38%
2%
22%
uniques uniques uniques
communs avec C/C et T/T communs avec TOUT et T/T communs avec TOUT et C/C
communs avec C/C communs avec TOUT communs avec TOUT
communs avec T/T communs avec T/T communs avec C/C

Figure 21 Répartition des genes différentiels entre les trois analyses (TOUT = tous génotypes,
C/C = intra-génotype C/C, et T/T = intra-génotype T/T)

Dans les analyses tous génotypes (TOUT), en moyenne 63% de genes sont communs (aux deux

analyses intra-génotype ou uniquement a une seule). Au vu des faibles pourcentages de génes

differentiels uniques aux analyses intra-génotypes, des analyses fonctionnelles ont été réalisées

a partir des résultats des analyses sans considération des génotypes SOCS2 (contrastes indiqués

en rouge dans le Tableau 14). Quatre analyses fonctionnelles ont été réalisées afin de visualiser :
- laréponse immunitaire précoce : contraste TO vs T16

- la réponse immunitaire au niveau du premier pic d’inflammation : contraste TO vs T24
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- laréponse post-recrutement de cellules immunitaires : contraste TO vs T56
- laréponse immunitaire tardive (deuxieéme pic de recrutement de cellules) : contraste TO
vs T104

Les principales voies canoniques (top 10 de chaque analyse) parmi les génes a expression
differentielle de ces quatre contrastes sont présentées en Annexe 13. Tout d’abord, entre TO et
T16, les genes différentiellement exprimés sont trés majoritairement liés a I’activation des voies
de la réponse immunitaire adaptative (lymphocytes B, T). Entre TO et T24, on peut visualiser
I’activation d'autres cellules immunitaires en plus des lymphocytes (monocytes, macrophages,
cellules NK). Des genes liés a lI'apoptose due a des dégats sur 'ADN sont également touchés
(I'intégrité du squelette est touchée avec la voie de RANK liée au remodelage osseux). A T56,
la réponse immunitaire est en place avec de nombreuses voies de réparation de I'ADN, de
mitose, et de cycle cellulaire actrices, notamment avec GADD45 qui est induit par la réponse
proliférative des lymphocytes T et qui participe aux mécanismes de réparation de 'ADN. Entre
TO et T104, les genes différentiellement exprimés participent a nouveau au recrutement de
cellules immunitaires (lymphocytes). D’autres voies sont impactées, telles que celle jouant sur
les interactions cellules-cellules (potentiellement signaux de différenciation).

I1.2.b. Une régulation de la réponse immunitaire différente entre les sauvages
et les mutants
Le nombre de genes conservés apres filtrage pour cette étude est le méme que celui de la

seconde analyse du paragraphe précédent (méme regroupement), ¢’est-a-dire 19 832.

En considérant les sept temps du protocole disponibles pour cette analyse, aucun gene
différentiellement exprimé n’a été trouvé entre les C/C et les T/T. Ce résultat n’est pas
surprenant car a I’échelle du protocole, de nombreux mécanismes biologiques de défense
immunitaire se mettent en place, et la protéine SOCS-2 peut potentiellement n’intervenir que
temporairement dans un ou plusieurs de ces mécanismes.

D’aprés les analyses du paragraphe précédent (Tableau 14), on observe moins de geénes
différentiels entre les temps chez les T/T, principalement au niveau des deux pics de
recrutement de cellules vers la mamelle. En effet, en excluant les contrastes ou 1’on observe
moins de 5 génes différentiels dans au moins une analyse (TO vs T8 et T12, T8 vs T12, et T56
vs. TO, T8, T12 et T104), on obtient en moyenne -42% de genes differentiels chez les T/T par
rapport aux C/C. Ceci pourrait potentiellement s’expliquer par une différence de variabilité

entre les deux groupes (T/T plus hétérogenes), ou encore par les différences de populations de
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cellules sanguines observees précédemment entre C/C et T/T (lymphocytes principalement, cf.
Figure 18). La diminution du nombre de génes différentiels entre TO et T56 concorde
temporellement avec la différence clinique observée entre C/C et T/T (température et score
clinique mammaire, respectivement cf. Figure 13 et Figure 14). Par ailleurs, la différence de
genes entre TO et T56 est plus marquée chez les T/T (781 genes différentiels) que chez les C/C
(4 genes différentiels), ce qui est pourtant I’inverse de tous les autres temps. On en déduit une

potentielle différence de régulation du systéeme immunitaire a un temps particulier (T56).

En testant les contrastes T/T vs C/C a chaque temps, nous avons obtenu 0, 1, 1, 1, 0, 177, et 7
genes différentiellement exprimés respectivement pour les temps TO, T8, T12, T16, T24, T56,
et T104. Ces génes sont présentés en Annexe 14 avec leur localisation sur le génome, leurs p-
valeurs corrigées et leur niveau d’expression entre les T/T et les C/C (fold-change).

Le gene différentiel a T8, sous exprimé chez les T/T (log fold-change = -4,22) est un locus non
annoteé sur le génome ovin : LOC114108696. Le site NCBI I’associe a une protéine ressemblant
a ’ERVK-6 (Endogenous retrovirus group K member 6 : Rétrovirus endogéne membre du
groupe K 6) impliquée dans la reconnaissance d’un virus avec son hote au cours de la réaction
immunitaire précoce post-infection. Le géne différentiel a T12 est un géne non annoté
provenant du modéle étendu : XLOC_000401. II est localisé sur un contig, c’est-a-dire une
séquence génomique continue et ordonnée non alignée sur le génome de référence. Il n’est donc
pas possible a I’heure actuelle de connaitre la protéine codée par ce gene. Le gene différentiel
a T16 est également un gene non annoté provenant du modele étendu : XLOC_010460.
Cependant, I’expression de ce gene serait localisée sur le chromosome 13 entre 49 754 573 et
49 771 981 paires de bases, région dans laquelle aucun gene n’est en effet annoté¢ sur le génome

de référence.

Parmi les 7 genes différentiellement exprimés a T104, seulement 3 sont annotés (GPAT2, FZD6
et AP1M2), deux sont non annotés mais décrits par le modele de référence (LOC114110327 et
LOC114118421) et les deux derniers sont des loci du modéle étendu (XLOC_000627 et
XLOC _000330), localisés sur des contigs.

De facon notable, a T56, 177 genes sont différentiellement exprimés entre les C/C et les T/T :
158 surexprimés et 19 sous-exprimés chez les T/T. Parmi eux, 14 sont des loci englobant
plusieurs genes. Parmi les 163 restants, 82 sont annotés par le modéle de référence, les autres
(81) sont des loci non annotés soit décrits par le modele de référence (40 commengant par
« LOC »), soit décrits par le modéle étendu (41 commengant par « XLOC »). Dans Ingenuity,
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80 des 82 génes annotés sont reconnus par Ingenuity (annotation chez I’homme) : BST-2A (le
« a » non connu chez I’homme) et TRNAC-CAC (ARN transférase) sont manquants. Apres
annotation manuelle (site NCBI), Ingenuity reconnait 113 génes sur 177.

Les voies les plus représentées d’aprés ’analyse Ingenuity (Tableau 15) sont les voies de
signalisation des interférons (suractivée chez les T/T) et de STAT-3. Les IFN-a et - ont déja
été rapportés comme étant régulés par SOCS-2 au cours d’une infection chez des souris par le
virus BoHV-5 (Bovine herpesvirus 5 : herpes-virus bovin 5) (Aparecida Silva Barbosa et al.,
2016). Les souris deficientes en SOCS-2 réagissaient avec une inflammation exacerbée et
présentaient une expression accrue de I'ARN messager de SOCS-1 par rapport aux souris de
type sauvage. L’IFN-y est également connu pour étre régulé par la protéine SOCS-1 (Starr et
al., 2009). Nous pourrions donc émettre une hypothese de régulation de SOCS-1 par SOCS-2
dans notre expérimentation. L’action directe ou indirecte de SOCS-2 ne peut cependant pas étre
proposée avec ces données.

Tableau 15 Principales voies canoniques (ratio < 0,05 et g-valeur < 0,05) parmi les genes a
expression différentielle entre les C/C et les T/T a T56 de ['infection expérimentale d’apreés le
logiciel Ingenuity Pathway Analysis

Voie canonique Ratio  g-valeur Sur/Sous Geénes a expression différentielle
régulé
Signalisation des 0,194 1,3E-07 6/0 IFI35, IFI6, IFIT3, IFITM1, IFITM3,
interférons MX1, OAS1
STAT3 0,067 3,4E-06 9/0 CSF2RB, IL18R1, IL18RAP, IL1R2,
IL22RA2, IL2RA, IL3RA, IL4R, RALB

Le ratio est le rapport entre le nombre de génes différentiels sur le nombre de genes de la voie. La g-valeur montre I'importance de
I'enrichissement d'une fonction au sein des génes différentiels, ajustée par le FDR de Benjamini et Hochberg.

Les régulateurs mis en avant dans cette analyse sont pour la grande majorité des facteurs de
transcription suractivés chez les mutants (top 10 : IRF7, STAT3, IRF3, IRF1, STAT1, IRF5,
STAT2, CNOT7). Le manque de la protéine SOCS-2 fonctionnelle, une protéine inhibitrice
d’une voie de signalisation, joue sur la transcription de genes a un moment ou le recrutement
cellulaire semble étre terminé, il pourrait donc bien s’agir du rétrocontréle de ce mécanisme de
recrutement qui est modifiée par la mutation.
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I11.3. Intégration de I’ensemble des données

I1I.3.a. AT¢échelle du protocole, des différences fortes entre temps et plus faibles
entre génotypes

Parmi I’ensemble des PCA réalisées sur le premier jeu de données (données disponibles pour
tous les temps du transcriptome), aucune ne permet de différencier les individus C/C des
individus T/T, quel que soit le bloc de variables (cliniques, lait-sang, et comptage). En revanche,
on peut distinguer quelques clusters qui différencient les temps entre eux, et notamment avec
le bloc de données de comptages de genes qui permet une nette séparation des échantillons de
T16 et T24 (Figure 22). Par ailleurs, I’ajout de I’effet de répétition permet une explication de la
variabilité du jeu de données plus grande sur les deux premiéres composantes (on passe de
17,4% et 9,2% sans effet de répétition a 21,8% et 11,1% de variance expliquée avec effet de
répétition, respectivement pour les deux premiéres composantes), et une meilleure visualisation
des clusters plus homogenes. De plus, les 10 génes conservés avec 1’option « sparse » sur le
premier axe qui sépare les temps T16 et T24 des autres (non montré, 20,4% de variance
expliquée) sont majoritairement des génes liés a des transmissions de signal cellulaire (SLC2A3,
FAM129A, RALB, PICALM|XLOC_ 023279, GK, ACVR1B, CACNB2, FGR, XLOC 041088,
LRG1). D’apres ces PCA, la source principale de variabilité du jeu de données a 1’échelle du
protocole provient donc des différences entre les temps de contrdle, ¢’est-a-dire de la réponse
immunitaire.

Ceci est confirmé par les PLS-DA avec comme facteur discriminant le « temps de contrdle »
(Figure 23, A). En effet, les pourcentages d’explication de variance du jeu de données de
comptages sont trés proches de ceux des PCA (21,5% et 9,4% pour les deux premiéres
composantes). De plus, les 10 génes conservés avec 1’option « sparse » sur le premier axe qui
sépare les temps T16, T24 et T104 des autres (non montré, 17,7% de variance expliquée) sont
également majoritairement des genes liés a des transmissions de signal cellulaire, mais plus
spécifique de la réponse immunitaire (LOC114109421|MYD88, TLE3, PIM1, E2F2, SCARBL1,
UBALD2, MTF1, STAT3, SBNO2, ARID5A).
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PCA counts 19 832 varisbiles PCA multilevel counts 18 832 varisbles

Ligorn!

Figure 22 PCA sur le bloc des données de comptages de genes a tous les temps du transcriptome
de linfection expérimentale, avec (A) et sans (B) prise en compte de [’effet animal (option

multilevel)
Chaque temps de controle est matérialisé par une couleur et un symbole différents, comme indiqué dans la légende. Chaque point symbolisé
représente un échantillon, correspondant donc a un animal & un temps de contrdle du protocole.

PLE-DA muttilevel counts 18 832 variables factor timeconirol PLE-DA counts 13 832 variables factor genotype

A B

Figure 23 PLS-DA avec comme facteurs discriminants le temps de contréle (A) et le génotype
SOCS2 (B) sur le bloc des données de comptages de génes a tous les temps du transcriptome
de l'infection expérimentale

Chaque temps de contréle (A) ou chaque génotype SOCS2 (B) est matérialisé par une couleur et un symbole différents, comme indiqué dans
la 1égende. Chaque point symbolisé représente un échantillon, correspondant donc a un animal & un temps de contrdle du protocole.

Malgré cette forte variabilité expliquée par la réponse immunitaire, la PLS-DA avec comme
facteur discriminant le « génotype SOCS2 » permet de faire ressortir une différence entre les
C/C et les T/T (Figure 23, B). En effet, I’axe 1 permet une nette distinction entre les deux

clusters pour une explication de la variance de 7,0%. Sur les 10 genes conserves sur ce premier
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axe avec I’option « sparse » (non montré, 2,5% de variance expliquée), 8 d’entre eux font partie
des genes différentiellement exprimés entre C/C et T/T dans les analyses décrites
précédemment (un a T12, six a T56, et un a T104): LOC114112166, XLOC 000627,
XLOC_000401, XLOC_035910, LOC114112479|XLOC_000758, XLOC_000330,
XLOC 035892, LOC101103588, LOC114112552|LOC114112554,  XLOC_000906.

Malheureusement, aucun de ces génes n’est annotg.

Les multi-bloc PLS-DA montrent le méme résultat avec de bonnes corrélations entre le facteur
discriminant « temps de controle » (options « sparse » et « multilevel ») et les trois blocs de
variables quantitatives (0,81, 0,62, et 0,66 respectivement pour les blocs de comptages,
cliniques et lait-sang). Les deux premiers axes expliquent 20,1% et 7,2%, 45,5% et 19,9%, et
24,4% & 11,9%, respectivement pour les blocs de comptages, cliniques et lait-sang, et
permettent pour les trois blocs la distinction nette des différents temps de controle (Annexe 15).

Les corrélations avec le facteur discriminant «génotype SOCS2 » (option «sparse »
uniquement) sont plus faibles qu’avec le facteur discriminant « temps de contréle » : 0,49, 0,15
et 0,34 respectivement pour les blocs de comptages, cliniques et lait-sang. Les deux premiers
axes expliquent 15,4% et 3,0%, 42,2% et 16,0%, et 15,0% et 15,4%, respectivement pour les
blocs de comptages, cliniques et lait-sang (Annexe 16). La distinction entre les deux génotypes
est bien nette pour le bloc des données de comptage et de lait-sang, et peu visible pour les
données cliniques.

IM1.3.b. Des génes associés a la difference de régulation liée a SOCS2

A T56, seules les données de comptages permettent une trés nette distinction des génotypes
SOCS2 sur les PLS-DA, et ce malgré la plus grande hétérogénéité des T/T (Annexe 17). Les
deux premiers axes de la PLS-DA sur les données de comptage expliquent respectivement
13,3% et 7,9% de la variance. Bien que la séparation des génotypes se visualise sur I’axe 1,
parmi les 10 génes conservés (LOC101117206, KLRG2|LOC105609822, XLOC 033871,
CCNF, C4BPB, PTPRF, XLOC_031753, SEC23IP, ZBTB39, XLOC_008939) maximisant la
covariance entre le facteur discriminant et le bloc des variables de comptages (option
« sparse »), seulement deux genes sont différentiellement exprimés entre les C/C et les T/T
(XLOC_031753 et XLOC_008939) d’apres les analyses précédentes (cf. 111.2.b).

Les PLS-DA sur les données cliniques et sur les données du sang permettent également une

Iégére distinction des génotypes sur les axes 1 qui expliquent respectivement 55,9% et 12,9%
de la variance pour les données cliniques et celles du sang. Les variables qui semblent expliquer

Page | 154



le plus cette différence sont la température du rumen imputée, et le score clinique de la mamelle
inoculée pour les données cliniques et le rapport entre lymphocytes T CD4 et CDS8,
I’haptoglobine, et les lymphocytes T CD8 pour les données du sang, validant ainsi les résultats

des modéles mixtes observés préecédemment (cf. 111.1.b).

Avec la sparse multi-bloc PLS-DA, on obtient des corrélations raisonnables entre le facteur
discriminant « génotype SOCS2 » et les quatre blocs de variables quantitatives : 0,57, 0,45,
0,35, et 0,37 respectivement pour les blocs de comptages, cliniques, lait, et sang. Les deux
premiers axes expliquent 19,9% et 14,0%, 59,9% et 6,1%, 45,3% et 25,0%, et 25,3% et 21,4%,
respectivement pour les blocs de comptages, cliniques, lait, et sang.

Les génotypes se distinguent sur les axes 1 (Annexe 18) qui sont principalement expliqués par
la température du rumen imputée, le score clinique général, la frequence cardiaque et le score
clinique de I’hémi-mamelle inoculée pour le bloc des données cliniques, par le nombre de
neutrophiles morts, et le nombre de lymphocytes pour le bloc des données du lait, et par la
quantité d’IL-6, le nombre de monocytes inflammatoires, et la quantité d’IL-1p pour le bloc des
données du sang (Annexe 19). Ces résultats sont cohérents avec ceux obtenus précédemment
par I’approche des modeéles mixtes, c’est-a-dire principalement une inflammation et une
dégradation de 1’état clinique accrues des T/T a T56. De plus, sur les 10 génes conservés sur le
premier axe, 6 d’entre eux font partie des geénes différentiellement exprimés entre C/C et T/T
dans les analyses décrites précédemment a T56: DPH5, XLOC 020177, IL18RAP,
LOC114113097|XLOC_003973, GYG1, XLOC_039743.

Cette approche met également en lumiére des variables qui n’étaient pas significatives
précédemment, telles que I’IL-6 par exemple ou I’on observait pourtant une différence de
moyenne conséquente entre C/C et T/T (plus chez les T/T) a T56 (Annexe 10). L’IL-6 est une
cytokine impliquée dans 1’inflammation activant la protéine STAT-3, et est régulée par la
protéine SOCS-3 (Schaper & Rose-John, 2015), ce qui concorde avec les résultats de 1’analyse
Ingenuity obtenus précédemment. Sa concentration est par ailleurs trés corrélée (corrélation
supérieure a 0,95) au géne IL18RAP que I’on retrouvait parmi les genes différentiels
appartenant a la voie STAT-3 identifiée (Figure 24).
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Figure 24 Cercle des corrélations entre les variables expliquant le plus [’axe 1 de la sparse
multi-bloc PLS-DA avec comme facteur discriminant le « génotype SOCS2 » pour chaque
bloc : comptages de genes (en bleu), données cliniques (en vert), données du lait (en rouge) et

données du sang (en orange) a T56 de [’infection expérimentale
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V. Conclusions du Chapitre V.

Dans ce chapitre, nous cherchions a déterminer plus précisément le r6le de la protéine SOCS-2
dans les mécanismes biologiques sous-jacents de I’immunité grace a I’étude de la réponse de
brebis porteuses de la mutation et non porteuses de la mutation R96C dans le cadre d’une
infection intra-mammaire par un staphylocoque (S. aureus). De nombreuses données
phénotypiques, cliniques et transcriptomiques ont été collectées et générées au cours de cette
infection jusqu’a 152 heures post-inoculation.

L’approche via les modéles mixtes sur les variables phénotypiques et cliniques a montré une
réaction immunitaire chez 1’ensemble des brebis, avec deux pics d’inflammation et de
recrutement de cellules immunitaires passant du sang vers la mamelle : un aux alentours de 20
heures post-inoculation, et un autre aux alentours de 88 heures post-inoculation. La réaction
clinique était accrue chez les T/T avec notamment une différence significative entre les deux
pics (T56) pour les variables de température et de score cliniqgue mammaire c6té inoculé. Les
modéles mixtes ont également mis en évidence une différence de recrutement de cellules
immunitaires et plus particulierement de lymphocytes T au niveau des pics.

L’analyse différenticlle des génes exprimés a sept temps clés du protocole a confirmé pour
I’ensemble des individus une modification du transcriptome a partir de T16 (début de pic
inflammatoire) en lien avec I’activation du systéme immunitaire. Les genes exprimes
différentiellement sont des genes participant a ’activation des différentes cellules immunitaires
dans un premier temps, puis dans un second temps, a partir de la fin de la premiere vague de
recrutement cellulaire, les exprimés sont des génes des voies de réparation de I’ADN et
d’apoptose cellulaire. On observe des génes différentiellement exprimés entre les C/C et les
T/T uniquement a T56, au moment ou les cellules immunitaires sont actives et ot I’on peut faire
I’hypothese que le phénomeéne est régulé, concordant ainsi avec le réle de la protéine SOCS-2
dans la voie JAK/STAT. Par ailleurs, une analyse fonctionnelle sur ces génes différentiels a
montré que les voies suractivées chez les mutants sont bien des voies de transmission de signal
et de régulation (interférons, STAT-3).

Les analyses d’intégration ont conforté ces résultats avec des variables les plus explicatives de
la variabilité des jeux de données qui sont en accord avec les résultats des modeles mixtes, ainsi
que de I’analyse différentielle. Des analyses complémentaires seraient nécessaires afin
d’investiguer plus minutieusement les voies modifiées par la mutation, et plus particulierement
les différents facteurs de transcription activés en 1’absence d’une protéine SOCS-2
fonctionnelle.
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Chapitre V. Discussion générale et
perspectives

Les résultats de cette thése ayant déja fait I’objet de discussions dans chacun des chapitres de
ce manuscrit, nous allons faire ici un bref rappel des principales conclusions et nous les
resituerons dans le contexte actuel de la sélection chez les ovins en France mais également dans
un contexte de recherche plus large. Des perspectives aux travaux seront également présentées.

I.  Un effet de SOCS2 sur la reproduction ?

Dans le Chapitre I11., nous avons montré que les brebis homozygotes pour la mutation SOCS2
avaient un risque d’échec a I’lA 1,3 fois supérieur aux brebis homozygotes sauvages. En
revanche, le nombre de petits par portée n’était pas impacté chez les brebis fécondées. Ces
résultats sont confortés par une analyse populationnelle récente qui a montré un déficit
d’homozygotes dans la région du géne SOCS2 pour les béliers génotypés pour la sélection
génomique (Maxime Ben Braiek, communication personnelle). Par ailleurs, nous avions
constaté la difficulté a procréer des individus T/T au domaine de La Fage, mais les fréquences
des différents génotypes n’étaient pas significativement différentes des effectifs mendéliens
attendus. Les données accumulées au cours de la thése ne nous permettaient pas toutefois de
déterminer a quel stade physiologique (production et fonctionnalité des gametes chez le male ;
ovulation, fécondation, implantation et développement embryonnaires, etc. chez la femelle) la
protéine SOCS-2 pouvait intervenir dans la régulation de ce phénomeéne complexe qu’est la
reproduction.

Chez la brebis, I’activité sexuelle est saisonniére (jours courts, automne-hiver) et se caractérise
par des cycles cestraux d’une durée moyenne de 17 jours. Ces cycles se décomposent en deux
phases : folliculaire (3 & 4 jours) et lutéale (13 a 14 jours). La phase folliculaire est une phase
de croissance des follicules, structures sphériques présentes dans I’ovaire contenant 1’ovocyte,
le gaméte femelle potentiellement fécondable. Cette phase se caractérise par une production
croissante d’cestradiol et Se termine par les chaleurs (ou cestrus) et le phénoméne d’ovulation,
i.e. la libération d’un ou plusieurs ovocytes hors de I’ovaire dans les voies génitales. La phase
lutéale est une phase ou un follicule ayant libéré son ovocyte devient une structure lutéale (ou
corps jaune) et sécréete fortement une autre hormone, la progestérone. Si la brebis n’est pas
fécondée, cette phase lutéale est interrompue par régression de la (des) structure(s) lutéale(s) et
laisse place a un nouveau cycle (une nouvelle phase folliculaire).
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Il serait envisageable d’apporter plus d’information quant au role que joue SOCS-2 dans ce
phénomeéne de reproduction grace au dispositif expérimental actuellement en place au sein de
I’unité expérimentale INRA La Fage. En effet, a La Fage, des individus porteurs et non porteurs
de la mutation SOCS2 sont produits et suivis pour différents protocoles de recherche. Les brebis
sont mises a la reproduction chaque année au cours de 1’été pour une mise-bas prévue en
novembre-décembre. Actuellement, le suivi de la reproduction se fait exclusivement par un
diagnostic de gestation par échographie transabdominale deux a trois fois au cours de la
gestation, ce qui permet de détecter les brebis non fécondées ou ayant avorté, et ainsi de décider
de la conduite a adopter (écartement de la brebis, remise a la reproduction).

Une premiére hypothese concernant le role de SOCS-2 dans la fertilité femelle serait que le
systéeme endocrinien induisant 1’ovulation (axe somatotrope) est dérégulé par la mutation. Il a
été montré en bovin que la voie JAK/STAT et notamment la protéine SOCS-2 semblait étre
impliquée dans la régulation de ce phénoméne d’ovulation. En effet, d’une part, la voie
JAK/STAT, et plus particulierement la protéine JAK-3, voit son expression diminuer dans la
phase terminale du développement folliculaire en particuliers lors du pic pré-ovulatoire
d’hormone lutéinisante (LH) (Ndiaye et al., 2016). D’autre part, I’expression de SOCS2
atténuerait la voie de transduction du signal de I’hormone de croissance hypophysaire via son
récepteur, au moment de 1’augmentation des taux d’cestradiol juste avant 1’ovulation des
génisses (Mense et al., 2015). Par ailleurs, le récent atlas ovin d’expression génique montre que
SOCS?2 est bien exprimé dans 1’ovaire adulte (Clark et al., 2017). L’étape d’ovulation pourrait
étre suivie plus finement & La Fage par des échographies transrectales ou par ccelioscopie grace
au dénombrement précis des corps jaunes. Cette mesure permettrait de déterminer si la protéine
SOCS-2 a une influence sur le taux d’ovulation.

Une seconde hypothése concernant le réle de SOCS-2 serait au niveau de I’endomeétre et du
placenta aprés ovulation : effet néfaste de la mutation sur la reconnaissance maternelle,
influences du génotype maternel et/ou feetal. En bovin, des génes (dont les SOCS) ont été
identifiés comme marqueurs du phénoméne de reconnaissance maternelle et d’implantation
(Carvalho et al., 2014). En outre, le placenta est le tissu dans lequel SOCS2 est le plus exprimé
d’apres le récent atlas ovin d’expression génique (Clark et al., 2017).Autour du moment de
I’ovulation, des prélévements de sang pourraient étre effectues régulierement a La Fage afin de
suivre précisément I’évolution des différentes hormones tels que 1’cestradiol ou encore la
progestérone. Sur ces préléevements pourraient également étre effectuées des analyses
transcriptomiques qui devraient mettre en lumiére les génes importants dans ce phénomeéne. De
maniére moins invasive, des échographies transabdominales plus rapprochées a partir du 15
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jour de gestation (aprés 1’implantation) devraient permettre de déterminer si la reconnaissance
maternelle de la gestation et ’implantation embryonnaire a bien été effectuée, et suivre plus
finement les cas d’avortement s’il y en a, a intégrer avec les données sanguines pour expliquer

les raisons de I’avortement.

L’effet potentiellement néfaste de la mutation SOCS2 sur la reproduction est important a
estimer pour la filiere en raison des codts supplémentaires engendrés par une brebis non
fécondée au cours d’une campagne de reproduction, que ce soit dans la filiére laitiére ou dans
la filiére boucheére. Dans la population Lacaune au controle laitier, le taux de réussite a I’TA est
actuellement de 68% (communication personnelle, Rachel Rupp) et I’on peut estimer la
fréquence des brebis C/T a environ 20% de la population. Nous avons trouve dans ce travail de
these que les brebis C/T avaient une risque d’échec a I’'IA 1,06 fois supérieur en comparaison
des brebis de type sauvage. Si la mutation était éradiquée dans les élevages, ce taux moyen de
réussite a I’IA pourrait donc potentiellement dépasser rapidement les 70% d’apres notre étude.
Actuellement, la reproduction ne fait pas partie des caracteres en sélection en Lacaune mais des
réflexions sont en cours pour la prise en compte de phénotypes liés a ce caractére dans les index,
voire I’implémentation d’informations de marqueurs génétiques associés (génes de fertilité vus
dans le Chapitre I., géne SOCS2, ou autres QTL avec des méthodes pondérées), pour répondre
aux attentes de la filiere.

I1. Vers une sélection avec prise en compte de la mutation ?

La question de la gestion de cette mutation au sein de la population, favorable pour les
caracteres de production, et défavorable pour les caractéres de santé et de reproduction n’a pas
encore été clarifiée par la filiere. En effet, depuis 2012, des recommandations ont été émises
par les collectifs de recherche en faveur d’une diminution de la fréquence des homozygotes T/T
parmi les males améliorateurs afin de limiter la propagation de 1’alléle muté. Mais I’éradication

de cette mutation n’est pas aujourd’hui d’actualité.

Dans le Chapitre 1., nous avons montré que 1’alléle muté était de moins en moins présent chez
les males des stations d’amélioration, et ce, depuis 2005. Ce résultat coincide avec I’entrée du
caractére CCS parmi les caracteres en sélection afin d’améliorer la santé mammaire. Ceci est
d( au fait que le locus de la mutation est en forte association avec ce caractere lié a la santé
mammaire comme nous 1’avons montré dans cette thése avec une variance génétique de ce
caractére expliquée pour 12% par la région de la mutation. Par ailleurs, les résultats du modele
Gene Content teste dans ce travail de these, permettant de dissocier la partie génétique due au
géne SOCS2 et la partie génétique due a la composante polygénique, mettent en lumiére le fait
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que la sélection sur les CCS permet un gain global en faveur d’une résistance aux mammites
qui serait plus da a I’effet polygénique qu’a I’effet de la mutation SOCS2. Par conséquent, la
sélection sur la résistance aux mammites est actuellement suffisante pour faire diminuer la
fréquence de cette mutation défavorable sans pour autant perdre le progres génétique obtenu
sur les autres caractéres de production. Il n’est donc probablement pas nécessaire de mettre en
place une éradication totale de cette mutation. Les effets et la fréquence de cette mutation
pourraient par ailleurs étre évalués dans la filiere allaitante au sein de laquelle les caracteres de
croissance (poids, développement musculaire, engraissement) sont de grand intérét,
représentant environ 30% des objectifs de sélection en Lacaune (communication personnelle,
Flavie Tortereau), et ou les probléemes de mammites sont de plus en plus au cceur des réflexions
(O’Brienetal., 2017 ; McLaren et al., 2018). La puce de basse densité (18K) ovine (non encore
en place en Lacaune) contient par ailleurs la mutation SOCS2, et pourrait étre utilisée pour
estimer sa fréquence dans les différentes populations (communication personnelle, Flavie
Tortereau). D’autant plus que cette mutation semble intéresser les chercheurs a travers le monde
pour son effet principal sur la croissance d’apreés les résultats de 1’édition récente d’un génome
ovin de race allaitante pour cette mutation (Zhou et al., 2019).

Actuellement en France, les males des stations de testage sont tous génotypés avec la puce de
basse densité (18K) qui contient le locus de la mutation SOCS2. Cette puce est imputée vers la
puce de moyenne densité utilisée pour la sélection et dont le locus de la mutation ne fait pas
partie. Les gains en précision des prédictions des évaluations génomiques, apportés par les
méthodes pondérées testées dans cette these, sont intéressants, notamment pour les caractéres
les plus associés (CCS, quantité de matiere protéique, profondeur de la mamelle). Les méthodes
pondeérées pourraient donc étre appliquées afin d’augmenter les précisions des évaluations et

ainsi ’efficacité du schéma de sélection.

[1l. Les GWAS a partir des modeles de prediction ?

Les méthodes conventionnelles pour la cartographie du déterminisme génétique des caractéres
testent, dans un modele de régression, des marqueurs moléculaires un a un pour leur association
au caractere en question. Les phénotypes sont pré-corrigés pour les effets environnementaux,
et I’on corrige les résultats des tests pour les associations multiples ultérieurement. Avec les
avancées technologiques, le nombre de marqueurs génotypés et testés a considérablement
augmenté ces 10 dernieres années, de méme que le nombre de marqueurs déclarés significatifs
(Wood et al., 2014). Il devient alors difficile de conclure quant au SNP réellement causal parmi
tous les marqueurs en déséquilibre de liaison avec un QTL avec cette approche.
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Les méthodes utilisées dans cette thése mettent en lumiére une autre approche pour la recherche
de QTL. En Lacaune lait, & partir des résultats de (Duchemin et al., 2012) qui montraient que
les méthodes BLUP étaient équivalentes aux méthodes bayésiennes en terme de précision des
prédictions génomiques, les modéles génomiques en routine se sont développés a partir des
méthodes BLUP basées sur le pedigree déja en place. L’approche BLUP en une seule étape
(«single-step ») a été montrée ultérieurement plus précise grace a 1’ajout de I’information
phénotypique d’individus non génotypés sans étape de correction préalable (Baloche et al.,
2014). Nous avons donc testé dans cette thése différentes approches single-step BLUP
génomiques qui permettaient entre autres d’extraire 1’information des poids des marqueurs a
partir de la décomposition des valeurs génétiques au cours de plusieurs itérations d’évaluation
(Wang et al., 2012 ; Zhang et al., 2016). Ces poids correspondent a 1’effet des marqueurs sur le
caractére prédit. Cela nous a ainsi permis de valider et confirmer des QTL connus, et d’en
découvrir d’autres avec un seuil d’explication de la variance génétique de 1%. Notre étude ne
portant pas sur la recherche de QTL, nous avons peu approfondi cet aspect de ces approches,
pourtant tres intéressant.

Les méthodes de prédiction BLUP peuvent donc aujourd’hui apporter de I’information sur le
poids qu’un marqueur a sur la détermination du caractere prédit. L’avantage de ces approches
est qu’elle permet d’une part 1’estimation conjointe des effets fixes et les effets des marqueurs,
et d’autre part, I’ajout d’information phénotypique car tous les individus phénotypés (souvent
les filles pour les caracteres laitiers) ne sont pas nécessairement génotypés (information
génétique du pere) grace aux approches « single-step ». Cet ajout d’information rend possible
la réalisation de GWAS avec les données collectées en routine, sans génotypage
supplémentaire. De plus, ces approches sont plus faciles a implémenter car 1’on part directement

des données brutes, et plus précises (Wang et al., 2012).

Les approches bayésiennes d’évaluation génomique, telles que Bayes R (Erbe et al., 2012),
permettent également d’identifier les polymorphismes qui affectent les caracteres (Goddard et
al., 2016). Cette méthode serait plus efficace et plus précise que les méthodes BLUP car elle
permet d’¢liminer les SNPs non informatifs et d’identifier plus précisément les polymorphismes
causaux. Cependant, cette approche était réalisée en deux étapes et ne permettait pas I’inclusion
de phénotypes d’individus non génotypés. Récemment, des approches bayésiennes en une seule
étape ont été développées (Fernando et al., 2014) et commencent a étre testées en sélection
(Gaoetal., 2018). Ces approches sont prometteuses pour la recherche de QTL avec des données
de séquence par exemple.
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V. Les polymorphismes de SOCS2

La mutation du gene SOCS2 étudiée dans cette thése est localisée en position 96 de la protéine
mature, située dans le domaine connu de liaison a ses ligands (Kung et al., 2019). Cette
localisation est responsable de la non-fonctionnalité de la protéine et de 1’effet pléiotrope
engendré sur un grand nombre de phénomeénes régulateurs. Cette méme mutation a été trouvée
dans la race ovine francaise Manech Téte Rousse (Gwenola Tosser-Klopp, communication
personnelle). Pour le moment, aucune étude n’a été réalisée pour connaitre 1’origine de ce
partage de variants (origine commune ou introduction accidentelle et ultérieure de Lacaune),
mais il serait intéressant de 1’investiguer. En effet, s’il s’avére que cette mutation est apparue
chez un ancétre commun de 1’espéce ovine, la recherche systématique et la gestion de ce géne
majeur dans les autres schémas de sélection pourrait étre a prendre en compte.

Par ailleurs, d’autres variants existent dans ce géne chez les ruminants d’apres les bases de
données du site internet Ensembl. A ce jour, en caprin, 26 variants sont connus, dont 2 sont des
mutations ponctuelles provoquant des modifications d’acides aminés en positions 17 et 84 de
la protéine mature. En ovin, 28 variants sont documentés, dont 3 sont des mutations ponctuelles
(positions 10, 96 et 144, celle de la position 96 étant celle a 1’étude). En bovin ou les études
abondent, Ensembl recense 351 variants dont 40 sont des mutations ponctuelles. Parmi elles,
quelques-unes sont proches de la mutation étudiée dans cette thése, en position 89 ou encore en
position 98. Toutes ces mutations sont susceptibles d’avoir des effets similaires a celle étudice

ici et mériteraient d’étre investiguées.

V. Effet de la mutation SOCS2 sur la réponse immunitaire

Identifiée grace a des études d’association tout génome pour le caractére CCS, la mutation
SOCS?2 étant dans un premier temps principalement reliée a I’inflammation mammaire (Rupp
et al., 2015). Ces résultats obtenus dans des élevages commerciaux, au sein desquels les
animaux sont exposés aux agents infectieux sans que 1’on sache s’ils sont infectés, ne
permettaient pas de conclure si la mutation provoque une exagération de I’inflammation de
I’hdte (et de ses conséquences), ou une sensibilit¢ accrue a I’entrée et la multiplication de
I’agent pathogene, ou les deux. Dans le Chapitre Il1., nous avons aussi montré par des GWAS
gue cette mutation était associée a la quantite de Staphylocoques dans le lait. Ce résultat n’a pas
¢été retrouvé dans I’analyse du challenge expérimental (Chapitre IV.) ou la variable de
bactériologie n’était pas différente entre les C/C et les T/T. Ceci peut s’expliquer par les
différentes situations au cours desquelles ont été mesurées ces variables, de la méme maniére
que précédemment, c’est-a-dire qu’au cours de I’infection expérimentale, un mécanisme

immunitaire se met en place de manicre temporaire permettant 1’élimination des bactéries tout
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en gardant un phénomeéne inflammatoire présent chez les T/T. On peut faire I’hypothése que la
dégradation des tissus enflammés favorise de maniere récurrente I’entrée de bactéries, d’ou
I’association sur la quantité de bactéries dans le lait chez des individus a I’état de « repos
immunitaire » détectée par les GWAS. Le mode d’infection peut étre également questionné, de
méme que la souche bactérienne choisie, qui ne refletent peut-étre pas tout a fait la situation
naturelle.

Les infections expérimentales (Chapitre 1V.) ont montré qu’une transcription de génes en lien
avec la défense immunitaire était activée a partir de 16 heures post-inoculation. Ces géenes
activés permettraient la mise en place de mécanismes de prolifération, et/ou de différenciation,
et/ou de migration des cellules immunitaires du sang vers le tissu mammaire infecté. Les
différences obtenues entre les C/C et les T/T montrent que les populations de cellules qui
semblent étre les plus impactées par la mutation SOCS2 sont les lymphocytes T, moins
nombreux chez les mutants dans la mamelle infectée. Ceci suggéere que la protéine SOCS-2
aurait un réle dans la régulation de la réactivité des lymphocytes T au cours de la phase aigué
de I'infection. Cette différence aboutirait a un état d’inflammation maintenu chez les mutés
apres cette phase de recrutement, a T56 (fievre et dégats tissulaires), ou on observe par ailleurs
les génes différentiellement exprimés. Les mécanismes sous-jacents mis en lumiére dans ce
travail de thése sont les voies des interférons et de STAT-3. Cependant, des études
complémentaires sont nécessaires afin de mieux caractériser les réactions en chaine qui
aboutissent a 1’état clinique dégradé observé chez les mutants. Des études transcriptomiques
unicellulaires pourraient étre effectuées apres challenge in vitro ou in vivo sur un modele murin
par exemple, en se focalisant sur les populations cellulaires d’intérét (lymphocytes T CD4 et
CDS8).

Il est & noter que cette infection expérimentale pourrait étre complétée avec des individus
supplémentaires pour arriver au nombre minimal d’individus par groupe suggéré dans la
saisine. Ce nombre était en effet de 11 brebis par groupe (afin d’observer un écart entre groupe
significatif sur le SCS) et nous n’étions malheureusement qu’a sept dans nos analyses pour des
raisons de disponibilité des brebis, et pour des raisons techniques. Ceci expliquerait le faible
nombre de p-valeurs significatives observées pour ce caractere et justifie le seuil de 0,1 pour
les p-valeurs retenues dans nos interprétations. Des phénotypes sont cependant plus impactes

que le SCS puisque I’on observe des effets significatifs.
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VI. Démonstration de la pléiotropie du gene SOCS2 par les études
génétiques

Dans le chapitre bibliographique (Chapitre 1.), nous avons vu dans quelle mesure la protéine
SOCS-2 avait un effet pléiotrope, c’est-a-dire jouant un réle sur de nombreuses fonctions
biologiques. Ceci est d a sa nature de régulatrice de la grande voie de transmission de signal
cellulaire qu’est la voie JAK/STAT. Nous avons ensuite affirmé 1’association de la mutation
R96C du géne SOCS2 a différents caracteres tels que la santé mammaire, la production laitiere,
la croissance, lareproduction, etc. (Chapitre 111.), validée par ailleurs grace a I’étude prospective
sur la prise en compte de cette mutation dans les mod¢les d’évaluation génomique (Chapitre
11.). Ces associations ont toujours été démontrées de maniere indépendante les unes des autres
dans des modéles uni-caractére.

Bien que non développée dans ce manuscrit, une approche multi-caractere a été appliquée au
cours de cette thése : la méthode CLIP test (David et al., 2013), dont les résultats ont été
présentés sous forme d’un poster associé a un papier court au congrés mondial de génétique
animale appliquée aux animaux d’élevage (WCGALP) en février 2018 (Nouvelle-Zélande)
(Annexe 22). Cette approche a confirmé que la région de SOCS2 était bien pléiotrope et que les
différents marqueurs de cette région n’étaient pas associés de maniére différente aux différents
caracteres (effets corrélés). Les caractéres testés étaient la production laitiere, le SCS et la
bactériologie par qPCR pour des brebis en premiére lactation, et le Poids Age Type & 250 jours
des males des stations de testage. De nombreuses autres approches sont développées
aujourd’hui pour mettre en évidence la pléiotropie de la détermination génétique des caracteres
(Hackinger & Zeggini, 2017). 1l serait intéressant de tester certaines de ces méthodes et
notamment celles, appelées randomisation mendélienne, permettant de déterminer si la
corrélation entre deux caractéres est due a un lien causal (i.e. le caractére 1 est un facteur de
risque causal pour le caractére 2) ou a des facteurs confusionnels comme Il'exposition
environnementale. En effet, a ce jour, concernant 1’association de la mutation a la production
laitiére par exemple, deux hypothéses sont émises : lien direct via la régulation de la prolactine,
ou effet indirect via la régulation de I’hormone de croissance qui joue sur le gabarit des brebis
et ainsi sur leur capacité de production.
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Annexes

Annexe 1 Tableaux additionnels (Table S1) de I'article de synthese bibliographique (Chapitre 1.). Ce tableau présente les calculs effectués pour
obtenir une moyenne pondérée de caractéres de résistance aux mammites a partir des parametres génétiques estimés dans la littérature
(héritabilités pour le premier tableau et corrélations génétiques avec le caractére de production laitiere pour le second)

h? used for the weighted

SE used for the

Number of breeds
used for the

Sheep breed Most recent reference  Number of ewes Trait Heritability SE . weighted average weight =1/SE h**weight .
average calculation X weighted average
calculation .
calculation
Texel Mclaren et al., 2018 2,957 Av SCS mid-lactation 0.11 0.04 0.110 0.040 25.000 2.750 1
Lacaune Allain et al., 2018 377,945 SCS (L1) 0.22 0.004 0.220 0.004 250.000 55.000 1
Chios Banos et al., 2017 609 N 0.11 0.05 0.110 0.050 20.000 2.200 1
Valle del Belice Tolone et al., 2013 2040 SCS 0.09 0.02 0.090 0.020 50.000 4.500 1
Churra De la Fuente etal., 2011 3,977 SCS 0.09 0.02 0.090 0.020 50.000 4.500 1
Sarda, Sarda x Lacaune Casu et al., 2010 1,587 SCS(L1) 0.26-0.28 0.05 0.270 0.050 20.000 5.400 1
Manech Red Face Barillet et al., 2009 58,378 SCS 0.1 0.01-0.02 0.100 0.015 66.667 6.667 1
Latxa Legarra and Ugarte, 2005 6,165 SCS 0.13 0.02 0.130 0.020 50.000 6.500 1
East Friesian Hamann et al., 2004 1,108 SCS 0.163 0.02 0.163 0.020 50.000 8.150 1
Manchega Serrano et al., 2003 10,962 SCS (L1) 0.12 0.01-0.09 0.120 0.050 20.000 2.400 1
TOTAL SCS 601.667 98.067 10
Texel MclLaren et al., 2018 2,957 Sum CMT mid-lactation 0.09 0.04 0.090 0.040 25.000 2.250 1
Belclare, Charollais, i
O’Brien et al., 2017 3,378 cMmT 0.04 0.03 0.040 0.030 33.333 1.333 1
Suffolk, Texel, Vendeen
Chios Banos et al., 2017 609 CMT 0.12 0.06 0.120 0.060 16.667 2.000 1
TOTALCMT 75.000 5.583 3
Lacaune Allain et al., 2018 518 StaphC 0.18 0.07 0.180 0.070 14.286 2.571 1
Valle del Belice Tolone et al., 2016 2,350 InfS by cnS 0.02 0.01 0.020 0.010 100.000 2.000 1
TOTAL BACTERIOLOGICAL ANALYSES 114.286 4.571 2
Chios Banos et al., 2017 609 TBC 0.09 0.05 0.090 0.050 20.000 1.800 1
TOTALTBC 20.000 1.800 1
Chios Banos et al., 2017 609 Dev ¢/m 0.18 0.1 0.180 0.100 10.000 1.800 1
TOTALDEV C/M 10.000 1.800 1
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Mean of
the given
range was

chosen

Weighted average
0.163

Weighted average
0.074

0.040

Weighted average
0.090

Moyenne pondérée
0.180



Genetic correlation used for Number of breeds
Genetic correlation the weighted average SEused for the used for the

Sheep breed Most recent reference Number of ewes Trait . . SE A weighted average weight = 1/SE h**weight .

with milk yield calculation . weighted average
. e calculation .
with milkyield calculation

Chios Banos et al., 2017 609 SCS -0.12 0.14 -0.120 0.140 7.143 -0.857 1
Lacaune Allain et al., 2018 377,945 SCSL1 0.12 0.01 0.120 0.010 100.000 12.000 1
Manech Red Face Barillet et al., 2009 58,378 SCS 0.21 0.01-0.03 0.210 0.020 50.000 10.500 1
Valle del Belice Riggio et al., 2007 2,277 SCS(L1) 0.23 0.16 0.230 0.160 6.250 1.438 1
Latxa Legarra and Ugarte, 2005 6,165 SCS -0.3 0.07 -0.300 0.070 14.286 -4.286 1
East Friesian Hamann et al., 2004 1,108 SCS 0.015 0.02-0.12 0.015 0.070 14.286 0.214 1
Manchega Serrano et al., 2003 10,962 SCS (L1) -0.12 0.01-0.09 -0.120 0.050 20.000 -2.400 1
TOTAL SCS 211.964 16.609 7
Chios Banos et al., 2017 609 CMT -0.12 0.13 -0.120 0.130 7.692 -0.923 1
TOTALCMT 7.692 -0.923 1
Valle del Belice Tolone et al., 2013 2,350 InfS 0.59 0.31 0.590 0.310 3.226 1.903 1
Lacaune Allain et al., 2018 518 StaphC 0.31 0.17 0.310 0.170 5.882 1.824 1
TOTAL BACTERIOLOGICAL ANALYSES 9.108 3.727 2
Chios Banos et al., 2017 609 TBC -0.11 0.14 -0.110 0.140 7.143 -0.786 1
TOTALTBC 7.143 -0.786 1
Chios Banos et al., 2017 609 Dev c/m -0.09 0.19 -0.090 0.190 5.263 -0.474 1
TOTALDEV C/M 5.263 -0.474 1
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0.409
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Annexe 2 Figure additionnelle (Figure S1) de I'article scientifique sur la prise en compte de la
mutation SOCS2 dans le contexte de la sélection génomique (Chapitre 11.) : « Visualization of
linkage disequilibrium measured as squared correlation coefficient (*) according to distance
between markers on the 50K ovine SNP chip. »
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Annexe 3 Figure additionnelle (Figure S2) de I'article scientifique sur la prise en compte de la mutation SOCS2 dans le contexte de la sélection

génomique (Chapitre 11.) : « Visualization of linkage disequilibrium (7° X 100) between the 40 markers closest to the SOCS2 point mutation
(rs868996547, in the middle). »
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Annexe 4 Figure additionnelle (Figure S3) de I'article scientifique sur la prise en compte de la mutation SOCS2 dans le contexte de la sélection
génomique (Chapitre I1.) : « Components estimations according to the different models. One-trait methods correspond to equations (1) and (2)
and two-traits methods to equations (3) and (4). »

Method Component MY FY PY FC PC SCs TA uc ub
Onetrait 425,00 2 1.07 60417 £ 0.45 327802024 25862014 8,63 % 3.08E-02 0382478603 0372525603 0.45%7.08E-03 0.10% 1.61E-03
pedigree- 0-2
based
g9
s 977.98 £ 0.65 31172029 168.43£0.15 4,96+ 9.41E-02 1.30 +2.37E-02 0.33 £ 3.87E-03
g
p
s 1432.00 £ 0.15 71624012 342,93+ 5.63E-02 21.26 + 3.64E-02 4.13+ 6.936-03 1.46 +2.69E-03 0.58 + 3.43E-03 0.87+5.15E-03 0.25+ 1.28E-03
ag
e
% 0.37 037 0.39 0.50 0.61 0417 0.39 0.34 0.27
One-trait T431.60 £ 1.07 607512045 320842024 25924014 8.66 % 3.04E-02 0382473603 0372538603 0.45% 730503 0.10% 1.67E-03
genomic- &2
based
g9
s 975.35 £ 0.65 31055 0.29 167.68 4015 4,94+ 9.00E-02 1.29+2.28E-02 0.333.756-03
p
“s 1432.00 £0.15 71624012 342,93+ 5.66E-02 21.26 + 3.65E-02 4.13+6.93E-03 1.46+2.71E-03 0.58 + 3.47E-03 0.87+5.236-03 0.25+ 1.30E-03
ag
e
B 0.37 037 0.39 0.50 0.61 018 0.39 0.34 0.28
Two- Covariances 142360 1558 605.45 2179 32808 2625 2593 034 8.6 921E-02 038 010 037 5.90E-03 0.45 2.28E-02 0.10 2.70E-02
traits g +087 +0.10 +0.42 +0.10 £022  +584E-02 £013  +216E-02  +365E.02  +165E-02  +503E-03  +106E-03  +500E-03  +468E-03  +658E03  +747E08  +187E03  +327E-03
i - matrix
E:Se'%ree 4558 2361 21.79 24.36 26.25 24.56 -0.34 024 -921E-02 0.24 010 0.25 -5.90E-03 021 -2.28E-02 2.08E-01 -2.70E-02 0.20
£0.10 +011 £010 £012  +584E-02 £012  £216E-02 +119E02  +165E-02  +9O51E-03  +106E-03  +201E-03  +468E03  +7.78E-03  +747E-03  +538E-03  £327E-03  +9.70E-03
Covariances 979.00 0 31071 0 168.14 0 491 1.28 032 0
+054 £0.26 +0.14 +7.65E-02 +2.04E-02 +4.25E-03
matrix p
0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Covariances 1432.00 037 716.34 047 342.98 -0.30 2127 5.62E-03 413 -6.10E-04 1.45 1.90E-03 0.56 -2.88E-03 085 -1.06E-02 0.24 -8.25E-04
£015  +963E-02 £013  +399E02  +608E-02  +£295E-02  +358E02  +619E-03  +7.10E-03  +305E-03  +308E03  +313E-03  +342E-03  £935E-03  +471E-03  +711E-03  £138E-03  +6.00E-03
matrix & 037 0.66 017 0.76 -0.30 072 562608  743E-03  -6.10E-04 5.39E-03 1.90E-03 153E-03 -2.88E-03 3.67E-02 -1.06E-02 3.55€-02 -8.25€-04 3.88E-02
£O63E-02  £721E-02  +399E02  £7.90E-02  £2056-02 +7.37E-02  +6.19E-03  +7.75E-08  +305E-03  £550E-08  £313E-08  £246E-03  £035E-08  £458E-08  +711E03  £207E-08  £600E03  +571E-03
0.37 037 0.39 0.50 0.62 0.18 0.40 0.35 0.28

hZ

Abbreviations: GC: Gene Content; Gen. SD: Genetic standard deviation between homozygous individuals for the SOCS2 genotype; MY: Milk Yield; FY: Fat Yield; PY: Protein Yield; FC: Fat
Content; PC: Protein Content; SCS: Somatic Cell Score; TA: Teat Angle; UC: Udder Cleft; UD: Udder Depth

Page | 195



Annexe 5 Figure additionnelle (Figure S4) de l'article scientifique sur la prise en compte de la mutation SOCS2 dans le contexte de la sélection
génomique (Chapitre 11.) : « Manhattan plots of estimated SNP effects using the best WssGBLUP approach for each phenotype (second iteration).
On the left are presented analysis without the SOCS2 genotype among the markers and on the right, with the SOCS2 genotype (green point). »
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Annexe 6 Figure additionnelle (Figure S4) de I'article scientifique sur la prise en compte de la mutation SOCS2 dans le contexte de la sélection
génomique (Chapitre I1.) : « Manhattan plots of estimated variance explained by 20 adjacent SNPs using the best WssGBLUP approach for each
phenotype (second iteration). The horizontal red line represents the threshold of 1% adopted in this study. On the left are presented the analyses
without the SOCS2 genotype among the markers and on the right, with the SOCS2 genotype. »

Milk Yield

Milk Yield with SOCS2 genotype
02 12
" "W
.:;‘ 8 - .:;‘ 8 -
3 3
2 2
3 3
2 2
3 3
2 2 4 l
| |
2 ) 2 ’
] 3 3 ! 3 2
2 ;
| —A—.—.‘._.LJ.A-LL“,. %*%M . y M_.MMA%M .
' T frmmp— e | T ™ i 2 ' T f ! ye— T ; i
' E 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 B W 7T 1®8 o BB 1 z 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 1B 1B 17T 1B BB
Chsamosome Chsomosomu
Fat Yield Fat Yield with SOCS2 genctype
1”2 12
" "0
3 & 3 ¢
3 3
2 2
3 3
2 2
3 3
2 4 s 4
MTMWW 2 W%p*—h&f%mwf
| 3 . g 9 10 113 l 3 1 z 3 ¢t 5 6 T 8 9 10 1B | 3

Page | 201



Protein Yield Protein Yield with SOCS2 genotyps

Vielance cxplained (%)
o
1

Virlance explained (%)
L
1

.
H
‘ ] ‘ '
i !
2 ' ! 2 ! i
1
o - ' LM% o - : LM%M
' 2 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 wEB (LA BT I ' 2 3 € 5 6 7T 8 9 10 MEW W 7 18 2B
Chyososomu Chsomosomu
Fat Coment Fat Content with SOCS2 genotype
12 4 12 4
" - 0

Virlance ceplained (%)
o
1
“a——
Virlance ceplained (%)
L]
1
. -——

-
‘ ! ‘ .
s 3
. .
2 l ' 2 i '
1 4 1 ' e
¥ T ¥
o “%MW o M%Mﬁﬂ
' 2 3 i 1 1] T &8 8 10 12 13 " 7 1" 21 2 2 ' 2 3 1 ] 1] T 8 98 10 12 13 " kg " 2 2 20
Chyososomu Chyomosomu

Page | 202



Protein Content Protein Content with SOCS2 genotype

12 — 12 —
"W "
P -
. & . . g ;
g ! 2 I
. .
1
2 4 ’ 2 H
. : . :
2 > ! 5 . |
i H i .
o M*MW% o MMM%
' 2 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 wEWB W o o B> ' 2 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 wEWB W (EANN T BT -
Chyososomu Chromosomu
Somatic Cell Score Somatic Cell Score with SOCS2 genotype
12 4 12 4 '
w- § "0 - g
l .
-l & ]
3 : 3
§ § s
&~ 5 .
g : 2 :
.
-
2 2 .
.
H i : |
2 L} H 2 . :
] ]
i I 3 a l 3
o %—MWM o MWM
' 2 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 w13 1 e o 3> ' 2 3 ¢ 5 6 T 8 9 10 W B voe o2 2o
Chiomosome Chyomosomu

Page | 203



Teat Angle Teat Angle with SOCS2 genotype

Vielance cxplained (%)
-
1
Virlance explained (%)
-
1

' 2 3 i o 6 T e 9 10 12 13 " 14 1" 21 23 2 ' 2 3 i o L] T & 9 10 1213 " 7 " 2 23
Chsomosome Chyamosomu
Udder Clelt Udder Cleft with SOCS2 genotype
2 12
"W w

Virlance ceplained (%)
o
1
Virlance explained (%)
L]
1

! 2 3 ‘ o L] T 8 9 K0 12 13 1 7 " 2 a3 ! 2 3 i o L] T & 98 10 123 " 7 " 2 235

Page | 204



Vielance cxplained (%)
-
1

Udder Depth

Page | 205

Vielance ceplained (%)

Udder Depth with SOCS2 genotype




Annexe 7 Récapitulatif de la disponibilité des données générees au cours de I'infection expérimentale (Chapitre 1V.)

TEMPS  DONNEES CLINIQUES DONNEES LAIT DONNEES SANG DONNEES
AUTOPSIES
Thermobolus Examen  Bactériologie Cellules Production Typage Expression Dosage protéine  Typage  Typage Typage Dosage Pesées et
clinique somatiques laitiére leucocytes ARN inflammatoire cellules  détaillé  lymphocytes T cytokines mesures

0 X X X X X X X X X X X X

4 X X X X X

8 X X X X X X X X X

12 X X X X X X X X X X

16 X X X X X X X X X

20 X X X X X

24 X X X X X X X X X X X

28 X X X X X

32 X X X X X X

36 X X X X X

40 X X X X X X

X
44 X X X X (1 NA:
397)

56 X X X X X X X X X X X X

64 X X X X X X

80 X X X X X X

88 X X X X X X
104 X X X X X X X X X
128 X X X X

X X X X X X
152 X (NA: X (NA: 268 _(NA: 472 (NA: 268 (NA: (NA: X
(NA: 472) 472) 472) |no.c et non a72) 472) 472) (NA: 472)
inoc)

312 X
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Annexe 8 Caractérisation des lymphocytes du sang avec le logiciel FlowJo® (Sarah Walachowski, Chapitre 1V.)
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Annexe 9 Pipeline du traitement bioinformatique des données de séquence d'ARN de I'infection

expérimentale (Chapitre 1V.)

CUTADAPT v2.1

* Nettoyage des adaptateurs
« * fastq > *.fastq

STAR V2.6

* Indexation du génome avec modele
de référence
o * gtf + *.fa > SA

RSEM v1.3.0

* Indexation du transcriptome de
référence
= * gtf + *.fa > *.fa de référence

CUFFLINKS v2.2.1

* Fusion des modeéles individuels
pour constituer le modéle étendu

o % gif x 28 + *.gtf et *.fa de
référence > *.gtf

RSEM v1.3.0

« Indexation du transcriptome étendu
% gtf + *.fa > *.fa de référence

Script maison (Cédric)

» Renommage des identifiants
transcrits/génes dans les matrices
de comptage

o *.isv > *.tsv

[ I
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FASTQC v0.11.7

« Vérification de la qualité des
lectures

« * fastq 2> *.html

STAR V2.6

« Alignement des lectures sur I'index
de référence

« * fastq + *.gtf + SA 2> *.bam
(génome et transcriptome)

RSEM v1.3.0

« Quantification tu transcriptome de
référence

- * fa de référence + *.bam
transcriptome > *.results

STAR V2.6

« Indexation du génome avec modéle
étendu
o * gtf + *.fa > SA

RSEM v1.3.0"

« Quantification du transcriptome
étendu

« *.fa de référence + *.bam
transcriptome - *.results

L I

Scripts maison (Cédric)

« Préparation des *.fa et *.gtf de
réference

o *.gff3 > *.gtf

SAMTOOLS v1.8 et script

maison (Cédric)

« Suppression des soft clips (parties
de lectures non alignées en
extrémité de séquences)

+*.bam génome -> *.bam génome

CUFFLINKS v2.2.1*

« Reconstruction des transcrits a
partir des données d'alignemen et
du modéle de référence

« *.gtf de référence + *.bam génome
> *gtf

STAR v2.6"

« Alignement des lectures sur I'index
étendu

« * fastq + *.gtf + SA 2> *.bam
(génome et transcriptome)

| I

Script maison (Cédric)

« Création des matrices de comptage
geénes et transcrits (modeles
référence et étendu)

« *results = *.tsv (comptage brut,
tpm, fpkm)

| I

" les traitements décrits dans les boites grisées ont été appliqués seulement
aux individus choisis pour constituer le modéle étendu



Annexe 10 Résultats des modeles mixtes linéaires effectués sur les phénotypes de I'infection expérimentale (Chapitre 1V.)

Variable Temps
P-valeur C/C Ismeans + erreur standard
(effet T/T Ismeans + erreur standard
SOCS2) P-valeur (effet SOCS2 intra-temps)

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 56 64 80 88 104 128 152
Température 39,3 39,4 39,7 39,7 41,3 40,8 40,5 40,2 39,8 39,7 39,5 39,3 39,2 39,3 40,8 40,9 40,5 40,1 40
rumen imputée +0,3 £0,3 +0,3 £0,3 £0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3
0,356 39,3 39,5 39,5 39,9 41,2 40,6 40,5 40,3 40,2 40,4 40,4 40,2 40 40,5 40,4 41,1 40,4 40,2 40,4
£0,3 £0,3 £0,3 £0,3 £0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 +0,3 £0,3 £0,3 £0,3
0,961 0,836 0,698 0,746 0,710 0,587 0,906 0,938 0,353 0,135 0,050 0,067 0,067 0,018 0,437 0,737 0,719 0,838 0,417
Fréquence 90,6 87,4 89,1 90 109,7 118,3 1154 104,6 92,1 100,3 103,4 92 85,1 99,4 120,9 118,3 1131 115,7 105
cardiaque £72 72 £72 72 72 £72 72 £72 £72 £72 +7,2 +7,2 +7,2 +7,2 +7,2 +7,2 £72 £72 76
0,926 84,9 91,7 89,7 90,9 103,4 106 107,4 110,6 103,7 98,6 98,9 96 89,1 104,6 110,6 120,9 114 108,9 1114
£72 £72 £72 £72 72 £72 72 £72 £72 £72 +7,2 +7,2 +7,2 +7,2 +7,2 +7,2 £72 £72 £72
0,583 0,680 0,956 0,934 0,547 0,249 0,445 0,565 0,276 0,869 0,660 0,700 0,700 0,621 0,330 0,804 0,934 0,511 0,550
Fréquence 37,4 32,3 34 31,7 42,9 44 38,4 35,1 31,1 35,1 34,9 34,3 42,9 35,7 34,3 38,6 35,1 32,1 26,2
respiratoire +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 +35
0,553 34,9 30,9 39,4 33,4 38,3 43,4 39,4 35,1 29,1 36 36,6 331 33,7 35,7 30 32,6 32 27,1 27,4
£33 £33 £33 £33 £33 £33 +33 £33 £33 £33 +33 +33 +33 +33 +33 +33 £33 £33 £33
0,596 0,767 0,272 0,723 0,352 0,906 0,836 1,000 0,679 0,859 0,723 0,813 0,077 1,000 0,382 0,228 0,518 0,310 0,800
Score clinique 1 0,7 0,9 0,8 4,9 4.4 3,3 2 1,6 0,9 2 0,7 1,6 0,9 2,8 2,9 3,2 2,2 2,2
systemique £05 £0,4 £05 £0,4 1,4 1,3 +1,0 £0,7 £0,6 £0,5 +0,7 +0,4 +0,6 +0,5 +0,9 +0,9 £1,0 £0,8 £0,8
0,891 0,2 07 13 05 3,2 3,2 1,9 23 16 19 14 0,9 14 24 23 28 3.2 31 18
+0,3 +0,4 +0,5 +0,4 +1,0 +1,0 +0,7 +0,8 +0,6 +0,7 +0,6 +0,5 +0,6 +0,8 +0,8 +0,9 +1,0 +1,0 +0,7
0,180 0,905 0,617 0,569 0,339 0,483 0,295 0,786 0,979 0,249 0,563 0,640 0,832 0,124 0,697 0,973 0,997 0,483 0,712
Score clinique 0,9 1,2 15 19 1,6 25 2,9 25 2,7 2 34 3,9 34 2,5 3,8 45 538 49 6,1
mammaire £0,2 £0,3 £0,3 £0,4 £0,3 £04 +0,5 04 £05 04 +0,6 +0,6 +0,6 +0,4 +0,6 +0,7 £0,9 £0,8 +1,0
fnoc. 18 1.9 1.9 22 31 25 33 36 29 34 4 52 51 43 48 54 63
+0,3 +0,4 +0,4 +0,4 +0,4 +05 +0,5 +05 +0,6 +05 +0,6 +0,6 +0,8 +0,8 +0,7 +0,7 +0,8 +0,8 £0,9
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+1,9E+06

1,1E+06
+1,6E+06

0,939

75
0,5

8,1
+0,5

0,342

570,0
+114,5

495,7
+114,5

0,655

2414
+52,1

235,7
+52,1

0,940

328,6
+83,5

260,0
+835

0,572

0,613

19
+0,5

2,4
+0,6

0,531

3,0E+07
+4,6E+07

1,4E+06
+2,1E+06

0,541

9,8
+0,5

9,0
+0,5

0,245

857,1
+114,5

654,3
+114,5

0,234

397,1
+52,1

322,9
+52,1

0,333

460,0
+835

331,4
+835

0,297

0,842

18
+0,5

2,2
+05

0,550

6,7E+04
+1,0E+05

7,3E+06
+1,1E+07

0,525

11,6
+0,5

10,3
+0,5

0,069

408,6
+114,5

471,4
+114,5

0,705

125,7
+52,1

165,7
+52,1

0,597

282,9
+835

305,7
+835

0,850

0,512

2,3
+0,6

2,9
+0,7

0,493

2,2E+06
+ 3,3E+06

4,4E+05
+6,7E+05

0,616

11,4
+05

10,9
+0,5

0,479

597,1
+1145

554,3
+1145

0,796

188,6
+52,1

232,9
+52,1

0,559

408,6
+835

3214
+835

0,475

0,628

18
+0,5

19
+0,5

0,870

10,0
+0,5

9,6
+0,5

0,518

622,9
+1145

605,7
+1145

0,368

237,1
+52,1

2457
+52,1

0,368

3857
+835

360,0
+835

0,368

0,868

2,3
+0,6

2,3
+0,6

0,989

2,4E+06
+ 3,7E+06

7,7E+04
+1,2E+05

0,535

9,6
+0,5

9,3
+0,5

0,720

692,8
+120,0

532,9
+1145

0,354

308,5
+554

2471
+52,1

0,436

384,4
+ 86,4

285,7
+835

0,427



Neutrophiles
vivants
mamelle inoc.

0,861

Neutrophiles
morts mamelle
inoc.

0,776

Monocytes et
macrophages
mamelle inoc.

0,577

Lymphocytes
mamelle inoc.

0,298

Haptoglobine

0,125

Leucocytes

0,952
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8,5E+02
+5,0E+02

3,6E+03
+2,1E+03

0,231

2,4E+04
+1,1E+04

5,2E+04
+2,4E+04

0,311

1,8E+03
+8,1E+02

3,1E+03
+1,4E+03

0,429

6,8E+03
+2,7E+03

1,2E+04
+5,0E+03

0,352

0,66
+0,2

0,48
+0,2

0,587

6,1E+06
+7,6E+05

5,7E+06
+7,2E+05

0,745

1,3E+06
+7,7E+05

1,4E+06
+ 8,0E+05

0,967

1,8E+05
+8,4E+04

1,8E+05
+8,4E+04

0,992

1,9E+05
+8,3E+04

2,6E+05
+1,1E+05

0,624

6,0E+04
+2,4E+04

7,5E+04
+ 3,0E+04

0,696

5,95 5,99
+10 +1,0

6,14 574
+11 +1,0

0,905 0,868

59E+06 59E+06 55E+06
+74E+05 +74E+05 +6,9E+05

6,1E+06  6,0E+06  6,1E+06
+7,6E+05 +75E+05 +7,6E+05

0,850 0,968 0,617

6,33
+11

6,67
+11

0,833

4,1E+06
+5,1E+05

4,9E+06
+6,1E+05

0,323

1,9E+07
+1,1E+07

1,1E+07
+6,4E+06

0,540

2,0E+07
+9,0E+06

1,3E+07
+5,9E+06

0,542

5,9E+07
+2,6E+07

1,9E+07
+ 8,4E+06

0,172

6,5E+06
+2,6E+06

1,1E+06
+4,3E+05

0,063

18,24
+29

20,46
+3,2

0,616

4,7E+06  5,8E+06
+59E+05 +7,3E+05

5,6E+06  5,3E+06
+7,0E+05 +6,6E+05

0,357 0,616

7,0E+06
+ 8,8E+05

6,7E+06
+ 8,3E+05

0,776

4,6E+06
+2,7E+06

2,1E+06
+1,2E+06

0,416

1,1E+06
+4,8E+05

9,2E+05
+4,2E+05

0,840

5,1E+05
+2,2E+05

2,6E+05
+1,1E+05

0,343

1,9E+05
+7,7E+04

1,4E+05
+ 5,8E+04

0,625

6,63
+11

8,62
+14

0,300

7,4E+06 7,6E+06 7,2E+06 7,2E+06 5,9E+06
+9,2E+05 +95E+05 +9,0E+05 +9,1E+05 +7,3E+05

7,0E+06 6,8E+06 7,1E+06 6,9E+06  6,4E+06
+8,8E+05 +85E+05 +89E+05 +87E+05 +8,0E+05

0,788 0,535 0,974 0,803 0,614

5,6E+06
+7,0E+05

5,6E+06
+7,1E+05

0,970

4,0E+06
+ 5,0E+05

4,3E+06
+ 5,4E+05

0,685

6,18
+11

16,18
+2,6

0,004

8,59
+14

10,20
+17

0,480

4,3E+06
+ 5,4E+05

4,2E+06
+5,3E+05

0,861

1,7E+06
+1,1E+06

2,4E+06
+1,5E+06

0,733

2,1E+06
+1,0E+06

2,6E+06
+1,3E+06

0,749

4,9E+05
+2,3E+05

5,7E+05
+2,7E+05

0,808

2,9E+05
+1,3E+05

2,5E+05
+ 1,1E+05

0,781

3,8E+06
+4,9E+05

3,8E+06
+4,7E+05

0,972



Monocytes

0,443

Neutrophiles

0,933

Lymphocytes

0,924

Lymphocytes B

0,418

Lymphocytes T

0,335

Lymphocytes
nonBetnonT

0,587
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2,9E+04
+1,1E+04

2,1E+04
+7,8E+03

0,525

2,1E+06
+ 3,8E+05

1,8E+06
+ 3,2E+05

0,487

3,8E+06
+5,6E+05

3,8E+06
+5,5E+05

0,932

2,3E+05
+6,2E+04

1,8E+05
+4,8E+04

0,520

1,5E+06
+2,0E+05

1,8E+06
+ 2,5E+05

0,320

2,1E+06
+ 3,5E+05

1,7E+06
+2,9E+05

0,434

5,6E+04
+2,1E+04

3,7E+04
+1,4E+04

0,464

1,8E+06
+ 3,2E+05

1,9E+06
+ 3,4E+05

0,765

3,9E+06
+5,7E+05

3,9E+06
+5,7E+05

0,957

2,7E+05
+7,2E+04

2,2E+05
+5,8E+04

0,586

1,5E+06
+2,1E+05

1,9E+06
+ 2,6E+05

0,305

2,0E+06
+ 3,4E+05

1,7E+06
+2,9E+05

0,547

4,4E+04
+1,7E+04

2,8E+04
+1,1E+04

0,453

1,9E+06
+ 3,4E+05

1,9E+06
+ 3,4E+05

0,935

3,8E+06
+5,5E+05

3,8E+06
+5,6E+05

0,990

2,5E+05
+6,8E+04

1,9E+05
+5,1E+04

0,467

1,5E+06
+2,1E+05

1,9E+06
+2,5E+05

0,351

1,9E+06
+ 3,3E+05

1,7E+06
+2,9E+05

0,610

2,7E+04
+1,0E+04

2,0E+04
+7,7E+03

0,626

1,5E+06
+2,7E+05

1,9E+06
+ 3,5E+05

0,386

3,9E+06
+5,7E+05

3,8E+06
+5,6E+05

0,932

2,8E+05
+7,6E+04

1,6E+05
+ 4,2E+04

0,174

1,6E+06
+2,2E+05

1,9E+06
+ 2,6E+05

0,460

1,8E+06
+ 3,1E+05

1,7E+06
+ 3,0E+05

0,823

2,7E+04
+1,0E+04

2,2E+04
+8,3E+03

0,725

1,7E+06
+2,9E+05

2,0E+06
+ 3,6E+05

0,413

2,3E+06
+3,3E+05

2,7E+06
+ 3,9E+05

0,458

1,0E+05
+2,7E+04

9,2E+04
+2,5E+04

0,819

8,3E+05
+1,1E+05

1,2E+06
+ 1,7E+05

0,070

1,3E+06
+2,2E+05

1,3E+06
+2,2E+05

0,987

5,7E+04
+2,1E+04

3,1E+04
+1,2E+04

0,308

2,4E+06
+4,3E+05

2,6E+06
+4,7E+05

0,738

2,2E+06
+3,2E+05

2,8E+06
+4,1E+05

0,269

1,2E+05
+3,3E+04

1,3E+05
+ 3,5E+04

0,910

8,0E+05
+1,1E+05

1,3E+06
+ 1,7E+05

0,046

1,2E+06
+2,1E+05

1,3E+06
+2,3E+05

0,693

3,7E+04
+ 1,4E+04

2,0E+04
+7,6E+03

0,309

3,0E+06
+5,4E+05

2,4E+06
+4,2E+05

0,343

2,6E+06
+ 3,9E+05

2,8E+06
+4,1E+05

0,799

1,5E+05
+4,1E+04

1,4E+05
+ 3,9E+04

0,863

1,1E+06
+1,5E+05

1,3E+06
+1,8E+05

0,253

1,4E+06
+ 2,4E+05

1,2E+06
+2,1E+05

0,612

5,0E+04
+1,9E+04

2,3E+04
+8,7E+03

0,225

3,5E+06
+6,3E+05

3,0E+06
+5,4E+05

0,562

3,3E+06
+4,8E+05

3,4E+06
+ 5,0E+05

0,874

2,7E+05
+7,3E+04

1,9E+05
+5,1E+04

0,391

1,4E+06
+ 1,9E+05

1,7E+06
+2,3E+05

0,358

1,6E+06
+ 2,8E+05

1,5E+06
+ 2,5E+05

0,737

4,1E+04
+1,5E+04

2,3E+04
+8,7E+03

0,338

3,6E+06
+6,3E+05

3,2E+06
+5,6E+05

0,645

3,6E+06
+5,3E+05

3,7E+06
+5,4E+05

0,977

3,6E+05
+9,6E+04

2,3E+05
+ 6,2E+04

0,284

1,4E+06
+2,0E+05

1,8E+06
+ 2,4E+05

0,340

1,8E+06
+ 3,1E+05

1,6E+06
+2,8E+05

0,666

4,3E+04
+ 1,6E+04

2,6E+04
+9,9E+03

0,383

3,3E+06
+5,9E+05

2,9E+06
+5,2E+05

0,637

4,2E+06
+6,1E+05

3,6E+06
+5,3E+05

0,532

4,4E+05
+1,2E+05

2,6E+05
+7,1E+04

0,233

1,7E+06
+2,3E+05

1,7E+06
+2,3E+05

1,000

2,0E+06
+ 3,4E+05

1,6E+06
+2,8E+05

0,448

4,8E+04
+ 1,8E+04

3,5E+04
+1,3E+04

0,566

2,8E+06
+5,1E+05

2,9E+06
+5,2E+05

0,888

4,2E+06
+6,1E+05

3,7E+06
+5,4E+05

0,577

4,2E+05
+1,1E+05

2,9E+05
+7,8E+04

0,358

1,7E+06
+2,3E+05

1,8E+06
+ 2,4E+05

0,787

2,0E+06
+ 3,4E+05

1,7E+06
+ 3,0E+05

0,573

3,2E+04
+1,2E+04

3,3E+04
+1,3E+04

0,956

2,6E+06
+4,6E+05

2,7E+06
+5,0E+05

0,903

4,5E+06
+6,6E+05

3,8E+06
+5,7E+05

0,431

4,3E+05
+1,2E+05

2,5E+05
+6,8E+04

0,199

1,8E+06
+ 2,5E+05

1,7E+06
+ 2,5E+05

0,864

2,2E+06
+ 3,7E+05

1,7E+06
+ 3,0E+05

0,341

4,2E+04
+ 1,6E+04

3,7E+04
+1,4E+04

0,799

1,8E+06
+ 3,3E+05

2,4E+06
+4,2E+05

0,323

3,9E+06
+5,8E+05

3,6E+06
+5,3E+05

0,700

3,0E+05
+8,1E+04

2,2E+05
+ 5,8E+04

0,424

1,5E+06
+2,1E+05

1,6E+06
+2,2E+05

0,782

2,1E+06
+ 3,5E+05

1,7E+06
+ 3,0E+05

0,484

9,9E+04
+ 3,8E+04

6,8E+04
+2,6E+04

0,499

1,7E+06
+ 3,1E+05

2,1E+06
+ 3,8E+05

0,454

3,7E+06
+5,4E+05

3,2E+06
+4,6E+05

0,489

2,8E+05
+7,6E+04

1,9E+05
+5,1E+04

0,329

1,5E+06
+ 2,0E+05

1,4E+06
+ 1,9E+05

0,845

1,9E+06
+3,2E+05

1,5E+06
+2,6E+05

0,383

1,3E+04
+4,9E+03

2,0E+04
+7,5E+03

0,454

1,5E+06
+2,7E+05

1,6E+06
+2,8E+05

0,879

2,3E+06
+ 3,4E+05

2,5E+06
+ 3,7E+05

0,712

1,1E+05
+2,9E+04

1,3E+05
+ 3,6E+04

0,589

8,6E+05
+1,2E+05

1,1E+06
+ 1,5E+05

0,248

1,3E+06
+2,3E+05

1,2E+06
+2,1E+05

0,843

1,7E+04
+6,5E+03

9,6E+03
+ 3,6E+03

0,335

1,3E+06
+2,3E+05

1,5E+06
+2,6E+05

0,677

2,9E+06
+4,2E+05

2,6E+06
+3,8E+05

0,622

1,9E+05
+5,0E+04

1,2E+05
+3,1E+04

0,265

1,2E+06
+ 1,6E+05

1,2E+06
+ 1,6E+05

0,939

1,5E+06
+2,5E+05

1,2E+06
+2,1E+05

0,503

2,0E+04
+7,6E+03

1,0E+04
+ 3,8E+03

0,283

1,3E+06
+ 2,5E+05

1,2E+06
+2,2E+05

0,750

2,3E+06
+3,5E+05

2,3E+06
+3,3E+05

0,954

1,3E+05
+3,7E+04

1,1E+05
+ 3,0E+04

0,650

9,6E+05
+1,4E+05

1,0E+06
+ 1,4E+05

0,728

1,2E+06
+2,1E+05

1,1E+06
+1,9E+05

0,749



Monocytes
conventionnels

0,584

Monocytes
inflammatoires

0,841

Monocytes
intermédiaires

0,407

Lymphocytes
NK

0,329

Lymphocytes
non NK

0,772

Ratio
neutrophiles et
monocytes
inflammatoires

0,279
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3,0E+04
+1,2E+04

2,2E+04
+9,1E+03

0,638

2,9E+04
+1,1E+04

2,8E+04
+1,0E+04

0,935

1,1E+04
+4,0E+03

6,7E+03
+2,4E+03

0,379

6,3E+04
+2,2E+04

4,6E+04
+1,6E+04

0,531

3,8E+06
+5,9E+05

3,7E+06
+5,7E+05

0,880

39.1
+127

45.9
+1438

0.734

2,6E+04
+1,1E+04

2,4E+04
+9,9E+03

0,883

2,8E+04
+1,0E+04

2,8E+04
+1,0E+04

0,989

6,9E+03
+2,5E+03

4,5E+03
+1,6E+03

0,449

4,8E+04
+1,7E+04

3,9E+04
+1,4E+04

0,701

3,8E+06
+5,8E+05

3,7E+06
+5,7E+05

0,939

353
+115

62.2
+20.0

0.267

5,2E+04
+2,1E+04

2,1E+04
+8,5E+03

0,198

2,3E+04
+8,6E+03

2,5E+04
+9,1E+03

0,909

8,3E+03
+3,0E+03

5,4E+03
+2,0E+03

0,433

5,1E+04
+1,8E+04

3,9E+04
+1,4E+04

0,582

2,5E+06
+ 3,9E+05

2,5E+06
+ 3,9E+05

0,955

42.2
+13.7

57.3
+184

0.523

4,2E+04
+1,7E+04

5,3E+04
+2,2E+04

0,686

3,9E+04
+1,4E+04

4,0E+04
+1,4E+04

0,970

1,5E+04
+5,3E+03

1,2E+04
+4,3E+03

0,685

5,4E+04
+1,9E+04

4,5E+04
+1,6E+04

0,696

3,8E+06
+6,0E+05

3,5E+06
+ 5,5E+05

0,708

29.3
+9.6

47.6
+154

0.331

2,9E+04
+1,2E+04

1,8E+04
+7,5E+03

0,478

2,0E+04
+7,5E+03

1,3E+04
+4,6E+03

0,414

7,8E+03
+ 3,0E+03

6,5E+03
+2,3E+03

0,732

4,2E+04
+ 1,5E+04

1,2E+04
+4,3E+03

0,080

2,2E+06
+3,5E+05

2,0E+06
+ 3,2E+05

0,801

34.5
+115

78.7
+252

0.137



PBMC

0,769

Lymphocytes T
CD4+

0,784

Lymphocytes T
CD8+

0,073

Lymphocytes T
CD4- et CD8-

0,377

Ratio
Lymphocytes T
CD4+ et
CD8+

0,063
IL1a

0,759
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4,0E+06
+5,8E+05

3,9E+06
+5,6E+05

0,867

9,8E+05
+1,5E+05

1,1E+06
+1,6E+05

0,636

4,0E+05
+5,8E+04

6,0E+05
+ 8,6E+04

0,086

8,3E+04
+2,0E+04

1,2E+05
+2,7E+04

0,366

25
+0,2

18
+0,2

0,041

30,6
+83

31,8
+8,6

0,922

3,9E+06
+5,7E+05
3,8E+06
+5,6E+05

0,955

8,5 29,4
+25 +8,0
12,8 26,8
+3,6 +73
0,355 0,817

27,2
+74

28,1
7,7

0,939

2,7E+06
+ 3,9E+05

2,6E+06
+ 3,8E+05

0,920

6,6E+05
+9,9E+04

8,0E+05
+1,2E+05

0,383

3,4E+05
+4,9E+04

4,6E+05
+6,6E+04

0,183

5,1E+04
+1,2E+04

7,5E+04
+1,8E+04

0,280

19
+0,2

18
+0,2

0,484

26,7
+73

29,2
+8,0

0,822

4,0E+06
+5,8E+05

3,8E+06
+55E+05

0,801

1,0E+06
+1,5E+05

9,8E+05
+1,5E+05

0,790

4,1E+05
+5,9E+04

5,4E+05
+7,7E+04

0,217

8,7E+04
+2,1E+04

9,8E+04
+2,3E+04

0,722

2,5
+0,2

18
+0,2

0,027

26,9
+7,4

325
+8,8

0,640

2,3E+06
+3,5E+05

2,2E+06
+ 3,1E+05

0,739

6,4E+05
+1,0E+05

6,2E+05
+9,3E+04

0,883

2,4E+05
+3,8E+04

3,0E+05
+4,3E+04

0,364

7,1E+04
+1,8E+04

7,7E+04
+1,8E+04

0,827

2,6
+0,2

2,1
+0,2

0,116

21,6
+59

25,0
+6,8

0,713



IL1b

0,138

IL1Ra

0,955

IL2

0,932

IL4

0,643

IL6

0,763

IL8

0,093
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125
+45

26,1
+9,0

0,200

139,4
+67,8

121,0
+58,9

0,841

1214,0
+400,6

1279,6
+422,2

0,912

983,0
+257,6

1146,0
+300,2

0,688

16,4
+94

18,6
+10,6

0,877

1099,9
+139,7

1729,2
+219,5

0,032

12,6
+45

25,0
+8,6

0,226

30,4
+152

38,8
+19,2

0,737

4279
+141,4

611,5
+201,9

0,471

547,2
+1435

800,6
+209,8

0,339

6,0
+3,8

6,1
+39

0,979

1066,2
+135,4

1388,2
+176,3

0,173

10,7
+39

18,8
+6,6

0,311

102,0
+49,8

101,2
+49,4

0,991

11413
+376,6

1129,1
+372,6

0,982

931,8
+244,2

1025,4
+268,7

0,801

23,4
+13,1

30,9
+17,2

0,733

1362,7
+173,0

1654,5
+210,0

0,305

139
+49

26,8
+9,2

0,241

100,3
+49,0

115,8
+56,4

0,839

1001,4
+330,5

1187,0
+391,7

0,724

904,4
+237,0

1110,0
+290,8

0,594

348,9
+188,8

328,3
+177,7

0,938

1289,9
+163,8

1529,1
+194,1

0,365

13,4
+438

30,0
+10,3

0,169

109,3
+533

104,4
+50,9

0,948

1016,7
+3355

1174,2
+387,5

0,764

990,1
+259,4

1140,6
+298,8

0,710

224,1
+121,4

1315
+715

0,524

1325,2
+168,3

1473,8
+187,1

0,566

11,0
+4,0

27,4
+9,4

0,135

86,3
+42,2

108,6
+53,0

0,747

1040,9
+3435

511,7
+169,1

0,192

924,6
+242,3

1125,9
+295,0

0,608

16,9
+9,6

68,7
+37,6

0,207

1489,2
+189,1

1792,3
+2275

0,326

12,7
+4,6

24,1
+83

0,254

130,6
+63,6

111,8
+54,5

0,826

896,7
+296,0

1100,1
+363,1

0,672

966,6
+253,3

989,4
+259,3

0,951

166,1
+90,2

1754
+95,2

0,945

1577,9
+200,3

2076,9
+263,6

0,158



IL10

0,692

IL17a

0,602

IFNg

0,890

IP10

0,822

CCL2

0,155

CCL3

0,198
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554,4
+143,4

474,1
+122,7

0,678

2,0
+0,9

17
+0,9

0,826

2,3
+0,9

2,7
+1,0

0,786

1088,0
+178,9

1245,8
+204,8

0,573

518,9
+107,8

4342
+90,2

0,558

642,6
+81,2

803,6
+101,5

0,239

196,7
+51,1

2138
+555

0,825

11
+0,7

0,8
+0,6

0,756

16
+0,7

2,0
+0,8

0,747

671,7
+110,5

795,6
+130,9

0,483

273,0
+56,8

242,1
+50,4

0,691

280,5
+355

405,9
+51,3

0,067

567,9
+146,9

430,5
+111,4

0,471

2,8
+1.2

18
+0,9

0,524

2,2
+0,8

2,7
+1,0

0,685

916,2
+150,7

972,7
+160,0

0,802

695,3
+144,4

469,5
+97,5

0,219

631,4
+79,8

7377
+93,2

0,403

8232
+212,9

659,9
+170,7

0,561

57
+21

31
+13

0,328

53
+17

5,2
+16

0,943

911,3
+149,9

934,1
+153,6

0,917

1843,1
+382,3

957,2
+198,7

0,062

613,1
+77,4

780,2
+985

0,207

567,1
+146,7

491,4
+127,2

0,703

2,3
+1,0

2,1
+1,0

0,919

10,8
+3,1

9,4
+27

0,741

1426,8
+234,6

1205,0
+198,1

0,484

881,1
+182,9

551,3
+114,5

0,152

608,6
+76,9

762,4
+96,3

0,236

487,1
+126,1

503,4
+130,3

0,930

2,1
+1,0

21
+1,0

0,976

2,8
+1,0

2,9
+1,0

0,976

982,6
+161,6

934,3
+153,7

0,832

548,6
+113,9

4414
+91,7

0,478

634,0
+80,1

793,7
+100,2

0,237

509,1
+131,7

386,2
+100,0

0,472

44
+17

2,2
+1,0

0,303

19
+0,8

2,2
+0,8

0,816

537,5
+88,5

607,9
+100,0

0,608

932,3
+1935

561,6
+116,7

0,127

613,9
+715

698,6
+88,2

0,484



CCL4 40,4 7 37,5 39,0 39,3 37,5 36,3
+133 28 +12,4 +12,8 £12,9 12,4 +12,0

0,741
1255,1 608,1 1112,3 1281,2 1182,6 1326,6 921,8
95 34 +9,0 +125 +10,9 +12,6 87
0,482 0,682 0,510 0,949 0,715 0,964 0,504
TNFa 12445 418,6 1194,2 1092,6 1164,0 1129,1 923,2
+370,6 +124,9 +355,7 +325,4 +346,7 +336,3 +275,0

0,822
1255,1 608,1 11123 1281,2 1182,6 1326,6 921,8
+3738 +181,2 +331,3 +381,6 +352,2 +395,1 +274,6
0,984 0,406 0,869 0,714 0,971 0,710 0,997

Abréviation : inoc. : inoculée. Les p-valeurs en gras et surlignées en jaune montrent un effet significatif de SOCS2 sur le phénotype étudié (p-valeur < 0,05) tandis que les p-valeurs surlignées en vert sont celles qui se
rapprochent le plus de la significativité (0,05 < p-valeur <0,1) et pour lesquelles une interprétation de tendance est réalisée au vu du faible effectif de I'expérimentation (seuil suggestif).
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Annexe 11 Quantités moyennes par génotype SOCS?2 des populations cellulaires dans le sang
au cours de I'infection expérimentale (Chapitre 1V.)
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Annexe 12 Diagrammes de Venn représentant les génes différentiels en commun ou
indépendants entre les analyses RNA-seq mettant en lumiere la réponse immunitaire
(différences entre les temps, analyses tous génotypes SOCS2 -TOUT- ou intra-génotype SOCS2
-CC et TT-) entre TO et les autres temps (quand le nombre de génes est différent de 0 ou 1)
(Chapitre 1V.)
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Annexe 13 Principales (Top 10) voies canoniques parmi les génes a expression différentielle
entre quelques temps de !’infection expérimentale (Chapitre 1V.)

Contraste Geénes Voies canoniques
annotés
TOvs T16 3940 1. ERK/MAPK 6. PI3K dans les lymphocytes B
(63%) 2. Aldostérone dans les cellules épithéliales 7. Récepteur des lymphocytes B
3. Activation de Thl and Th2 8. CD28 dans les lymphocytes T auxiliaires
4. Mécanismes moléculaires du cancer 9. Thl
5. PIBK/AKT 10. Récepteur des lymphocytes T
TOvs T24 3919 1. Mécanismes moléculaires du cancer 6. Cancer du sein génétique
(68%) 2. CD28 dans les lymphocytes T auxiliaires 7. Activation de Thl and Th2
3. Rdle du géne BRCAL dans la réponse en cas de 8. mTOR
dégradation de I'ADN 9. Phagocytose via les récepteurs FCy dans les
4. Récepteur des lymphocytes T macrophages et monocytes
5. Récepteur des lymphocytes B 10. RANK dans les ostéoclastes
TO vs T56 277 1. Rdles mitotiques de la PLK 6. Interférons
(55%) 2. Contr6le du cycle cellulaire de la réplication 7. Inhibition des métalloprotéases matricielles
chromosomique 8. GADD45
3. Entrée en phase S a médiation cestrogénique 9. Dégradation de I’ADN induite par 14-3-3c
4. Ostéoarthrose 10. Cyclines et régulation du cycle cellulaire
5. Cycle cellulaire : Régulation des points de
contréle G2/M des dégradations de I'ADN
TOvs T104 3371 1. Hypertrophie cardiaque (augmentée) 6. Activation de Th1 and Th2
(66%) 2. Intégrines 7. Mécanismes moléculaires du cancer
3. Phagocytose via les récepteurs FCy dans les 8. Jonction des cellules germinales et de

4
5

macrophages et monocytes
. Extravasation des leukocytes
. STAT3

9.
10.

Sertoli
Kinases Tec
Récepteur des lymphocytes T

Abréviations : BRCAL : BReast CAncer 1 ; ERK : Extracellular-signal-Regulated Kinase ; FC : Fragment cristallisable ; GADD45 : Growth
Arrest and Dna Damage inducible ; MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinases ; PI3K : Phospholnositide 3-Kinase ; PLK : Polo-Like Kinase
; RANK : Receptor Activator of Nuclear Factor kappa-B ; STAT : Signal Transducers and Activators of Transcription ; Th : Lymphocytes T

auxiliaires.
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Annexe 14 Genes différentiellement exprimes entre les C/C et les T/T aux différents temps de
I'infection expérimentale (Chapitre 1V.)

P-valeur  Géne différentiellement exprimé Log OAR Début  Fin Temps
fold- (Mb, sauf pour les
change Contig, en pb)
1,75E-09 LOC105606568 2,92 4 70,55 70,56  t056
1,03E-08 XLOC_000330 -5,64 Contigl734 16 705 18048 t104
6,61E-08  XLOC_005504 4,50 1 292,96 292,97  t056
2,136-07 PTX3 6,04 250,84 250,85  t056
2,96E-07 LOC114108696 -4,22 2 217,07 217,08  t008
3,22E-07 CMPK2 1,63 3 17,27 17,29  t056
3,44E-07 LOC105606856 1,59 11 48,92 48,93  t056
4,02E-07 SMTNL1|UBE2L6 1,17 15 87,01 87,12  t056
8,91E-07 IFI6 2,48 2 255,15 255,18 1056
1,00E-06  IL3RA 2,61 X 0,78 0,78 1056
1,06E-06 FAM71F1 2,17 4 101,51 101,55  t056
1,08E-06 XLOC_029031 3,98 3 160,91 160,94  t056
1,29E-06  XLOC_024007 2,32 21 30,70 30,71  t056
1,34E-06  SLC26A8 2,29 20 11,56 11,64  t056
1,48E-06 XLOC_039743 2,69 9 54,60 54,60  t056
1,53E-06 XLOC_000627 -5,50 Contig2315 4141 5143 1056
1,70E-06  SDR42E2 -4,65 24 20,54 20,56  t056
2,37E-06  XLOC_000401 -2,51 Contig1890 11070 14207  t012
2,43E-06 XLOC_010460 2,89 13 49,75 49,77 1016
2,63E-06 IQCH 4,24 7 15,02 1526  t056
2,64E-06 LOC114110327 6,49 22 43,42 43,42  t056
3,07E-06 LOC114116917 4,31 11 49,60 49,61  t056
3,17E-06  LOC101103862|LOC101104114 4,43 23 68,06 68,11  t056
3,22E-06 NR2E1 2,63 8 32,29 32,29 1056
3,46E-06 MINDY1 1,84 1 106,69 106,70  t056
3,86E-06 BMX 2,52 X 14,38 14,43 t056
4,14E-06 DPH5 1,47 1 82,85 82,98 1056
4,48E-06 BRSK2 -1,92 21 51,94 51,99  t056
4,63E-06 LOC114110327 6,26 22 43,42 43,42 1104
517E-06  XLOC_024327 2,93 21 52,69 52,69  t056
5,21E-06 LOC101107096 3,08 5 16,23 16,32  t056
559E-06 LOC114118421 3,64 15 51,35 51,36  t104
6,11E-06  IL22RA2 2,36 8 68,45 68,55  t056
6,86E-06  S100A9 3,06 1 109,83 109,83  t056
6,88E-06  XLOC_034619 5,29 5 16,23 16,23  t056
6,88E-06 LOC114118421 3,55 15 51,35 51,36 t056
6,92E-06 LOC114113694 1,93 3 16,04 16,13  t056
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7,31E-06
7,97E-06
7,98E-06
8,51E-06
8,62E-06
8,94E-06
9,41E-06
9,69E-06
9,85E-06
9,98E-06
1,05E-05
1,13E-05
1,18E-05
1,26E-05
1,34E-05
1,47E-05
1,51E-05
1,69E-05
1,73E-05
1,77E-05
1,82E-05
2,06E-05
2,09E-05
2,16E-05
2,18E-05
2,36E-05
2,38E-05
2,40E-05
2,41E-05
2,53E-05
2,54E-05
2,62E-05
2,87E-05
2,91E-05
2,97E-05
3,21E-05
3,37E-05
3,51E-05
3,56E-05
3,66E-05
3,83E-05
3,84E-05
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XLOC_032661
XLOC_000627

FZD5

LOC105607012

ALPL

DDX58

FZD6

AP1M2

LOC114114833

S100A8

ADAMTSL5

RSAD2
LOC114113097|XLOC_003973
TCN1

RAB3IP

XLOC_039596

ILIR2

GPAT2

XLOC_027597
LOC105611303
XLOC_035000
XLOC_037592

CRYAB
LOC105605445|MIR221
EIF2AK2
XLOC_029029
ADGRG3

FOLR3

LOC114108712
ASAP1|XLOC_040120

BCL2A1|LOC101114310|XLOC_016610

XLOC_012598
ILI8RAP

IL18R1
LOC114112479]XLOC_000758
RYR1

LOC101103771
XLOC_033332|ZNF333
LOC106990969

IP6K3

BST-2A

AUH|XLOC_020296

2,87
-5,26
1,98
2,43
2,74
2,32
2,42
2,29
2,96
2,91
-3,34
2,00
3,45
2,92
2,07
2,31
3,85
5,70
4,16
1,87
211
2,12
3,44
1,30
1,22
4,16
2,20
4,58
2,36
2,82
1,49
2,29
2,06
2,07
-1,67
217
2,55
2,08
1,97
6,80
2,01
1,45

4
Contig2315
2

14
15
17

18
14

Contig267
14
1
5
2
20

[8)]

34,82
4141
223,94
27,68
260,71
109,83
81,99
13,40
15,81
109,86
46,01
17,30
75,97
89,36
160,84
2541
106,08
110,50
43,54
169,80
46,45
18,69
24,75
46,23
92,51
160,91
27,25
54,79
70,45
25,07
23,85
61,18
105,69
105,74
10 007
51,12
109,84
9,35
223,84
9,55
5,75
21,72

34,83
5143
223,96
27,70
260,78
109,89
82,03
13,41
15,84
109,87
46,02
17,31
76,06
89,38
160,91
2541
106,25
110,51
43,54
169,83
46,46
18,74
24,77
46,34
92,55
160,91
27,28
54,80
70,46
25,41
23,92
61,19
105,73
105,77
23706
51,25
109,85
9,44
223,89
9,57
5,76
27,92

t056
t104
t056
t056
t056
t056
t104
t104
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t104
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056



3,94E-05
3,99E-05
4,04E-05
4,27E-05
4,33E-05
4,34E-05
4,71E-05
4,82E-05
4,84E-05
4,99E-05
5,11E-05
5,17E-05
5,30E-05
5,56E-05
5,62E-05
5,86E-05
5,88E-05
5,99E-05
6,05E-05
6,26E-05
6,96E-05
7,01E-05
7,16E-05
7,17E-05
7,22E-05
7,32E-05
7,77TE-05
7,88E-05
8,12E-05
8,18E-05
8,44E-05
8,63E-05
8,81E-05
8,92E-05
9,17E-05
9,23E-05
9,27E-05
9,66E-05
1,04E-04
1,05E-04
1,06E-04
1,08E-04
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XLOC_037579
LOC101112257
XLOC_015955
THBD
LOC101102413
LOC101102627
SETD1B
XLOC_042226
CFI
LOC101110828
CHMP5

MMP9
LOC105608615|LOC114113997
XLOC_023085
XLOC_020177
FABP7.3

MX2

CASP7
XLOC_035548
XLOC_005810
RTP4

GPAT3

FAR?2
LOC101103965
XLOC_016625
XLOC_022290
XLOC_029779
XLOC_035910
LOC101107365
IFIT3
XLOC_036723
IFI35

IL2RA
LOC114118420|XLOC_013297
LOC105606875
MGAM
XLOC_024009
BEST3
LOC105610700
VEPH1
XLOC_039754
SERINC2

3,62
3,04
5,92
2,10
4,73
2,14
5,83
1,25
2,98
-2,46
0,61
2,97
-1,66
5,88
3,38
1,88
3,07
0,81
6,58
5,15
1,48
131
1,55
1,37
3,50
3,02
-3,21
2,55
1,46
1,64
-3,49
0,60
1,45
1,32
7,22
2,16
2,37
3,88
3,58
3,22
4,55
1,65

15
17
13
14

17

14

13

20

22

10

18
20

10
22

11
13
15
11

N © B b~ W

17,34
89,41
23,88
43,27
41,86
142,57
62,45
115,66
18,73
63,77
39,90
78,11
155,32
41,76
3,21
17,29
284,81
37,31
46,58
57,34
218,44
108,60
198,76
194,02
25,23
40,78
238,20
123,05
13,57
12,76
12,35
20,07
11,38
51,16
49,55
114,11
30,70
160,96
34,86
250,76
54,84
251,61

17,35
89,42
23,88
43,28
41,86
142,57
62,48
115,67
18,78
63,95
39,91
78,12
155,48
41,76
3,23
17,29
284,87
37,35
46,59
57,40
218,44
108,66
198,93
194,06
25,24
40,78
238,21
123,06
13,58
12,77
12,35
20,08
11,43
51,25
49,59
114,20
30,70
161,02
34,91
251,03
54,84
251,63

t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056
t056



1,10E-04
1,11E-04
1,12E-04
1,14E-04
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Abréviations : OAR : Ovis Aries ; Mb : Mégabase ; pb : paire de bases. Le fold-change (exprimé en logarithme en base 2) est le rapport du
niveau moyen d'expression du géne chez les T/T par rapport a la référence C/C. Les génes commencant par « LOC » sont des loci non annotés
spécifiquement pour [’espéce ovine sur le génome de référence. Ceux commengant par « XLOC » sont des loci nouvellement créés lors de
I’assemblage de novo sur notre nouveau modele de référence a partir des transcrits de cette infection expérimentale. Lors de [’assemblage de
novo, des loci qui englobent plusieurs loci peuvent apparaitre : ils proviennent de lectures qui font la jonction entre plusieurs génes car la

polymérase ne s’arréte pas.
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Annexe 15 Sparse multilevel multi-bloc PLS-DA avec comme facteur discriminant le « temps
de contr6le » sur les blocs des données de comptages de genes (A), des données cliniques (B),

et des données lait-sang (C) a tous les temps du transcriptome de [’infection expérimentale
(Chapitre 1V.)
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Chaque temps de controle est matérialisé par une couleur et un symbole différents, comme indiqué dans la lIégende. Chaque point symbolisé
représente un échantillon, correspondant donc a un animal a un temps de contréle du protocole.
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Annexe 16 Sparse multi-bloc PLS-DA avec comme facteur discriminant le « génotype SOCS2 »
sur les blocs des données de comptages de genes (A), des données cliniques (B), et des données
lait-sang (C) a tous les temps du transcriptome de ['infection expérimentale (Chapitre 1V.)
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Chaque génotype SOCS2 est matérialisé par une couleur et un symbole différents, comme indiqué dans la légende. Chaque point symbolisé
représente un échantillon, correspondant donc a un animal a un temps de contréle du protocole.

Page | 227



Annexe 17 PLS-DA avec comme facteur discriminant le « génotype SOCS2 » sur les blocs des
données de comptages de génes (A, avec option « sparse »), cliniques (B), de lait (C), et de

sang (D) a T56 (Chapitre I1V.)

_=PLE-DA 156 counts 19 832 varisbles factor genotype ;’ e PLS-0A T56 clinical 6 varisbies factor genctype

A B

PLS-DA 756 milk  variables factor genotype ;’ . _ PLS-DA T56 biood 34 varisbles lactor genotype

C D

T et e R

Chaque génotype est matérialisé par une couleur et un symbole différents, comme indiqué dans la Iégende. Chaque point symbolisé représente
un échantillon, correspondant donc a un animal a un temps de contréle du protocole qui est ici T56.
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Annexe 18 Graphique des individus de la sparse multi-bloc PLS-DA avec comme facteur
discriminant le « génotype SOCS2 » dans les blocs de données de comptages de genes (A), de

données cliniques (B), de données du lait (C) et de données du sang (D) a T56 de [’infection
expérimentale (Chapitre 1V.)
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Chaque génotype est matérialisé par une couleur différente, comme indiqué dans la légende. Chaque individu labellisé représente un
échantillon, correspondant donc & un animal & un temps de contrdle du protocole qui est ici T56.
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Annexe 19 Variables expliquant le plus [’axe 1 de la sparse multi-bloc PLS-DA avec comme
facteur discriminant le « génotype SOCS2 » dans les blocs de données de comptages de génes
(A), de données cliniques (B), de données du lait (C) et de données du sang (D) a T56 de
infection expérimentale (Chapitre 1V.)
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Annexe 20 Résumé de la communication orale présentée a la 27¢™ Conférence Animal & Plant
Genome (PAG) du 12 au 16 janvier 2019 (San Diego, ETATS-UNIS)

Alternative methods improve the accuracy of genomic prediction
using the information of a pleiotropic point mutation in a dairy
sheep model

Claire Oget’, Marc Teissier', Jean-Michel Astruc®, Gwenola Tosser-Klopp'* and Rachel Rupp'*
P GenPhySE, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Castanet Tolosan, France
Y Institut de VElevage, 31321, Castaner-Tolosan, France

* These authors contributed equally 1o thiy work

clatre.oger® inradr (Covresponding Author)

Abstract

We evaluated genomic prediction accuracy using different methods to include the effect of a major gene
pleiotropic point mutation, We studied as an example the SOCS2 gene mutation influencing the host's
inflammatory response to mammary infections, body growth and milk production.

We performed genetic evaluation for Somatic Cell Scores as well as for four milk production and three
mammary type traits, The data was composed of 14,729 genotyped animals (lHumina OvineSNPS0
BeadChip). Pedigree-based BLUP was compared with single-step GBLUP (ssGBLUP) and four
weighted ssGBLUP methods (WssGBLUP), which give weights to SNPs according to their effect on
the evaluated trait. In order to include the Socs2 genotype information in the evaluation, we previously
imputed the point mutation for all the genotyped individuals, We then also tested pedigree and genomic-
based Gene Content methods, a multiple-trait genomic model that includes Socs2 genotypes as a trait,
and all the ssGBLUP methods previously described when adding the point mutation as a SNP among
markers. We computed accuracies of genomic estimated breeding values (GEBV).

We gained +12.4% in GEBV average accuracy between pedigree-based BLUP and ssGBLUP models
and +3.4% between ssGBLUP and WssGBLUP methods, The inclusion of the Socs2 genotypes with the
genomic Gene Content method gave similar results as WssGBLUP, The addition of the Socs2 SNP in
ssGBLUP methods only brought an average gain of +0.23%. Weighted ssGBLUP methods were
therefore more efficient for detecting SNPs with strong effects and for better predicting GEBV than
ssGBLUP. When no chip data is available for genomic selection, the Gene Content method can
efficiently account for partial genotyping information on major genes (+4.35%).

Keywords

Genomics; Genomie Selection; Quantitative Trait Loci; Genome-Wide Association Study; Dairy Sheep;
Mastitis; Disease Resistance;

Page | 231



Annexe 21 Poster présenté au 20°™ séminaire des doctorants du Département de Génétique
Animale (INRA) les 09-10 mai 2017 (Rennes, FRANCE)

PLEIOTROPIC EFFECTS OF THE R96C MUTATION
IN THE DAIRY SHEEP Socs2 GENE

Claire Oget' - Advisors: Rache} Rupp', Gwenola Tosser-Klopp'
VINRA, UMR 1388 Génétique, Physiologle et Systémes d'Elevage, Castanet-Tolosan, France
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Annexe 22 Poster et papier court associé, présentés au congrés mondial de génétique animale
appliquée aux animaux d’élevage (WCGALP) du 11 au 16 feévrier 2018 (Auckland,
NOUVELLE-ZELANDE)

FINE MAPPING OF 7 QTL REGIONS IN DAIRY SHEEP CONFIRMS
= PLEIOTROPIC EFFECT OF THE R96C MUTATION IN THE Socs2 GENE
' ON SCC, BACTERIAL INFECTION, SIZE AND MILK PRODUCTION
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Fine mapping of 7 QTL regions in dairy sheep confirms pleiotropic effect of
the R96C mutation in the Socs2 gene on SCC, bacterial infection, size and
milk production

C. Oget’, C. Allain’, D. Portes®, G. Foucras®, G. Tosser-Klopp'® & R. Rupp'®

" GenPhySE, Université de Toulouse, INRA, INPT, ENVT, Castanet Tolosan, France
claire.oget'a.inra.frmailto: Riberc @univit.com (Corresponding Author)

2INRA, Domaine de La Fage, 12250 Saint-Jean-et-Saint-Paul, France

YIHAP, Université de Toulouse, INRA, INPT, ENV1, Castanet Tolosan, France

* These authors contributed equally to this work.

Summary

The aim of this study was to investigate the pleiotropic effects of a Socs2 gene point mutation
associated to lower resistance to mastitis, an inflammation of the mammary gland, mostly due
to bacterial infection by Staphylococci in dairy sheep. GWAS were performed on SCC
(Somatic Cell Count), bacterial infection, animal size and milk production using a 960
custom-designed ovine SNP chip and a data set of 504 Lacaune dairy ewes. The results
confirmed the strong effect of this mutation on the inflammatory response (p-value of
LSCS L1 = 3.03e-07 and p-value of abscess = 2.83e-03), a slighter effect on animal size (p-
value of W_ DAY 250 = 3.71e-04) and also showed for the first time an effect of this
mutation on intramammary infections (p-value of STAPH L1 = 6.80e-04). In contrast, no
effect on milk production could be confirmed (p-value of MILK L1 = 2.01e-01), suggesting
an indirect role of SOCS-2 protein on milk production. Then pleiotropy tests (CLIP test)
proved pleiotropic effects of the mutation on SCC, bacterial infection, size and more
indirectly on milk production.

Keywords: dairy sheep, genetic resistance, mastitis, genome wide association study
Introduction

Mastitis is an inflammation of the mammary gland, which is mostly due to bacterial
infections by Staphylococci in dairy sheep. Mastitis is a serious burden for the milk industry
due to the altered quality of milk and increased cost for production and flock renewal. Beside
hygienic measures, genetic selection for improved resistance to mastitis is now considered
and implemented in breeding programs of several dairy breeds worldwide. However,
resistance to mastitis is a highly complex trait which genetically-determined biological basis
1s mostly unknown.

In dairy sheep, several QTL regions controlling milk somatic cell count (SCC), an
indirect indicator of udder infection, have been identified within the EU-funded 3SR project
(Sustainable Solutions for Small Ruminants, FP7-KBBE-245140). These QTL regions were
then confirmed by Banos ef al. (2017) with four mastitis indicator traits (clinical mastitis
occurrence, milk SCC, total viable bacterial count in milk and the California mastitis test).
Amongst these QTLs, Rupp ef al. (2015) identified a SNP (Single-Nucleotide Polymorphism)
in the coding frame of Socs2? associated with high SCC in the Lacaune breed. This point
mutation was localized in the SH2 binding domain of the SOCS-2 protein leading to the loss
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of ligand recognition. This strongly suggests that the identified R96C mutation was causal,
although the effect of other SNPs in the QTL region could not be fully excluded. It was also
demonstrated that size, weight and milk production were significantly increased in ewes
carrying the mutated Socs2 allele when compared to wild type sheep.

The objective of this work was (i) to confirm and fine map seven ovine QTLs
controlling mastitis resistance using a 960 custom-designed ovine SNP chip, (ii) to assess the
effect of confirmed QTLs on bacterial infection, and iii) to identify and prove possible
pleiotropic effects of QTLs on animal size and milk production.

Material and methods
Animals and phenotypes

The data set included 504 Lacaune dairy ewes from a divergent selection based on extreme
breeding values for the somatic cell score (SCS) at the INRA experimental facility of La Fage
(UE 321, Roquefort, France) (Rupp ef al., 2009).

Monthly SCC were log-transformed for normality into SCS. Test-day SCS and milk
yield were averaged over lactation and corrected for the year of control and feeding method.
The considered variables were LSCS and MILK for the first and second lactation (L.1 and L2,
respectively).

The Staphylococcus spp. abundance in milk was quantified at three time points in first
lactation by a qPCR-based technique developed at IHAP laboratory (ENV Toulouse). Briefly,
the method combines an original extraction technique (milk centrifugation in 96-well plates,
enzymatic lysis and semi-automated DNA extraction) and high throughput gPCR in 384-well
format. Results were expressed as a bacterial titre (quantity of equivalent bacterial genomes in
10 pL of milk), expressed on a logarithmic scale (STAPH _L1). All results from each ewe
were averaged and corrected for the effects of month and year of sampling.

Chronic mastitis was also assessed by the presence of mammary abscess, recorded by
clinical examination. Animals were recorded as “1” (case) when examinations detected the
presence of at least one abscess at least twice, while animals were recorded “0” (control)
when they were examined healthy (without any abscess) at least three times.

Each ewe was weighed at birth (W_BIRTH), and at the age of 100 (W_DAY _100) and
250 days (W_DAY 250), and after 1 (on average 412 days, W _IST LAMB) and 2™
lambing (on average 744 days, W 2ND LAMB), and at the age of 920 days (W DAY 920).
The variables of weight were corrected for year and feeding method. Table | provides the
mean, the standard deviation and headcounts for each of these phenotypes.

Genotyping with a mastitis-specialized 960-SNP chip

All  animals were genotyped with a 960 custom-designed ovine SNP chip
(http://genoweb.toulouse.inra.fr/~tosser/3SR-WP3-960_snp mastitis/). The chip was
designed and developed within the “3SR” EU project
(http://cordis.europa.eu/project/ren/95054 en. html) based on several QTLs associated with
SCC that were found in Spanish Churra, French Lacaune and Italian Sardinian-Lacaune
Backcross populations. Seven regions of interest were selected based on commonalities
among populations or on high significance on sheep chromosomes (OAR) 2, 3, 5, 16 and 18.
SNPs were selected from the 54K or 800K Illumina ovine chips (Nicolazzi ef al., 2015) or
were identified within the “3SR™ project by novel genome sequencing. Details are provided
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in Table 2. Genomic positions refer to Ovis aries assembly v3.1 (reference NCBI),
Genome wide association mapping

After quality control, 755 SNPs were kept for the study. Genome-wide association studies
(GWAS) were performed for each phenotype using the univariate mixed model approach
implemented in the Genome-wide Efficient Mixed Model Association (GEMMA) software
(Zhou & Stephens, 2012). A Bonferroni correction of a = 5% was applied (significance
threshold = a/number of SNP). SNPs with a p-value < 6.63e-05 were considered to be
significantly associated at the chip level. Chromosome-wide significance thresholds were also
calculated with the same method.

Close Linkage versus Pleiotropism Test

Because QTL hits were found in the same genomic region for different traits (OAR3 and
OARI16), the “Close LInkage versus Pleiotropism test” (CLIP) developed by David er al.
(2013) was implemented in order to try and distinguish between pleiotropy (a single QTL
affecting more than one trait) and/or close linkage (different QTLs that are physically close).
Briefly, the test compares two traits and rejects the hypothesis of a pleiotropic QTL if the
square of the observed correlation between a combination of apparent effects at the marker
level is below the minimal value it can take under the pleiotropic assumption,

Results and Discussion
Genome wide association mapping

The OAR3 region (around 129 Mb) was found significant for 9 out of 12 traits related to
SCC, bacterial titre and weight. Table 1 provides for each analysis the p-values of the two
most significant SNPs. The first SNP, ss1553223196, is in the coding frame of the Socs2 gene
at position 129,722,200 and the second, ss1553223200, is located in the 3’UTR of CRADD
gene at position 129,927 538. The p-values of the Socs2 SNP were strongly significant for the
LSCS traits (p-values equal to 3.09e-07 for the 1* lactation), and, to a lesser extent, for
weight phenotypes (p-values from 3.71e-04 to 1.54e-03). These results confirmed earlier
findings (Rupp ef al., 2015) in a new independent population. The present study further
showed a significant association of the OAR3 QTL region with bacterial titre and chronic
mastitis. Finally, milk production traits were not found associated to any of the SNPs in this
data set.

The SNP located in the CRADD gene was always less significant than the SNP in the
Socs2 gene, except for W_DAY 920, This is additional evidence that the Socs2 gene is the
causal mutation for mastitis resistance and weight, as strongly suggested by Rupp er al.
(2015).

Some other SNPs from the 960-custom mastitis chip which are not on OAR 3, were
found significant in our study: one SNP on OAR 16 for LSCS L2 (p-value = 9.05e-07 ; MAF
= 0.015), another SNP on OAR 19 for W_DAY 920 (p-value = 3.43e-05 ; MAF = 0.143),
another SNP on OAR 16 for MILK L1 (p-value = 1.87e-05 ; MAF = 0.062), and one SNP on
OAR 19 for MILK L2 (p-value = 1.58e-04 ; MAF = 0.219). These 4 SNPs, however, were
isolated hits on a single trait and gave low confidence for true QTLs.

Page | 236



Proceedings of the World Congress on Genetics Applied to Livestock Production, 11.291

Pleiotropic effects of the mutation

The CLIP test was performed for LSCS L1, STAPH L1, W_DAY 250 and MILK_L1 traits
in the OAR 3 QTL region (13 SNPs ranged from 129.68 Mb to 130.10 Mb) in order to
determine whether those QTLs were a single pleiotropic QTL or different QTLs in close
linkage. The results are presented in Table 3. The pleiotropic assumption was never rejected
in any of the two-trait analyses with LSCS L1, STAPH L1 and W_DAY 250, thanks to
strong observed correlations of SNP effects, especially between LSCS L1 and STAPH LI
traits (r = 0.93). This suggests that all these traits may be controlled by the same causal
mutation. In contrast, as soon as we included MILK L1 trait, the observed correlations
dropped down except for the analysis with W_DAY 250 and the pleiotropic assumption was
even rejected for the analysis with STAPH _L1.

Our results strongly suggest a direct pleiotropic effect of the Socs2 gene mutation on the
inflammatory response, but also on the control of the infection. This can be explained by
changes in the regulation of signal transduction from several receptors like the well-described
Janus Kinase (JAK)/signal transducers and activators of the transcription (STAT) pathway.
The direct effect of the mutation on animal weight is also demonstrated in our study. The
interaction between SOCS-2 protein and the growth hormone receptor and signalling may
explain this effect. In contrast, the small effect of the Socs2 gene mutation on milk production
found by Rupp er al. (2015) is not confirmed in any of the analyses with our data set. The
differences observed in milk production between animals carrying or not the Socs2 mutation
could have been caused by an indirect effect on animal size rather than by a direct interaction
between SOCS-2 protein and the prolactin hormone receptor.

Conclusion
Our study confirms one ovine QTL controlling mastitis resistance on chromosome 3 using a
960 custom-designed ovine SNP chip. GWAS and CLIP test were performed and confirmed

that the QTL is caused by the R96C mutation in the Socs2 gene with pleiotropic effects on
SCC, bacterial infection, size and more indirectly on milk production.
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Additionnal Figures and Tables

Table 1. Mean, Standard Deviation, Headcount and p-values of the two most significant SNPs
located on chromosome 3 for each trait.

Trait Mean (+ SD) Nb P-value' P-value!
ss1553223196  $s1553223200
LSCS L1 308157 494 3.03e-07%** 5.24e-07***
LSCS 1.2 333£192 391 2.61e-05%** 6.41e-05%**
ABSCESS 15 cases/ 376 2.83e-03* 2.24e-02
361 controls
STAPH L1 0.69+083 404 6.80e-04* 1.61e-03*
W _ BIRTH 39+£06 502 3.92e-02 4.62e-02
W DAY 100 28730 492 5.97e-04* 1.17e-03
W_ DAY 250 50641 472 3.71e-04* 2.27e-03
W _IST LAMB 64767 438 5.01e-04* 1.83e-03
W 2ND LAMB 73477 393 1.54e-03* 2.60e-03
W DAY 920 67372 378 9.48e-04* 9.34e-04
MILK L1 909 + 182 494 2.01e-01 2.44e-01
MILK L2 11144231 391 5.77e-01 7.65e-01

F*#2Genome wide: SNP with a p-value < 6.63¢-05:; *Chromosome wide: 3.85¢-03 for chromosome 3

lable 2. SNP content for the 3SR-mastitis-960-SNP chip

Covered Origin of the SNPs SNP number
QTL interval
Discovery loc min-max before-after
OAR population(s) (Mb) (Mb) 54K 800K  Seq qual. control
2 Lacaune 125 1246 1255 19 10 29 24
2 Sardinian BC  206.7 5 5
Churra  208.7 2042 2097 106 146 252 196
3 Lacaune 129.7 1297 130.1 4 6 10 20 13
Lacaune 965 958 962 11 9 20 17
12 Churra 18.3
Sardinian BC 18 4 179 204 54 76 130 101
16 Lacaune 36.2 283 36.8 144 110 254 202
19 Churra 26.3
2
Yanms 096 236 289 75 180 255 202
Table 3. Results of the CLIP test
6
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Trait 1 Trait 2 Correlation  Correlation Significance
observed limit at 5%  (corr obs > corr limit)
LSCS L1 STAPH L1 0.93 0.67 Yes
LSCS L1 W_DAY 250 0.65 0.58 Yes
LSCS L1 MILK L1 0.24 0.14 Yes
STAPH LI W DAY 250 0.52 0.19 Yes
STAPH L1 MILK L1 6.31e-03 3.58e-02 No
W DAY 250 MILK L1 0.66 1.09e-02 Yes
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Figure 1. Manhattan plot of the Genome-Wide Association Study on LSCSL1. Each colour
change corresponds to a chromosome.

Page | 240



Résume grand public

Nous avons étudié une mutation naturellement présente dans le gene SOCS2 (Suppressor Of
Cytokine Signaling 2) chez la brebis laitiere. Cette mutation a un effet pléiotrope : défavorable
sur les mammites (infection de la mamelle) et favorable pour les caractéres de croissance et de
production laitiere. Dans cette thése, nous avons montré que la prise en compte de cette
mutation dans les modeles d’évaluation génétique permettait d’envisager une sélection plus
efficace pour améliorer la santé mammaire tout en préservant le potentiel de production. Nous
avons également mis en évidence de nouvelles associations de cette mutation avec la santé
(statut infectieux des mamelles) et la reproduction. Enfin, I’étude de la réponse a un
Staphylocoque chez des brebis porteuses et non porteuses de la mutation a montré une
différence de régulation du systeme immunitaire en lien avec la protéine SOCS-2, via la voie
de signalisation JAK/STAT (interférons et STAT3).

General public abstract

We investigated a naturally occurring mutation in the SOCS2 gene (Suppressor Of Cytokine
Signaling 2) in sheep. This mutation has a pleiotropic effect: unfavorable for mastitis (udder
infection) and favourable for growth and milk production traits. In this PhD thesis, we showed
that including this mutation in genetic evaluation models allowed considering a more effective
selection to improve mammary health while preserving the production potential. We have also
identified new associations of this mutation with health (udder infection status) and
reproduction. Finally, the study of the response to Staphylococcus in ewes without and with the
mutation showed a difference in the immune system regulation related to the SOCS-2 protein,
through the JAK/STAT signalling pathway (interferons and STAT3).
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Reéesumes

Dans cette these, nous nous sommes intéressée a une mutation dans le gene SOCS2 (Suppressor Of Cytokine Signaling 2) dont I’effet
est pléiotrope, ¢’est-a-dire qu’il concerne plusieurs caractéres d’intérét chez la brebis laitiére Lacaune. Cette mutation est défavorable
pour la résistance aux mammites (inflammation de la mamelle), et favorable pour les caracteres de croissance et de production laitiére.
Située dans le domaine de liaison trés conservé de la protéine SOCS-2, cette mutation ponctuelle (SNP : Single Nucleotide
Polymorphism) entraine la perte de fonctionnalité de la protéine qui est impliquée dans une voie majeure de signalisation chez les
mammifeéres, la voie JAK (Janus Kinase) / STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription), régulant un large spectre de
cytokines et de facteurs de croissance.

Le premier objectif de cette thése était de proposer la prise en compte de cette mutation dans le contexte de la sélection génomique
dans la race Lacaune. Les méthodes d’évaluation pondérées, et I’ajout du SNP SOCS2 parmi les marqueurs de la puce, ont apporté des
gains de précisions sur les prédictions (respectivement +3,99% et +0,26% en moyenne), laissant envisager la possibilité d’une sélection
plus efficace. La méthode Gene Content était également intéressante car elle a permis de dissocier la valeur génétique due au géne
SOCS2 de celle provenant des autres génes (polygéne). Ainsi nous avons montré que la sélection actuelle en race Lacaune permet de
diminuer la fréquence de I’alléle défavorable SOCS2 tout en améliorant la résistance aux mammites expliquée par le reste du génome.

Le deuxiéme objectif était d’étudier les effets de SOCS-2 sur des caractéres d’intérét non évalués jusqu’a présent : statut infectieux
des mamelles et reproduction chez la femelle, et croissance des males. Des études d’association avec une puce de 960 SNP, dont le
SNP SOCS2, ont confirmé I’effet de SOCS2 sur la production laitiére et sur I’inflammation mammaire, et ont montré un effet direct
sur I’infection a I’aide de nouveaux phénotypes fins (bactériologie, examens cliniques). Des modéles linéaires ont montré que la
mutation SOCS2 était associée a une augmentation de poids chez les jeunes males (+1,5%), comme cela avait été observé chez la
brebis, et a une diminution du taux de réussite a I’insémination artificielle chez les brebis (+1,3 fois de risque d’échec), sans effet sur
la prolificité. Ces résultats marquants et originaux sur la reproduction ouvrent la voie a des analyses complémentaires pour déterminer
notamment a quel stade biologique (ovulation, fécondation, implantation embryonnaire, etc.) la protéine SOCS-2 pourrait intervenir.

Le dernier objectif était de déterminer le réle de la protéine SOCS-2 dans les mécanismes biologiques sous-jacents de I’immunité grace
a I’étude de la réponse de 14 brebis porteuses et non porteuses de la mutation a 1’état homozygote dans le cadre d’une infection intra-
mammaire par un Staphylococcus aureus. L’ensemble des brebis a présenté deux pics de recrutement de cellules immunitaires vers la
mamelle & 20 et 88 heures post-inoculation (T20 et T88). Une analyse différentielle des génes exprimés a confirmé une modification
du transcriptome a partir de T16 en lien avec ’activation du systéme immunitaire, des voies de réparation de I’ADN et d’apoptose
cellulaire. Les brebis portant la mutation SOCS2 se sont différenciées des brebis sauvages, par une réaction clinique accrue a T56 et
une différence de recrutement de lymphocytes T au moment des pics inflammatoires. A T56, un total de 177 génes était
différentiellement exprimé entre les deux génotypes. Une analyse fonctionnelle de ces génes, et I’intégration entre 1’expression génique
et les phénotypes, suggérent que la mutation conduit & une sur activation des voies de transmission de signal et de régulation
(interférons, STAT3) avec un impact délétére sur 1’état clinique des brebis.

In this PhD thesis, we investigated a mutation in the SOCS2 gene (Suppressor Of Cytokine Signaling 2) with a pleiotropic effect, i.e.
it affects several traits of interest in the Lacaune dairy sheep. This mutation is unfavorable for mastitis resistance (udder inflammation),
and favorable for growth and milk production traits. This point mutation (SNP - Single Nucleotide Polymorphism), located in the
highly conserved binding domain of the SOCS-2 protein, causes the loss of functionality of the protein that is involved in a major
signaling pathway in mammals: the JAK (Janus Kinase) / STAT (Signal Transducer and Activator of Transcription) pathway,
regulating a large spectrum of cytokines and growth factors.

The first objective of this PhD thesis was to provide a basis for considering this mutation in the context of genomic selection in the
Lacaune breed. Weighted evaluation methods, and the addition of the SOCS2 SNP among the chip markers, brought gains in accuracy
on predictions (+3.99% and +0.26% respectively on average), suggesting the possibility of more efficient selection. The Gene Content
method was also interesting because it allowed dissociating the genetic value due to the SOCS2 gene from that of the other genes
(polygene). Thus, we have shown that the current selection in Lacaune breed allows reducing the frequency of the unfavorable SOCS2
allele while improving the resistance to mastitis explained by the remaining part of the genome.

The second objective was to study the effects of SOCS2 on traits of interest not yet investigated: udder infection status and reproduction
in females, and growth in males. Association studies with a 960 SNP chip, including SOCS2 SNP, confirmed the effect of SOCS2 on
milk production and mammary inflammation, and showed a direct effect on infection using new fine phenotypes (bacteriology, clinical
examinations). Linear models showed that the SOCS2 mutation was associated with an increase in weight in young males (+1.5%), as
observed in ewes, and a decrease in the artificial insemination success rate in ewes (+1.3 times the risk of failure), with no effect on
prolificacy. These striking and original results on reproduction pave the way for further analyses to determine in particular at what
biological stage (ovulation, fecundation, embryonic implantation, etc.) the SOCS-2 protein could be involved.

The last objective was to determine the role of the SOCS-2 protein in the underlying biological mechanisms of immunity by
investigating the response of 14 homozygous carrier and non-carrier ewes to intramammary infection by Staphylococcus aureus. All
ewes developed two peaks of immune cell recruitment to the udder at 20 and 88 hours post-inoculation (T20 and T88). Differential
analysis of the expressed genes confirmed a modification of the transcriptome from T16 related to the activation of the immune system,
the DNA repair and the cellular apoptosis pathways. Ewes carrying the SOCS2 mutation were distinguished from wild ewes by an
increased clinical response at T56 and a difference in T lymphocyte recruitment at the time of the inflammatory peaks. At T56, a total
of 177 genes were differentially expressed between the two genotypes. A functional analysis of these genes, and the integration
between gene expression and phenotypes, suggest that the mutation leads to an over activation of signal transmission and regulatory
pathways (interferons, STAT3) with a deleterious impact on the clinical status of ewes.
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