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(INTERBEV 2018)

Figure 1: Place de la France au niveau Européen et Mondial sur la production de viande ovine.

(France AgriMer)

Figure 2: Evolution du cheptel de brebis et de la productivité numérique en France entre
1990 et 2013.

Tableau 1: Pondérations économiques et écarts-types génétiques des caractéres d'intérét en élevage ovin.

(Guerrier et al. 2010)






Préambule

La production de viande ovine représente 8,6 millions de tonnes en équivalent carcasse dans
le monde. La production francaise avec 100 000 tonnes se situe derriere le Royaume-Uni et
I’'Espagne au niveau Européen (Figure 1). La Chine, avec 2 millions de tonnes, est le plus gros
producteur mondial de viande ovine devant I'Europe avec 900000 tonnes en 2018. La
consommation de viande ovine en France a chuté de 29% entre 1990 et 2013 passant de 5,4
kg/habitant/an a seulement 2,7 kg/habitant/an ce qui ne représente plus que 4% de la viande
consommeée toutes especes confondues. C’'est donc un marché qui se dégrade.

La baisse de productivité des élevages ovins producteurs de viande est estimée a 1% par an
depuis 2000, malgré les efforts de la sélection génétique qui portent a la fois sur les aptitudes
bouchéres et sur les qualités maternelles. Les aptitudes maternelles comprennent des caracteres
tels que la facilité d’agnelage, la capacité a nourrir les petits, la fertilité et la prolificité. C'est la
productivité numérique, directement en lien avec la prolificité, qui semble étre un des indicateurs
de productivité le plus altéré (Figure 2). En 20 ans, elle n’a cessé de reculer avec une période de
forte baisse de 1990 a 1999 (-30%). Il est donc important de travailler sur la maitrise de ce caractére
qui est sélectionné depuis plusieurs décennies dans les races ovines allaitantes. La rentabilité est
basée sur trois composantes (Benoit and Laignel, 2009): le taux de mises bas (nombre annuel de
mises bas par femelle), le taux de mortalité (nombre de petits morts, avortements tardifs identifiés,
nombre de petits nés) et la prolificité. La prolificité correspond au nombre de petits nés, vivants ou
morts (avortons compris), sur le nombre de mises bas (avortements compris) et dépend
directement du nombre d’ovulations. Un gain de prolificité combiné a une amélioration de la survie
et la croissance des agneaux représente un levier tres positif de I'efficacité technico-économique
d’un élevage comme on peut le voir dans le Tableau 1(Guerrier et al., 2010; Notter, 2008). Par
exemple en race ovine allaitante Blanche du Massif Central, a partir de modélisations des systemes
d’élevages majoritaires, I'effet d’une augmentation d’un point de prolificité a été évalué a une

marge brute supplémentaire de 0,41 € par brebis (Dieny, 2011; Guerrier et al., 2010)






La prolificité est un caractere polygénique faiblement héritable, ne permettant que des gains
génétiques faibles et lents en sélection (héritabilité h?= 0,05 —0,2 ; Bradford, 1985). Le caractére est
géré par de nombreux génes a petits effets, il montre une variabilité génétique importante (0G=16
; Tableau 1). En effet, au sein de certaines races, il peut exister une grande disparité entre les
femelles, certaines sont tres prolifiques (jusqu’a 7 agneaux par mise-bas) et d’autres peu prolifiques
(1 agneau par mise bas). C’est cette caractéristique qui a permis dans certaines races ovines des
gains génétiques importants et rapides dus a la présence de mutations a fort effet dans des genes
uniques : les genes majeurs de prolificité « Fec » (ou « Fecundity gene » en terminologie anglo-
saxone (pour revue Fabre et al., 2006).

De nombreux genes de prolificité « Fec » affectant la prolificité ont été découverts depuis les
années 2000 chez les ovins. La partie introductive de ma thése portera dans un premier temps sur
les stratégies de mise en évidence, de localisation et d’identification de génes majeurs et de leurs
mutations affectant la prolificité. Dans un second temps, cette prolificité découlant directement du
nombre d’ovulations, mon introduction s’attachera également a présenter les conséquences des
mutations de ces geénes majeurs sur la physiologie de la reproduction femelle, la brebis devenant un

modele de choix pour I'étude de cette fonction.






Introduction



Figure 3: Théorie de I'existence d’un géne majeur, distribution bimodale des performances.

Des males présumés porteurs (fils de brebis ayant des TO extrémes) sont croisés avec des femelles présumées non
porteuses +/+ (TO bas). Leurs fils sont testés sur descendance, en croisant des femelles peu prolifiques. Lors de la
ségrégation d’un géne majeur, la répartition des performances des filles est soit unimodale (pére supposé +/+), soit

bimodale (pére supposé M/+). TO : taux d’ovulation, n : effectif, M : allele muté



|. Stratégies de deécouverte des genes
majeurs « Fec » influencant le nombre
d’ovulations et la prolificité

La premiére partie de I'introduction présente les différentes stratégies mises en place afin
d’identifier des genes majeurs impliqués dans la régulation du nombre d’ovulations. Le phénotype
approchant le plus facilement observable est la prolificité qui résulte directement du nombre
d’ovocytes ovulés, mais aussi de I'efficacité de leur fécondation, de I'implantation de I’embryon et
de sa survie jusqu’a la naissance. Les premiéres stratégies génétiques se sont basées sur la création
de familles expérimentales a partir d’animaux de prolificités extrémes a partir des années 1980.
C’est au cours de ces travaux qu’il a été mis en évidence des distributions bimodales du taux

, . S , L . . .
d’ovulation en accord avec la ségrégation d’'une mutation a effet majeur influencant la taille de
portée (Figure 3). Avec ce type d’approche, I'identification des premiers génes majeurs et de leurs
mutations causales a pris entre 10 et 20 ans et n’a concerné que tres peu de races. La création des
familles et le temps intergénérationnel est I'un des facteurs les plus limitants. Par la suite, la
recherche de genes majeurs et de leurs mutations affectant la prolificité s’est élargie a de
nombreuses populations ovines en s’appuyant sur des méthodes de génétique quantitative et
moléculaire plutdt basées sur les populations commerciales. Grace a l'identification des premiers
génes majeurs, de leur réle dans la régulation de la fonction ovarienne et plus particulierement de
la folliculogenese, en plus des évolutions des techniques de séquencage et d’annotation des
génomes, des approches génes et mutations candidats ont été préférées, permettant parfois

d’aboutir a des identifications en quelques mois.

A. Approches familiales

1) Gene FecB — mutation Booroola

La mutation Booroola est la premiére mise en évidence d’'un géne majeur affectant Ila
prolificité et aussi la premiére expérimentation de ce type a avoir été mise en ceuvre en ovin. C’'est
dans les années 1940 que les propriétaires d’un troupeau Mérinos de la ferme de Booroola dans le
nord de I’Australie remarquent que leurs brebis avaient plus de naissances multiples que celles de
leurs voisins et les ont sélectionnées sur ce caractére. Dées les années 1980, par I'observation par

endoscopie du nombre d’ovulations, I'hypothése d’'un déterminisme génétique régulé par un géne
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Figure 4: Carte génétique du chromosome 6 ovin et localisation de FecB.



majeur autosomal est avancée (Davis et al., 1982; Piper and Bindon, 1982). Ce géne est nommé FecB
en référence a la dénomination « Fecundity gene » et B pour le géne présent dans la population
Booroola. On parlera de I'alléle mutant FecB® associé a I'hyperprolificité alors que 'alléle sauvage
sera noté FecB*. On retrouvera ce type de nomenclature pour I'ensemble des génes majeurs de
prolificité et leurs mutations décrits dans ce manuscrit. D’un point de vue statistique et en lien avec
la probabilité qu’un animal soit porteur de I'alléle muté, il est apparu que FecB? avait un effet additif
sur le nombre d’ovulations ce qui a permis le classement des brebis en fonction du nombre
d’ovulations observées. Pour une ou deux ovulations, les brebis ont été classées homozygotes
sauvages FecB*/FecB*. Pour des nombres d’ovulations extrémes, supérieurs ou égaux a 5, elles ont
été classées homozygotes mutées FecB®/FecB®, et hétérozygotes FecB2/FecB* pour un phénotype
intermédiaire de 3 a 4 ovulations (Davis et al., 1982). Contrairement aux femelles, les males porteurs
de FecB® ne présentent pas de différences phénotypiques par rapport aux méales sauvages (Bindon,
1984; Hochereau-de Reviers et al., 1997; Smith et al., 1996).

Suite a ces travaux, deux principales équipes, une néo-zélandaise et une francgaise, ont mené
en parallele des approches familiales afin d’identifier le locus FecB. La premiére étude en 1993 a été
menée sur 379 descendantes de 12 males FecB®/FecB* (génotypes supposés grace a un testage sur
descendance). Un premier groupe de liaison est constitué entre FecB et des marqueurs dans les
genes SPP1 et EGF connus pour étre localisés sur le chromosome 4 humain dans la région 4q25
(Montgomery et al., 1993). Par la suite, les genes PDGFRA et CSN1S (codant pour la caséine asi1) ont
agrandi le groupe de liaison avec FecB.

Chez le mouton, les genes des caséines asi, sz, B et k sont étroitement liés et le géne de la
caséine as; a été cartographié sur le chromosome 6 ovin dans la région 6q23-g31. lls avaient ainsi
pu montrer que la mutation Booroola était localisée dans un groupe de genes conservés qui

correspond au chromosome 6 du mouton (Montgomery et al., 1994).

a) Stratégie néo-zélandaise de clonage de FecB

En se basant sur les résultats précédemment obtenus, I'équipe néo-zélandaise de I'Institut
AgResearch a utilisé un dispositif expérimental basé sur I'étude de demi-sceurs (540 filles au total
nées de 15 peres homozygotes mutés au locus FecB et de méres non porteuses) et de familles en
croisement retour de 249 animaux Mérinos sur 3 a 4 générations. Une premiére région de 4cM a
été délimitée en utilisant des microsatellites polymorphes et des marqueurs génétiques connus
(Figure 4 ; Wilson et al., 2001). 99% de I'intervalle de confiance couvraient une région de seulement

1,6 cM validant I’hypothése d’un seul locus majeur. Grace a I’'analyse d’animaux recombinants,






un microsatellite (JL36) a 0 cM de FecB a pu étre identifié, le désignant comme le marqueur le plus
proche et le plus informatif pour FecB. Par une stratégie de cartographie comparée de la zone
orthologue de FecB sur le chromosome 4 humain (Montgomery et al., 1993), le géne BMPR1B (Bone
Morphogenetic Protein Receptor type 1B) codant pour un récepteur de type 1 de la voie de
signalisation des BMP, a été proposé comme candidat. D’'une part il fait partie d’'un groupe
synténique avec d’autres genes impliqués dans la fonction de reproduction (KIT (Nocka et al., 1989)
et EGF (Bendell and Dorrington, 1990)), et d’autre part I’expression de BMPR1B dans |'ovaire et la
fonctionnalité du systéme de signalisation BMP pour le controle de la fonction des cellules
ovariennes venaient d’étre montrées (Shimasaki et al., 1999). Le séquencage du géne chez des
animaux porteurs et non porteurs de FecB? a révélé une mutation dans la région codante de
BMPR1B. 1l s’agit d’'un polymorphisme de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism, A>G) en
position 830 de 'ADNc du géne BMPR1B entrainant un changement d’acide aminé d’une glutamine
par une arginine (Q249R) dans une région trés conservée du domaine kinase intracellulaire de la
protéine. Une carte physique partielle de la région a été développée en utilisant une banque YAC
(Yeast Artificial Chromosome) ovine. Le marqueur JL36 et le gene BMPRI1B sont localisés dans le
méme YAC.

Afin de valider cette mutation de BMPR1B comme la mutation causale, 300 animaux
représentatifs des familles expérimentales ont été génotypés par RFLP (Restriction Fragment Length
Polymorphism). Le phénotype Booroola et la présence de cette mutation sont parfaitement associés
et I'allele muté n’est pas retrouvé lors du génotypage de 65 animaux de 6 autres races. La mutation
p.Q249R dans la protéine BMPR1B est donc causale du phénotype prolifique Booroola. L’effet
additif FecB8/BMPR1B"?4° pour le nombre d’ovulations est confirmé avec une augmentation de 1,6

corps jaunes par cycle et par allele.

b) Stratégie francaise de clonage de FecB

L'équipe frangaise de I'INRA a importé 31 béliers Mérinos australiens supposés
hétérozygotes au locus FecB qui ont été croisés avec des brebis Mérinos d’Arles, supposées non
porteuses, pour un total de 400 filles nées. Le génotype des brebis a été supposé par le nombre
d’ovulations selon le méme classement que précédemment (5 corps jaunes ou plus, FecB8/FecB? ; 3
ou 4 corps jaune, FecB8/FecB*; 1 ou 2 corps jaunes FecB*/FecB*; (Bindon et al., 1985; Davis et al.,
1982). La région de localisation de FecB a été caractérisée grace a des cartes ovines génétiques et
physique détaillées. La liaison entre les marqueurs, y compris FecB, a été testée sur la population

expérimentale de croisement retour. Grace a la combinaison de I'étude des animaux recombinants
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Figure 5: Cartes génétique et physique de la région FecB localisée sur le chromosome 6 ovin.

(Mulsant et al. 2011) Le locus FecB est encadré par les deux marqueurs pour lesquels un événement de recombinaison
a été observé : 471U et 300U. Aucun événement de recombinaison n’a été observé entre FecB et les marqueurs OB1,
0OB2, GC101, GC102, 300R et 320 R. Les fleches correspondent a I'orientation des deux séquences codantes des genes
BMPR1B et UNC5C. Le nombre de recombinants dans la zone est indiqué par la couleur blanche (aucun recombinant),
grise (indéterminé) ou noire (au moins 1 recombinant). Le partage d’alléle entre les animaux non porteurs et porteurs
de la mutation FecB® est indiqué (Yes ou No). Cen : Centromére.



et des données issues de la cartographie comparée avec le chromosome 4 humain, l'intervalle de
localisation de FecB a été réduit entre les marqueurs microsatellites 471U et 300U, comprenant
deux genes : BMPR1B et UNC5C (Figure 5). Le méme SNP (A>G) dans la séquence d’ADNc de BMPR1B
a été mis en évidence conduisant a la mutation p.Q249R dans la protéine comme décrit
précédemment (Mulsant et al., 2001). Parmi les 190 animaux contréles de race Mérinos d’Arles et
les 120 provenant de 12 autres races, aucun d’entre eux n’était porteur de la mutation. Ces typages
ont mis en évidence une association compléte de la mutation p.Q249R avec le phénotype

hyperprolifique.

Grace a des approches relativement semblables, les deux équipes ont mis en évidence la
mutation FecB2/BMPR1B%4°R simultanément. L’utilisation de BAC (Bacterial Artificial Chromosome)
pour la réalisation de la carte physique par Mulsant et al. (2001) plus détaillée, alors que Wilson et
al. (2001) n’avaient a leur disposition que des YAC, est I'une des différences majeures de leurs
travaux. Les marqueurs microsatellites ont principalement été utilisés par I'équipe néozélandaise
alors que I'équipe francaise a utilisé des marqueurs SNP. Des études physiologiques ont apporté des
éléments de réponse sur l'effet de cette mutation dans BMPR1B pour la régulation du nombre

d’ovulations. Elles seront présentées dans la partie « FecB / BMPR1B, page 36 ».
2) Geéne FecX — mutation Inverdale (FecX') et Hanna (FecX")

Un profil de ségrégation de gene majeur affectant le nombre d’ovulations a été découvert
en étudiant les phénotypes des descendants d’une brebis Romney qui a eu 33 agneaux en 11
portées (Davis et al., 1991). L'allele prolifique de ce géne majeur a été nommé Inverdale. La
particularité de cette mutation est qu’un male porteur ne transmet pas la mutation a ses fils mais
la transmet a toutes ses filles. De plus, les femelles porteuses de I'alléle prolifique le transmettent a
la moitié de leurs descendants, indépendamment du sexe. Ces observations ont permis d’émettre
I’hypothése que le locus Inverdale était localisé sur le chromosome X. Ce géne a donc été nommé
FecX et I'alléle prolifique Inverdale FecX'. L'effet de la mutation a été évalué a +1 ovulation et a +0,6
agneau par mise bas sur la taille de portée des brebis hétérozygotes FecX'/FecX* alors que les brebis
FecX'/FecX' sont apparues stériles avec des ovaires non développés bloqués au stade primaire de la
folliculogenese (Davis et al., 1992). Le méme mode de ségrégation et les mémes phénotypes
(hyperprolificité/stérilité) ont également été observés dans le troupeau Romney de Mac Hanna en

Nouvelle Zélande (Davis et al., 2001). La mutation liée a ce troupeau est appelée Hanna, FecX".



|
o= OMD
11,5
o TELAGE
17.4
Mcohdss1
MAOA

FecX' | a7 ||TiMP1

TGLAS4
BMP15
1.4
a9 T CoMP1 QarAE133
15 Toer ILSTS017
PHKA1
18 & TeLar
: PDHAT
3.7
ATP7A
3,3
OarAEZS
1
1

Figure 6: Carte génétique de FecX' sur le chromosome X.

(Galloway et al. 2000) Carte de vraisemblance du chromosome X ovin dont les marqueurs soulignés sont ceux dont
I'ordre est le plus vraisemblable. Aucun événement de recombinaison n’a été détecté entre les marqueurs dans les
rectangles. Les lignes verticales indiquent 'intervalle probable de localisation de FecX' et BMP15. Les distances sont
en centimorgan (cM).



Une carte de liaison génétique du chromosome X a été générée a partir de 177 animaux répartis sur
3 générations (maximum de 96 méioses par femelle) permettant de réduire la taille du locus FecX'
a 10 cM (Figure 6). En utilisant des approches de génétique comparée entre ’homme et la souris, le
géne BMP15 (Bone Morphogenetic Protein 15) d’expression ovocytaire (Dube et al., 1998) a été
identifi¢ comme appartenant aux régions orthologues humaines et murines de la zone de
localisation ovine de FecX'. Suite au séquencage du géne BMP15 chez les brebis Inverdale et les
brebis Hanna, deux polymorphismes différents ont été mis en évidence. La mutation Inverdale FecX’
correspond a un SNP T>A au nucléotide 896 de 'ADNc de BMP15. Ce polymorphisme substitue une
valine par un acide aspartique en position 299 de la protéine (V299D). La mutation Hanna FecX"
découle d’un SNP C>T en position 871 de I’ADNc de BMP15 introduisant un codon stop prématuré
dans la séquence de la protéine a la place d'un acide glutamique en position 291 (Q291%*). Les
mutations Hanna et, par voie de conséquence, Inverdale sont certainement associées a une perte
de fonction de la protéine BMP15, avec pour conséquence un blocage des follicules ovariens au

stade primaire de la folliculogenése chez les brebis homozygotes (Galloway et al., 2000).
3) Gene FecG —mutation Icelandic/Thoka (Fecl" ou FecGT)

L'origine de cette mutation a été étudiée par Jonmundsson & Adalsteinsson (1984),
Adalsteinsson et al. (1989) qui ont identifié une seule femelle nommée Thoka comme ancétre
commun a tous les animaux de cette population. Cette brebis a eu deux fois des triplés a une époque
ou méme les naissances gémellaires étaient assez rares, soulevant I’hypothése de la ségrégation
d’un géne majeur. Il a été nommé Fecl (Icelandic) et son alléle prolifique Thoka Fecl/”. Le géne a été
introgressé dans un troupeau de mouton Cheviot au Royaume-Uni (King et al., 1990; Russel et al.,
1997). Les Cheviot/Thoka sont phénotypiquement impossibles a distinguer des Cheviots de race
pure pour tous les caractéres sauf la taille de la portée ol la mutation entraine +0,64 agneau par
mise bas (ou +1,2 sur le nombre d’ovulations) chez les brebis hétérozygotes. Des cas de stérilité ont
également été enregistrés sur 7 des 46 filles (15,2%) lorsqu’un male hétérozygote putatif était croisé
avec une femelle hétérozygote putative (Jonmundsson and Adalsteinsson, 1984). Afin d’identifier le
géne impliqué, Nicol et al. (2009) ont réalisé une étude de liaison sur le génome entier sur une
population comprenant 806 animaux et 982 enregistrements de taille de portée. Cette étude de
liaison, réalisée a I'aide de 81 marqueurs microsatellites, a permis d’identifier un locus localisé sur
le chromosome 5 contenant en particulier le gene GDF9 (Growth Differentiation Factor 9) qui est

exprimé par I'ovocyte (Elvin et al., 1999). De plus, au cours de I'étude de clonage positionnel du



Figure 7: Caractéristiques de la mutation Thoka de GDF9 dans la race Icelandic.

(Nicol et al. 2009) (A) Substitution nucléotidique (A>C) pour la mutation Thoka dans GDF9 (Fecl”). (B) Séquence
d'acides aminés de la protéine GDF9 ovine. Les chiffres au début de chaque ligne indiquent la position des acides
aminés. La position de la mutation Thoka Fecl”, S427R (S109R dans le peptide mature) associée au phénotype de
stérilité est mise en évidence en gris. La position de la mutation FecG", S395F (S77F dans le peptide mature,
Hanrahan et al. 2004) est indiquée par le cadre blanc.



locus Fecl, une mutation influencant le nombre d’ovulations a été publiée dans la séquence codante
de GDF9 (nommée FecG", cf. Mutation High fertility FecGH page 15). Les auteurs, étant donné la
région de primo localisation de Fecl, ont donc choisi de mener une approche gene candidat en
séquencant le géne GDF9 sur une sélection d’animaux stériles ou sauvages. lls ont ainsi mis en
évidence le SNP A>C en position 1279 de I'ADNc qui affecte le résidu aminé 427 de la protéine,
changeant une sérine (neutre) en une arginine (basique) (Figure 7). Cette substitution S427R est
prédite comme affectant la fonction de la protéine (Nicol et al., 2009). Afin de valider le SNP A>C
comme mutation causale, ils ont génotypé 390 brebis de la population ayant des enregistrements
de taille de portée afin de confirmer [I'association entre l'allele muté et le phénotype
hyperprolifique.

De facon intéressante, le géne GDF9 est le paralogue du gene BMP15 décrit précédemment,
ces génes étant issus de la duplication d’un gene ancestral (Monestier et al., 2014) et tous les deux
sont exprimés préférentiellement dans I'ovocyte (Dube et al., 1998; Elvin et al., 1999; Shimasaki et

al., 2003).
4) Géne Fecl — mutation Lacaune Feclt

Dans le rameau allaitant de la population de brebis Lacaune francgaises, Bodin et al. (2002)
par I'observation de la distribution bimodale du taux d’ovulation dans la descendance de certains
béliers, ont avancé I'hypothése que le nombre d’ovulations était sous le contréle d'un gene majeur
autosomal, appelé FecL, a effet additif. L'effet de la mutation est estimé a +1,5 ovulation par copie

de l'allele muté, soit +3 ovulations pour une brebis homozygote mutée.

La famille expérimentale utilisée afin de mettre en évidence cette mutation dans la race
Lacaune viande a été constituée a partir de 3 béliers (issus de meres tres prolifiques) croisés avec
des femelles Lacaune du rameau laitier, peu prolifiques et donc considérées non porteuses de la
mutation (environ 30 filles par bélier). Douze fils F1 (4 par pere) ont également été testés sur
descendance (20 brebis par fils) en utilisant un croisement retour sur des méres peu prolifiques. Le
nombre d’ovulations des femelles a été enregistré sur plusieurs cycles et a plusieurs moments de
I'année pour estimer leur génotype. Une premiére analyse de 9 demi-fréres (représentant 65
méioses) par le génotypage d’un sous ensemble de 30 multiplexes contenant 89 marqueurs a permis
d’établir une liaison entre le locus Fecl et le marqueur IDGVA46 cartographié sur le chromosome
11 ovin (Lecerf and Mulsant, 2002). Pour localiser plus finement le locus FecL, une seconde analyse,
bénéficiant du développement de nouveaux marqueurs microsatellites et SNP et leurs génotypages

sur 189 animaux du dispositif expérimental, a permis de délimiter une région d’environ 1Mb sur le



Figure 8: Carte génétique du locus FecL sur le chromosome 11 ovin en comparaison avec le
chromosome 17 humain.

(Drouilhet et al. 2009) Comparaison locale de la carte d’hybrides irradiés ovins de OAR11 et de la séquence HSA17
humaine. Les distances sont décrites en centiRay (cR) sur la carte ovine d’hybrides irradiéset en mégabase (Mbp)
sur la séquence humaine. Les microsatellites sont soulignés sur la carte d’hybrides irradiés,les huit marqueurs a
gauche représentent le cadre. La séquence humaine représente la position des genes, a I'exception du microsatellite
BM17132, qui est positionné sur HSA17 par comparaison orthologue avec la séquence bovine. L'intervalle contenant
le locus Fecl est représenté par des fleches. Le marqueur MsLD147 est localisé dans le géne FAM117A (ligne
pointillée).

Figure 9: Localisation de la mutation Fecl' sur le chromosome 11 ovin.

(Drouilhet et al. 2013) Les genes sont indiqués au-dessus de la ligne, les marqueurs sont indiqués par des points sous la
ligne. Le locus FecL (197 kb sur OARv3.1, ou 194.6 kb pour la séquence propre aux auteurs) est flanqué des deux
marqueurs recombinants les plus proches, g.36910171 T>C et g.37107627 G>C. Recombinants : rectangle blanc, zone
zéro-recombinant : rectangles gris, zone avec un recombinant : rectangles noirs, au moins deux recombinants avec
Fecl'. N : pas de partage d'alléles entre les animaux de type sauvage et les animaux porteurs pour l'alléle FecLL.



chromosome 11 (Figure 8, Drouilhet et al., 2009). Cette région est synténique d’une région du
chromosome 17 humain (HSA17) contenant une vingtaine de génes. Durant cette analyse, un SNP
localisé dans la séquence 3’UTR du géne DLX3 apres le codon stop (c. *803A>G) est apparu en tres
fort déséquilibre de liaison avec la mutation Fecl!, mais le génotypage d’animaux recombinants

dans cette région a invalidé ce marqueur en tant que mutation causale.

Avec la mise a disposition de la premiere séquence de référence du génome ovin
(International Sheep Genomics Consortium et al.,, 2010) et des nouvelles technologies de
séquencage a haut débit (Roche 454), un nouvel ensemble de marqueurs génétiques de la région
de 1Mb a été développé, de fagon a découvrir la mutation causale (Drouilhet et al., 2013). Ainsi, des
fragments de PCR de 10kb couvrant la région de 1Mb contenant FecL ont été séquencés a partir
d’une brebis hétérozygote Fecl'/FecL* et deux brebis homozygotes FeclL'/Fecl* et Fecl'/Fecl'. Le
génotypage avec les marqueurs informatifs de deux brebis recombinantes a permis de réduire le
locus a 197 kb, ne comprenant plus que deux genes prédits codant pour les protéines BAGALNT2
(beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyltransferase 2) et IGF2BP1 (insulin like growth factor 2 mRNA
binding protein 1 ; Figure 9). Dans cette région minimale, seuls 2 SNPs en déséquilibre total de
liaison ségrégent en tant que mutation Fecl!, et donc complétement associés au phénotype
hyperprolifique : le SNP g.36938224T>A, localisé dans l'intron 7 de B4GALNT2, et le SNP
g.37034573A>G localisé dans la séquence intergénique entre B4GALNTZ2 et IFG2BP1, proche du
pseudogene EZR-like (Figure 9). Le total déséquilibre de liaison entre ces deux polymorphismes ne
permet pas de connaitre la mutation causale avec certitude. Cependant, B4GALNTZ2 est apparu
comme le meilleur candidat positionnel, expressionnel et fonctionnel pour Fecl! en lien avec la
fonction ovarienne (cf. paragraphe: Conséquences de la mutation FecL/BAGALNT2 associée a

I’hyperprolificité sur la fonction ovarienne, page 45 ; Drouilhet et al., 2013).

B. Approche mutations et/ou genes candidats

En regard des approches familiales, coliteuses en temps pour la création des familles et en
argent pour I'élevage d’un grand nombre d’animaux, certains auteurs ont engagé une approche «
géne candidat » ou encore « mutation candidate ». La stratégie « candidat » consiste a rechercher
et analyser les variants génétiques en lien avec le caractere étudié soit directement en testant les
mutations déja décrites dans la littérature soit en cherchant de nouveaux polymorphismes dans les

genes déja identifiés ou dans des genes de la méme famille.
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1) BMPR1B —FecB

a) Geéne FecB— mutation Booroola FecB?

En parallele des études familiales réalisées pour le clonage positionnel de FecB (Mulsant et
al., 2001; Wilson et al., 2001), Souza et al. (2001) ont mené une approche « géne candidat ». Pour
cela, les informations de primo-localisation de FecB sur le chromosome 4 humain (Montgomery et
al., 1993) ont été croisées avec les informations bibliographiques disponibles chez la rate montrant
gue le systéme de signalisation cellulaire des BMP (ligands et récepteurs) était exprimé dans I'ovaire
et pouvait en moduler sa fonction (Shimasaki et al., 1999). Ainsi, parmi plus de 50 génes connus
appartenant au systeme de signalisation cellulaire des BMP et autres molécules apparentées (GDF,
TGFbeta ou encore Activine), seul le géne codant le récepteur BMPR1B était présent dans la région
de localisation de FecB.

Ainsi, ils ont séquencé et comparé les ADNc de BMPR1B issus d’ovaires de 5 brebis supposées
homozygotes mutées a ceux de 5 brebis sauvages de la race Scottish Blackface croisée Merino créée
pour introgresser FecB. lls ont mis en évidence le méme polymorphisme A>G créant la mutation
Q249R dans le récepteur BMPR1B. La confirmation de la mutation a été réalisée par les typages
supplémentaires de 10 brebis d’un troupeau local et de 10 brebis provenant d’un troupeau brésilien
indépendant (de maniere a vérifier I'absence d’un effet fondateur). Cette étude a donc été menée
uniguement par une stratégie « géne candidat », sans approche familiale et sur un nombre tres
réduit d’animaux. Les approches de génétique moléculaire ont permis de développer des tests ADN
sur la base de l'identification de la mutation Booroola FecB? afin de rechercher des individus
porteurs dans diverses populations ovines pour lesquelles la ségrégation de mutations a effet
majeur sur la prolificité était supposée (Davis et al., 2002, 2006). Ainsi FecB? a été retrouvée en races
Garole (Inde) et Hu (Chine), ol la mutation est fixée dans ces populations, mais aussi en ségrégation
dans les races Javanese (Indonésie) et Han (Chine).

Il est supposé que la mutation FecB® découverte initialement en Mérinos australien aurait
été introduite & la fin du 18°™e siécle & partir de moutons Garole (Davis et al., 2002). Bien
évidemment, le génotypage spécifique de la mutation FecB® a largement contribué au
développement des programmes d’introgression a partir des Mérinos australiens (et plus
récemment a partir des Garole, Hu et Han) pour améliorer la prolificité d’une quarantaine de races

a travers le monde (Walkden-Brown et al., 2009).
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2) BMP15 - FecX

a) Mutations Galway FecX® et Belclare Fecx®

Les populations Belclare et Cambridge sont des races de moutons prolifiques et la variation du
nombre d’ovulations chez les deux races est compatible avec la ségrégation d’un géne majeur
(Hanrahan, 1991). De plus, des brebis stériles sont présentes dans les deux populations avec une
hypoplasie ovarienne comme celle rencontrée dans les populations Inverdale et Hanna, ciblant
potentiellement un déterminisme génétique en lien avec le géne FecX/BMP15. Ainsi, par le
séquencage systématique des deux exons de BMP15 chez des brebis stériles dans les populations
Belclare et Cambridge, deux nouvelles mutations ont été identifiées. Ces deux mutations appelées
FecX® (Galway) et FecX® (Belclare) sont respectivement, un SNP C>T en position 718 de ’ADNc de
BMP15, créant un codon stop prématuré a I'acide aminé 239 (Q239*) et un SNP G>T en position
1100 de I’ADNc entrainant la substitution d’une sérine par une isoleucine en position 367 de la
protéine mature (S367I).

Ces deux mutations sont associées a une augmentation du nombre d’ovulations chez les
brebis hétérozygotes (+0,77 en Belclare a +1,18 en Cambridge pour FecX®, et +2,38 chez Belclare
pour FecX®) et a une stérilité chez les brebis homozygotes confirmant le phénotype initial. En race
Belclare ou ségrégent les deux mutations, les double-hétérozygotes sont aussi stériles (Hanrahan et

al., 2004).

b) Mutation Lacaune FecXt

Comme indiqué précédemment, en population Lacaune allaitante, dés 2002 Bodin et al. (2002) ont
mis en avant la ségrégation d’un géne majeur autosomal FecL, finalement identifié en 2013
(Drouilhet et al., 2013). Cependant, I’existence de la mutation FecL ne permettait pas d’expliquer la
totalité de tous les phénotypes hyperprolifiques observés. En effet, certaines brebis étaient
hyperprolifiques mais non porteuses de I'haplotype muté contenant Feclt. D’autres brebis étaient
porteuses de I'haplotype muté, mais leurs performances étaient si élevées (avec un nombre
d’ovulations supérieur a 12) que leur phénotype était difficilement explicable par la seule présence
de Feclt. Ces observations ont donc suggéré la présence d’une seconde mutation affectant le
nombre d’ovulations dans la population Lacaune. Les récentes découvertes dans les genes
FecB/BMPR1B, FecG/GDF9 et FecX/BMP15 ont amené a chercher parmi ces 3 génes des
polymorphismes chez des brebis hyperovulantes suivies par endoscopie (Bodin et al., 2007). Un seul
polymorphisme de type SNP (G>A) a été mis en évidence associé au phénotype d’ovulation.
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Figure 10: Résultats d’analyses d”'association a I'échelle du génome et du chromosome X pour les mutations
FecX®" et FecXC.

(Demars et al. 2013) (A) Résultats d'association pangénomique pour la taille de portée dans la population
frangaise de moutons Grivette. (B) Résultats d'association pangénomique pour le nombre d’ovulations dans
la population de moutons Olkuska en Pologne. Les diagrammes représentent la significativité du test
statistique (-logio (p-valeur)) pour chaque position de SNP dans le génome du mouton (OAR_v2.0). Les lignes
noires représentent le seuil de significativité au niveau génomique. Les chromosomes sont classés de OAR1
a OAR26, puis OARX. Résultats d'association a I'échelle du chromosome OARX pour la taille de portée dans la
population Grivette (C) ou du nombre d’ovulations dabs la population Olkuska (D). Les lighes noires

représentent le seuil de significativité au niveau chromosomique. La localisation du géne BMP15 est indiquée
par une fleche.



Il est situé dans le second exon du géne BMP15 (en position 962 de I’ADNc) qui entraine la
substitution du résidu cystéine en position 321 de la protéine par une tyrosine (C321Y). D’apres la
nomenclature utilisée, la mutation a été appelée FecX'. Les brebis hétérozygotes FecX'/FecX*
présentent une augmentation du nombre d’ovulations de I'ordre de 1,5 alors que les brebis
homozygotes FecX/FecX' sont stériles et montrent un phénotype d’hypoplasie ovarienne identique
a celui observé chez les brebis Inverdale, Hanna, Cambridge ou Belclare. La race Lacaune, a l'instar

de la race Belclare est la premiére race en France ou deux mutations de prolificité ségrégent.

¢) Mutations Grivette FecX®" et Olkuska Fecx®

Martyniuk and Radomska (1991) ont étudié la population polonaise Olkuska. lls ont classé leurs
brebis en fonction de leur nombre d’ovulations (hétérozygotes pour celles qui avaient au moins une
fois un nombre d’ovulations > 3, homozygotes mutées pour celles qui avaient au moins une fois un
nombre d’ovulations = 5) et ont estimé que I'effet d’'une copie du gene était d’environ un ovocyte
supplémentaire par ovulation. La petite taille de la population (classée race en danger) a ralenti
I'identification du géne Olkuska (Davis, 2005). En parallele de ces travaux, la race Grivette a
également été étudiée car elle présente un phénotype de prolificité similaire, et aucun cas de
stérilité n’a été observé. Les mutations déja identifiées affectant les 3 génes BMPR1B, GDF9 et
BMP15 ont été testées mais non retrouvées. La recherche des mutations causales dans ces deux
races a bénéficié du progrés des techniques de génomique avec la disposition de puces ovines de
génotypage SNP a haute densité (Ovine 50k SNP chip, Illumina, développée par le consortium
international de génomique ovine) et le développement des modeles d’analyse de liaison comme le
GWAS (Genome-Wide Association Study). Avec ces approches dites « tout génome » et une
stratégie de comparaison d’animaux extrémes en terme de prolificité dites « cas/contréle » (les cas
étant des brebis hyperprolifiques), les analyses GWAS menées sur 63 brebis Olkuska (29 cas et 34
contrdles) et 39 brebis Grivette (28 cas et 11 controles) ont mis en évidence des signaux significatifs
d’association du phénotype hyperprolifique sur le chromosome X a proximité du gene candidat
FecX/BMP15 (Figure 10 ; Demars et al., 2013). Le séquencage des 2 exons de ce géne dans les deux
races a mis en évidence plusieurs polymorphismes dans la séquence codante de BMP15. Mais seuls
les SNP c.950C>T en race Grivette et ¢.1009A>C en race Olkuska, conduisant respectivement aux
substitutions non-conservatives T317l et N337H montrent une association significative avec le
phénotype de prolificité et de nombre d’ovulations. Dans les deux races, des animaux
supplémentaires (360 en Grivette et 103 en Olkuska) ont été phénotypés et génotypés pour

confirmer la causalité des deux mutations respectivement nommées FecX®" et FecX®.
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L'effet de ces mutations n’a pas été complétement estimé mais des augmentations de +0,10 agneau
par mise-bas pour la mutation FecX®" et de +0,62 agneau par mise-bas pour la mutation FecX® ont
été observées chez les brebis hétérozygotes. De facon intéressante, les brebis homozygotes ainsi
mutées dans BMP15 ne sont pas stériles en comparaison aux mutations FecX' et FecX". Leur
prolificité est encore augmentée avec +0,57 et +1,26 agneau par portée respectivement par rapport
aux porteuses hétérozygotes. Trés récemment, la mutation FecX®" a été retrouvée dans les races
Romanov, Dorper et Ovella Galega par une approche géne candidat en séquencant I'exon 2 de
BMP15. L'effet de la mutation et la fréquence dans ces populations n’ont pas été estimés (Vera et

al., 2018).

d) Mutation Aragonaise FecX® et Barbarine FecX?

Au début des années 1990, un programme de sélection sur la prolificité des brebis
espagnoles de race Aragonaise (Rasa Aragonesa) a permis d’améliorer trés largement ce caractere
dans la population. Les analyses de cette sélection ont conduit a émettre I'hypothése de la
ségrégation d’'un géne majeur lié au chromosome X (Martinez-Royo et al., 2008). Cette liaison au
chromosome X et les nombreuses mutations déja publiées de FecX/BMP15 les ont amenés a
séquencer le gene BMP15 dans leur population, sans pour autant avoir observé I'existence de brebis
stériles. lls ont découvert une délétion de 17 bases entre les positions 525 et 541 de ’ADNc. Cette
délétion provoque une altération de la séquence protéique a partir de I'acide aminé 154 et entraine
un codon stop prématuré. Grace a l'identification de cette mutation, nommée FecXF, associée aux
performances élevées de leurs brebis (les brebis hétérozygotes ont en moyenne +1,3 corps jaunes
par cycle), ils ont recherché des brebis homozygotes mutées qui se sont avérées étre stériles.

Dans le méme temps, Monteagudo et al. (2009) ont étudié les génes candidats FecX/BMP15 et
FecG/GDF9 dans leur population de brebis aragonaises, en sélectionnant 12 femelles avec de trés
hautes performances ainsi que 5 males. Aucun polymorphisme associé aux performances élevées
n'a été détecté dans le géne GDF9. Cependant, ils ont aussi trouvé la méme mutation FecX® dans
BMP15. Dans cette étude, aucune femelle homozygote mutée n’était disponible pour vérifier la
fertilité des brebis homozygotes mutées. Par ailleurs en Tunisie, un troupeau de mouton Barbarine,
nommé « W» a été créé et sélectionné sur la prolificité. Suite a I'observation de brebis
hyperprolifiques mais aussi stériles dans ce troupeau, I‘hypothése de ségrégation d’une mutation
dans les génes candidats FecX/BMP15 ou FecG/GDF9 paraissait plausible. Les deux exons des deux
genes BMP15 et GDF9 ont été séquencés et un polymorphisme complexe a été identifié dans BMP15

en lien avec les phénotypes de prolificité et stérilité. Il s’agit de la combinaison d’un SNP (c.301G>T),
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Tableau 2 : Polymorphismes dans GDF9 et BMP15 dans les races Cambridge et Belclare.

| o=t

MALPNKFFLW

51 NHLGGRHRPG
101 GTPKSNRRHL

151 EHLFKSVLLY

201 SQFEFRKKYK

251 DSLEFNMTLLV

301 YPVGEEAAEG

351 ECELHDFRLS

401 VQNITHEKLD

(Hanrahan et al. 2004)

FCCFAWLCFP ISLDSLPSRG EAQIVARTAL ESEAETWSLL
R87H [G1]
v
LLSPLLEVLY DGHGEPPRLQ PDDRALRYMK RLYKAYATKE
v
YNTVRLFTPC AQHKQAPGDL AAGTFPSVDL LFNLDRVTVV
TFNNSISFPF PVKCICNLVI KEPEFSSKTL PRAPYSFTYN
E241K |G4]
v
WMEIDVTAPL EPLVASHKRN IHMSVNFTCA EDQLOHPSAR
APSLLLYLND TSAQAFHRWH SLHPKRKPSQ GPDQKRGLSA
(1 V33%| |G6]
VRSSRHRRDO ESASSELKKP LVPASVNLSE YFKQFLFPON

YoIIM [GT] S395F [G8]

FSQLKWDNWI VAPHKYNPRY CKGDCPRAVG HRYCﬂPVHTM

SSVPRPSCVP AKYSPLSVLA IEPDGSTAYK EYEDMIATKC
(135)

Figure 11: Séquence protéique de GDF9 et positions des substitutions créées par des SNPs.

(Hanrahan et al. 2004) Les positions des acides aminés dans le peptide mature sont entre parentheses. Le site RHRR de
clivage est en gris. Le triangle noir indique la position de I'unique intron du géne. Les triangles blancs indiquent les
positions des mutations qui conférent des substitutions d'acides aminés mais qui ne sont pas associés au phénotype de
stérilité. La position du SNP G8 (FecG") associé a de la stérilité est en noir.



d’une délétion (c.302_304 del CTA) et d’une insertion (c.310 ins C) sur un intervalle de 10
nucléotides qui conduit a un changement du cadre de lecture en position 101 de la protéine. La
mutation est nommée FecX?" (Lassoued et al., 2017). Cependant, 'alléle FecX?" n'a pas été trouvé
chez les femelles de Barbarine prises au hasard dans des troupeaux commerciaux.

Néanmoins, une étude précédente avait montré la ségrégation d’'une mutation déja connue, FecX?,

dans cette race (Jemmali et al., 2012), mais non retrouvée dans le troupeau « W ».

3) GDF9 —FecG

a) Mutation High fertility FecG"

Comme indiqué précédemment, les races de moutons prolifiques Belclare et Cambridge sont
porteuses de mutations dans le géne FecX/BMP15. Cependant, des analyses statistiques antérieures
et une étude du phénotype d’hypoplasie ovarienne ont également permis d’avancer I’hypotheése de
la ségrégation d’une mutation portée par un autosome (Hanrahan, 1991). C’est I'information
bibliographique disponible chez la souris qui a permis d’orienter la stratégie gene candidat vers
GDF9. En effet, les souris knockout (KO) pour GDF9, le plus proche homologue de BMP15, sont
stériles a cause d’un blocage dans le développement folliculaire au stade primaire (Dong et al.,
1996). De plus, GDF9 (comme BMP15) présente une expression ovarienne restreinte a |'ovocyte
(Bodensteiner et al., 1999; Elvin et al., 2000; Jaatinen et al., 1999). Il est a noter que de maniere
assez surprenante, BMP15 ne parait pas étre crucial pour la folliculogenese chez la souris, puisque
des souris KO pour ce géne sont fertiles, méme si la fertilité est quelque peu réduite (Yan et al.,
2001). Ainsi, les deux exons de GDF9 ont été séquencés pour 9 brebis Cambridge et 10 brebis
Belclare stériles. Huit polymorphismes de type SNP ont été identifiés dans la séquence codante
(notés G1-G8 ; Tableau 2). Cinq d’entre eux entrainent des substitutions d’acides aminés dans la
protéine GDF9, mais seulement trois sont non-conservatives (Tableau 2 et Figure 11).

Au final, les brebis stériles ne sont porteuses a I'’état homozygote que du polymorphisme G8
C>T en position 1184 de I’ADNc. Ce polymorphisme crée la substitution d’'une sérine par une
phénylalanine a la position 395 de la protéine mature (S395F) (Hanrahan et al., 2004). La présence
de cette mutation a I'état hétérozygote augmente le nombre d’ovulations de 1,8 chez les brebis
Belclare et de 2,3 chez les brebis Cambridge. En paralléle, I'association de la mutation et du
phénotype d’hyperprolificité a été vérifiée chez les femelles issues du testage sur descendance de
10 maéles. Cette nouvelle mutation dans GDF9 a été nommée FecG" (High fertility). Avec la

découverte de cette mutation, il apparait que 3 mutations différentes (FecX®, FecX® et FecG")
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(Vague et al. 2013)

Figure 12: Graphique d’association entre les SNPs du chromosome 5 et la taille de portée sur
dans la race Norwegian White Sheep.

Les positions chromosomiques sont indiquées en paires de bases (pb) sur I'axe des abscisses, tandis que le —log10
de la valeur du rapport de vraisemblance est présenté sur |I'axe des ordonnées. Le graphique est affiché sans le SNP
¢.1111 G>A dans GDF9.



sont en ségrégation dans la race composite Belclare et expliquent son extréme prolificité. En
recherchant |'origine de ces mutations dans les races originelles ayant servi a constituer la race

Belclare, il est apparu que FecX® et FecG" provenaient de la race galloise Lleyn (Mullen et al., 2013).

b) Mutation Norwegian White Sheep FecGN">

Une analyse d’association a été réalisée sur 378 béliers Norwegian White Sheep (NWS) grace
a leur génotypage sur une puce 50k SNP ovine (Vage et al., 2013). Une région significativement
associée a leur valeur génétique pour la prolificité a été identifiée sur le chromosome 5 du mouton,
proche de FecG/GDF9 (Figure 12). Le séquencage de la région codante de GDF9 chez les béliers les
plus extrémes (valeurs génétiques les plus hautes et les plus basses) a révélé un polymorphisme
nucléotidique unique (c.1111G>A), responsable d'une substitution Valine vers Methionine en
position 371 (V371M). Ce polymorphisme avait déja été identifié (G7) chez les moutons Belclare et
Cambridge, mais il n’avait pas été associé au phénotype de prolificité (Hanrahan et al., 2004). Dans
la population NWS, le SNP ¢.1111G>A montre une association plus forte avec la taille de la portée
gue tout autre SNP unique sur la puce SNP ovine. De plus, les béliers homozygotes pour la mutation
ont une valeur génétique estimée plus élevée (+0,46 a +0,57 agneau par rapport aux non porteurs),
tandis que l'effet de I'hétérozygote est intermédiaire (+0,20 a +0,25 agneau). Ce méme SNP
(c.1111G>A) dans GDF9 a été détecté ensuite en race prolifique Finnsheep soit par un génotypage
systématique des mutations connues (Mullen and Hanrahan, 2014) soit par une approche trés

globale de séquencage complet de 96 génomes de plusieurs races (Heaton et al., 2017).

¢) Mutation Embrapa FecG*t

Vingt-trois brebis appartenant a la population Santa Inés ont été étudiées avec des
antécédents de naissances multiples (naissances de jumeaux ou de triplés). La mutation Booroola
FecB® n’a pas été retrouvée et donc les exons 2 des génes BMP15 et GDF9 ont été séquencés pour
rechercher des polymorphismes. Sept SNPs dont certains déja décrits précédemment par Hanrahan
et al. (2004) ont été identifiés dans GDF9. Parmi ces polymorphismes, un nouvel SNP ¢.1034T>G
créant une substitution non-conservative d’une phénylalanine vers une cystéine en position 345
(F345C) est détectée chez 43% des 23 brebis testées. Cette mutation est nommée Embrapa, FecGt
(Silva et al., 2010). Dans la population générale, la mutation est présente a 19,2% pour une
augmentation de +0,31 agneau a I'état hétérozygote. FecGE est également la premiére mutation
décrite dans GDF9 qui ne cause pas de stérilité chez les brebis homozygotes mais une augmentation

encore plus importante, de +0,65 agneau par rapport a des brebis non porteuses.
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d) Mutation Vacaria FecGY

L'analyse de données de naissances triples dans des élevages ovins au Brésil a permis d’émettre
I'hypothése de la ségrégation d’'un géne majeur de prolificité dans des élevages francais de brebis
lle-de-France. En effet, ces animaux sont génétiquement liés a la population francaise suite a
I'importation de semence de béliers Ile-de-France. Dans un premier temps, les mutations FecB? et
FecGFt, déja montrées ségrégeant dans d’autres races brésiliennes (Souza et al., 2009) ont été
génotypées mais non trouvées dans une sélection de 25 brebis francaises lle-De-France
sélectionnées pour leurs mise-bas multiples. Le séquencage des genes GDF9 et BMP15 a révélé un
nouveau polymorphisme (c.943C>T) dans I’ADNc de GDF9 chez 2 de ces animaux. Ce SNP entraine
une substitution non conservative de type p.Arg315Cys dans la protéine. Ce nouvel allele s'appelle
Vacaria, et la mutation est dénommée FecG". Un troupeau de brebis demi-soeurs a été évalué pour
le nombre d’ovulations au cours des trois premiéres saisons de reproduction et les hétérozygotes
FecGY/FecG* présentaient un nombre d’ovulations supérieur (2,1 contre 1,2) par rapport aux brebis
non porteuses, se traduisant par une taille de portée supérieure de +0,32 agneau. L'analyse de la
morphologie de I'appareil reproducteur des brebis homozygote mutées a révélé une hypoplasie
utérine et ovarienne associée a l'infertilité de ces femelles. Les follicules ovariens continuent a se
développer jusqu’a un stade de petit antrum, avec une morphologie de |'ovocyte et une disposition

des cellules de la granulosa anormales (Souza et al., 2014).
4) BAGALNT2 — FeclL

Avec I'augmentation croissante du nombre de génomes ovins séquencés et disponibles dans
les banques de données et la mise a disposition de I'ensemble des variants détectés, il est assez aisé
de rechercher des variants causaux connus. Cette stratégie a été utilisée pour les mutations connues
de prolificité ovine a partir des données de séquences ovines publiques du projet européen NextGen
(https://projects.ensembl.org/nextgen). Dans cette base de données, les variants d’un ensemble de
180 génomes sont disponibles pour des races Iraniennes et Marocaines. C'est ainsi que parmitoutes
les mutations connues dans BMP15, GDF9, BMPR1B et B4GALNT2, seule la mutation Fecl dans
B4GALNT2 a été mise en évidence dans la race D’man marocaine, bien connue pour sa prolificité
élevée. La ségrégation de la mutation Fecl! a été ensuite démontrée dans un échantillonnage
spécifique de brebis D’Man de la population tunisienne, montrant une fréquence de 65% de brebis
porteuses (Ben Jemaa et al., 2018). L’effet de Fecl! sur la prolificité avec +0,30 agneau/portée est

assez proche de celle observée en race Lacaune (+0,45).
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C. Les autres genes candidats associés a la prolificité ovine

1) Géne LEPR — Davisdale

Les précédentes mutations décrites ont pour effet d’augmenter la prolificité a I'état
hétérozygote cependant, une mutation dans le gene LEPR, codant pour le récepteur de la leptine, a
été identifiée comme responsable d’une baisse de la prolificité, mais également d’une
augmentation de I'dge a la premiére mise bas. Quatre béliers Davisdale dont les filles différaient par
I'dge a la puberté ont été sélectionnés pour un séquencage complet de leur génome. Des SNPs ont
été recherchés parmi les régions codantes des genes connus dans la régulation de la fonction de
reproduction (Haldar et al., 2014). Des polymorphismes ont été identifiés dans les génes suivants :
LEPR, FSHR, LHCGR, BMP7, PGR, IGFIR et MNTNRIA. Seul le statut homozygote aux trois SNPs dans
le gene LEPR a été associé a un retard de puberté. Les homozygotes a ces mutations avaient
également un nombre d’ovulations inférieur d’environ 15% (P < 0,001) par rapport aux sauvages
(Juengel et al., 2015). Quelques études physiologiques suggérent effectivement que la leptine

exogene stimule la folliculogeneése chez les ovins (Kendall et al., 2004; Munoz-Gutiérrez et al., 2005).
2) Gene FecW — population Whishart

En 1995, une brebis avec une prolificité exceptionnelle a été identifiée dans le troupeau de
mouton Romney de M. Wishart. Cette brebis a donné naissance a 21 agneaux en 7 portées, avec
deux portées de quadruplets et quatre portées de triplets. Les mesures de nombre d’ovulations de
547 descendantes de 24 males, issus de cette lignée hyperprolifique de moutons Romney, montrent
la ségrégation d’un géne majeur autosomal appelé FecW (Wishart).

Les différentes mutations déja identifiées ont été testées et ne sont pas présentes. Une copie
du locus muté augmente le nombre d’ovulations de 0,8 a 1,0. L'effet de deux copies du gene n’est

pas encore établi (Davis, 2005).
3) Gene FecX2" — mutation Woodlands

La ségrégation d’un gene majeur de prolificité dans les lignées Woodlands et Metherell a été
démontrée (Davis et al., 2001; Davis, 2005). Ces deux lignées ont été établies a partir de mémes
moutons fondateurs Coopworth dans les années 1960 et partagent donc un ancétre commun.
Cependant, elles ont été sélectionnées de maniére indépendante sur 6 a 10 générations.

La mutation a été primo localisée sur le chromosome X et a été appelée FecX2". Son effet a

été estimé a +0,25 agneau par mise-bas par alléle. Elle a une ségrégation particuliere liée au fait que
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le géne majeur serait soumis a une empreinte épigénétique maternelle (Davis et al., 2001). Le géne
FecX2 est rendu silencieux si la fille a hérité de 'alléle muté FecX2" de sa mére ou bien de son pére
qui lui-méme 'aurait hérité d’'une mere qui exprimait activement ce géne. Pour que le phénotype
s’exprime, il faut que l'alléle vienne du pére mais que la grand-mére n’ai pas exprimé activement ce
gene. Basé sur ce profil de ségrégation atypique, il semble fortement probable que le géne
responsable dans les deux lignées (c'est-a-dire Woodlands et Metherell) soit le méme. Cependant,
le fait que ce soit le méme gene ne signifie pas que les mutations soient également identiques et
cette hypotheése reste a vérifier.

La ségrégation de la mutation Woodlands soumise a une transmission entre générations bien
particuliere rend son étude difficile. En effet, I'attribution d’un phénotype a un individu n’est pas
seulement liée a la présence ou non de I'alléle muté, mais aussi a la maniere dont il a recu cet allele
de ses parents et de ses grands-parents. Une étude physiologique a essayé de caractériser le
phénotype Woodlands (Feary et al., 2007). Le développement folliculaire est altéré chez les brebis
gui expriment le géne. La formation de I'antrum dans le follicule arrive plus t6t et dans de nombreux
cas les structures folliculaires sont atypiques. L'expression des genes BMP15, TGFBR1 et BMPR1B
est altérée chez les brebis hétérozygotes, ce qui peut mener a une altération de la voie de
signalisation de BMP15 ou GDF9. Une des hypothéses est que ces différences d’expression doivent
contribuer a 'augmentation du nombre d’ovulations observé chez les brebis hétérozygotes. Pour le

moment, aucun cas de stérilité dans ces troupeaux n’a été mis en évidence.

Suite a la mise en évidence des génes Fec et de leurs mutations contrélant le nombre
d’ovulations et la prolificité des ovins, un certain nombre d’équipes a tenté d’établir une association
entre des polymorphismes dans des génes en lien avec la fonction de reproduction et ces phénotypes.
Cependant, ces études ont porté soit sur des races sans données préalables permettant d’établir une
hypothese de ségrégation d'un géne majeur, soit en comparant des races différant par leur prolificité
moyenne. Quoi qu’il en soit, dans aucun des cas ces études ont réellement prouvé la causalité

fonctionnelle de ces polymorphismes dans le contréle de la prolificité.
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4) Les génes de la famille BMPs

Comme les génes BMP15 et GDF9, les genes BMP2 et BMP7 codent pour les ligands de la
famille du TGFB, ils sont donc des genes candidats potentiels pour jouer un réle dans la régulation
de la prolificité.

Trois SNPs identifiés dans les génes BMP2 (g.48462350C>T) et BMP7 (g.58171856C>G ;
g.58171886A>C) ont été testés en analyse d’association avec la taille de portée de brebis de la race
Small Tail Han (n=348). Ces polymorphismes se sont révélés étre corrélés a la taille de portée en
fonction du rang de mise bas (Zhang et al., 2019). Cependant ces auteurs n’ont pas contrélé la
présence de FecBE en ségrégation dans cette population, BMPR1B étant pourtant un récepteur
connu de ces deux ligands (Derynck and Feng, 1997). Toujours dans la race Han, un SNP
g.5058476C>T situé dans un intron du géne TGFBR2, le récepteur de type 2 du TGFR, est également
seconde race chinoise Hu, un SNP dans la séquence 3’ non traduite du transcrit du gene INHBB
codant la sous-unité béta de I'inhibine B, montre également une association avec la prolificité des

brebis Hu (Chu et al., 2011b).
5) Les génes codant des récepteurs hormonaux

Dans le cadre du contrble de la fonction de reproduction femelle, les génes codant les
récepteurs pour des hormones (stéroides, peptidiques ou neuro-peptidiques) agissant sur I'axe
hypothalamo-hypophyso-gonadique constituent des candidats évidents. Ainsi, un polymorphisme
de type SNP a été découvert dans le gene codant le récepteur alpha de I'cestradiol (ESR1) en
association avec la prolificité en race chinoise Hu (Bi et al., 2005). Dans cette méme race, une autre
étude a mis en évidence deux SNPs dans la région codante du gene NR5A2 (Li et al., 2015), codant
la protéine LRH1 (Liver Receptor Homolog-1), un récepteur nucléaire orphelin modulant la
stéroidogéneése et jouant un role clef lors de I'ovulation, I'expansion du cumulus et la lutéinisation
(Meinsohn, 2019). Dans la seconde race chinoise tres étudiée, la Small Tail Han, des
polymorphismes associés a I'hyperprolificité de cette race (en dehors de FecB?) ont été mis en
évidence dans les génes FSHR codant le récepteur de I’hormone gonadotrope FSH (Chu et al., 2012;
Wang et al., 2015), PRLR codant le récepteur de la prolactine (Chu et al., 2007) et GPR54 codant le
récepteur du neuropeptide kisspeptin impliqué, entre autres, dans I'activation des neurones a GnRH
lors de la puberté et au moment de l'ovulation (Chu et al., 2012). Indépendamment, un SNP g.
3431C>A dans ’ADNc de GPR54, responsable d’un changement d’une phénylalanine en leucine en

position 195 de la protéine, a été montré associé a une augmentation de la taille de portée et du
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poids des agneaux a la naissance en race Iranienne Mehraban (Madj et al. 2019). Enfin, toujours en
race chinoise Han, un polymorphisme dans le gene codant le récepteur a la mélatonine MTNR1A
impliqué dans le controle de la photopériode vient récemment d’étre associé a la taille de portée
(He et al., 2019). En effet, I'alléle T du SNP g.15118756C >T dans I’'exon 2 du géne MNTRA1 est
associé a une augmentation significative de la prolificité de +0,6 a +0,8 agneau par mise-bas en

fonction de la parité des brebis, mais uniguement a I’état homozygote.
6) Le géne HIRA

Dans le but d’identifier un nouveau gene majeur affectant la prolificité de races présentes
en Chine mais sans a priori sur le candidat, les génomes complets de 89 moutons de neuf lieux
géographiques du territoire chinois ainsi que 10 Mérinos d’Australie ont été séquencés (Zhou et al.,
2018). Les races Small Tail Han Sheep, Hu et Cele black, connues pour leur moyenne de prolificité
élevée, ont été comparées aux races Ujimquin, Bayinbuluke, Tan, Oula, Prairie Tibetan et Valley
Tibetan ayant une prolificité bien plus modérée. Une recherche de trace de sélection a conduit les
auteurs a étudier une région significative du chromosome 17 ne contenant qu’une seule annotation
pour le gene HIRA (Histone Cell Cycle Regulator). La littérature indique que ce geéne joue un role
dans I'assemblage des nucléosomes et le développement précoce de I'embryon (Lin et al., 2014;
Nashun et al., 2015). Un polymorphisme de type SNP dans ce gene (g.71833755T>C ou c.2546T>C)
introduisant une substitution non conservative dans la protéine HIRA (Q849R) est plus
particulierement associé a la taille de portée moyenne des trois premieres mises bas pour les brebis

de la race Small Tail Han (Zhou et al., 2018).

D. Déterminisme génétique de la prolificité dans d’autres especes

La productivité numérique et donc la prolificité sont des caractéres qui peuvent intéresser la
sélection génétique d’autres especes de rente comme les caprins et les porcins. En revanche, ce
caractere est plutot considéré comme indésirable chez les bovins. En effet, la présence simultanée
d’un embryon male et d’'un embryon femelle conduit au phénoméne de « free martinisme » qui se
traduit par une masculinisation de la femelle (échanges foetaux d’AMH et d’androgénes) qui ne
pourra pas devenir une génisse productive. Dans lI'espéce humaine, en dehors de toute
considération de sélection génétique bien évidement, la naissance de jumeaux dizygotiques est en

lien directe avec un nombre d’ovulations plus élevé possiblement sous déterminisme génétique.
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Tableau 3: Localisation chromosomique des QTLs et SNPs associés aux taux de gémellité et au nombre
d’ovulations chez les bovins.

(Garcia-Guerra et al. 2018)



1) Les especes monotoques caprines et bovines

Pour la chéevre, seule la France dispose d’'un schéma de sélection organisé, mais il n’existe
pas de programme génétique sur la sélection de la prolificité car la production est quasi
exclusivement laitieére. Par contre, la prolificité intéresse d’autres pays consommateurs de viande
caprine. La recherche de polymorphismes associés a la prolificité chez la chévre est exclusivement
basée sur une approche « géne candidat » sur la base des connaissances acquises en ovins.

Le résultat le plus surprenant est la découverte de lalléle ovin FecB® de BMPRIB en
ségrégation dans la race caprine Black Bengal en Inde (Polley et al., 2009). L’effet de la mutation
FecB? a été estimé a + 0,3 chevreau par portée. La ségrégation d’'une méme mutation dans deux
espéces différentes améne a se questionner sur I'origine de la mutation (antérieure a la séparation
des genres capra et ovis) ou a des croisements entre caprin et ovin, donnant des hybrides (chabin
ou ovicapre) fertiles dans de rares cas (Cribu et al., 1988).

De nombreux SNPs dans le gene GDF9 caprin (mais différents de ceux identifiés chez les
ovins) sont rapportés avec des effets significatifs sur la taille de portée pour des races tres prolifiques
comme la Jining Grey en Chine (Chu et al., 2011a; Feng et al., 2011), ou la Black Bengal (Ahlawat et
al., 2013). Il en est de méme avec des SNPs dans BMP15 pour la race Jining Grey (Feng et al., 2009,
2014). D’autres polymorphismes associés a la prolificité chez la chévre sont également décrits dans
d’autres geénes candidats impliqués dans la fonction de reproduction, tels que : INHA (He et al.,
2010), GH (Zhang et al., 2011), KISS1 (An et al., 2013), KITLG (An et al., 2015) et IGF1 (Thomas et al.,
2016).

Bien que contre-sélectionnée, la variation du nombre d’ovulations et de la prolificité existe
aussichez les bovins, les taux de naissances gémellaires atteignant 4 a 5 % en race Holstein et Maine-
Anjou/Rouge-des-Pres (Vinet et al., 2012). Il a été suggéré que ce taux de jumeaux pouvait étre sous
le controle d’'un gene majeur (Morris and Day, 1990). Un certain nombre d’équipes a tenté de
rechercher des mutations associées a la gémellité chez la vache (Tableau 3). Une premiere série
d’études avait identifié un QTL sur le chromosome 5 bovin et le géne IGF1 comme meilleur candidat
positionnel (un SNP associé au phénotype, (Kim et al., 2009)) et fonctionnel (taux sérique d’IGF1
plus élevé dans les familles sélectionnées sur la gémellité, (Echternkamp et al., 1990)). Une seconde
série d’études a été menée par une autre équipe a partir de I'observation d’'une vache trés prolifique
qui avait eu 3 séries de triplés. lIs ont généré et phénotypé pour le nombre d’ovulations une famille
de petites-filles a partir d’un fils de cette vache extréme. Les travaux de localisation du déterminisme

génétique du nombre d’ovulations pour cette famille ont permis de localiser I’alléle prolifique
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(Montgomery et al. 2014)

Figure 13: Substitutions et Insertions/délétions dans la protéine GDF9 humaine associées a une augmentation de la
fréquence de gémellité dizygotique.

(Persani et al. 2014)

Figure 14: Substitutions, et Insertions/délétions dans les protéines BMP15 et GDF9 humaine associées aux syndromes
ovariens chez la femme.

Illustration schématique des variants humains BMP15 (A) et GDF9 (B) identifiés en association avec dysgénésie
ovarienne, ou une insuffisance ovarienne prématurée (POI) ou un syndrome des ovaires polykystiques (PCOS).
L'impact fonctionnel prévu par le type de variation ou les études in vitro est également rapporté.



nommé Trio dans une région de 1.2 Mb sur le chromosome 10 bovin comprenant les genes
candidats SMAD3, SMADG6 et IQCH (Kirkpatrick and Morris, 2015). Bien qu’aucun polymorphisme
causal n"ait été détecté dans SMADG, les études fonctionnelles de transcriptome et de protéome
gui ont suivi semblent désigner ce géne de la signalisation des BMP comme le meilleur candidat
(Kamalludin et al., 2018).

Finalement, chez la vache, tres peu d’études ont tenté une approche génes candidats pour
BMP15 et GDF9 en lien avec la gémellité. Seule I'observation d’une délétion de 4pb dans la séquence
codante de BMP15 causant "apparition d'un codon stop prématuré en position 264 de la protéine
a été rapportée a I'état hétérozygote dans 5 races chinoises (Zhang et al., 2009). Cependant, aucune

des vaches porteuses de ce polymorphisme ne montre une augmentation de la prolificité.
2) L'espece humaine

Les naissances gémellaires dans |'espéce humaine sont relativement fréquentes (13 sur 1000
grossesses), mais ce taux change en fonction des années et des pays (15-16/1000 aux USA et en
Europe, contre 9/1000 en Asie, Hoekstra et al., 2008). Il y a deux types de naissances gémellaires,
monozygotiques (scission d’'un méme embryon) ou dizygotiques (ovulation multiple et fécondation
indépendante de chaque ovocyte) comme observées chez la brebis. Différents facteurs
« environnementaux » peuvent influencer sur la gémellité dizygotique dans I'espéce humaine,
comme I’age a la conception, la composition corporelle ou encore la consommation de tabac, mais
des facteurs génétiques sont également impliqués. Un certain nombre de travaux a tenté d’associer
des polymorphismes dans les genes FSHR (Al-Hendy et al., 2000), INHA ou INHBB (Montgomery et
al., 2000) mais sans résultat convaincant. Les données les plus probantes concernent des
polymorphismes dans le gene GDF9 associés a un risque accru de gémellité dizygotique, mais
n’expliquant que 2% de la variance génétique (Figure 13, Hoekstra et al., 2008; Montgomery et al.,
2004, 2014; Palmer et al., 2006).

Il est intéressant de noter que les meres de jumeaux dizygotiques semblent atteindre la
ménopause plus précocement que les méres de jumeaux monozygotiques (Gosden et al., 2007;
Martin and Park, 1999). On pourrait rapprocher cela a I'observation chez la femme de nombreuses
mutations dans le gene GDF9, mais aussi BMP15, associées a des syndromes ovariens, comme
I'insuffisance ovarienne prématurée ou les ovaires polykystiques (Figure 14, pour revue Persani et
al., 2014). Ainsi, la question se pose de I'interaction entre le déterminisme génétique de la gémellité
et celui de ces syndromes via un mécanisme commun de contréle de la fonction ovarienne, méme

si les variants découverts dans GDF9 ne sont pas les mémes (Figure 13 et Figure 14).
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3) Les espéces polytoques murines et porcines

Chez la truie ou la souris, qui sont poly-ovulantes par nature, contrairement aux ruminants
ou la femme qui font partie d’especes dites mono-ovulantes ou monotoques, il n'y a pas
d’hypothése de ségrégation de génes majeurs controlant ce phénotype. Cependant, une variabilité
du nombre d’ovulations et de la prolificité peut étre observée que ce soit chez la truie ou la souris.
Ainsi différentes études de détection de QTL pour ce caractere de prolificité ont été entreprises,
mais aucune mutation causale n’a pu étre identifiée (souris : (Kirkpatrick et al., 1998; Suto, 2015));
truie : (Rempel et al., 2010; Wu et al., 2018)). L’hypothese avancée face a la difficulté de trouver des
signaux QTL forts (en porc en particulier avec 'utilisation de croisement entres races de prolificités
différentes) serait en lien avec le phénomeéne d’épistasie dans lequel I'effet phénotypique des alléles
prolifiques serait fortement modulé par le fond génétique dans lesquels ils ségrégent (Noguera et
al., 2009).

En parallele de ces études, les recherches spécifiques de variants prolifiques dans les génes
BMP15 (Wang et al., 2003), GDF9 (Zhang et al., 2008) et BMPR1B porcins (Tomas et al., 2006) ont
toutes échoué. La génération d’une lignée de porc avec une modification ciblée réalisée par
I’approche CRISPR/CAS9 pour recréer la mutation Booroola BMPR1B®?*°R n’a pas non plus permis
de faire un lien avec une variation de la prolificité (Zhao et al., 2016).

Chez la souris, des d’animaux invalidés pour gdf9 (Dong et al., 1996), bmp15 (Yan et al.,
2001), et bmpr1b (Yiet al., 2001) ont été générés. Aucune invalidation de ces trois génes n’a d’effet
a I'état hétérozygote sur la prolificité ou la fertilité des souris. Par contre, a I’état homozygote les
souris gdf9”" sont infertiles avec un blocage précoce de la folliculogenése au stade primaire avec
des follicules ovariens ne possédant qu’une seule couche de cellules de la granulosa (Dong et al.,
1996). Ce phénotype est identique a celui des brebis homozygotes pour les mutations dans BMP15
chez les ovins : Inverdale (FecX') et Hanna (FecX"”, Galloway et al. 2000), Lacaune (FecX!, (Bodin et
al., 2007)) ou Barbarine (FecX®?’, Lassoued et al., 2017). Cependant, les souris bmp157- ne montrent
gu’une fertilité diminuée avec un nombre d’ovulations et un taux de fécondation réduits (Yan et al.,
2001). Les souris bmprlb”- sont infertiles, mais contrairement aux souris gdf9”", la folliculogenése
est complete, l'infertilité étant expliquée par un défaut d’expansion du cumulus empéchant la

fécondation in vivo. Par contre les ovocytes de ces souris sont fécondables in vitro (Yi et al., 2001).
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L'ensemble de ces observations laisse a penser que la recherche de mutations a effet majeur
de la prolificité chez les ovins a permis de mettre en évidence des génes clefs du contréle de la
fonction ovarienne chez les mammiféres avec en particulier le rbéle crucial du systeme de
signalisation des BMPs. Cependant la caractéristique spécifique de contréle du nombre d’ovulations
et de la prolificité par ces génes semble dépendante de I'espéce et de son statut mono ou poly-

ovulant.
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(Weiskirchen et al.2009)
Figure 15: Arbre phylogénétique des ligands de la super famille du TGF-6.

Sur la base de leurs caractéristiques structurelles, les 35 membres de la famille TGF-béta sont subdivisés en (i) TGF-
béta, (ii) activines / inhibines, (iii) bone morphogenetic proteins (BMP) / differentiation factors (GDF), et (iv) le
groupe plus étroitement lié de ligands du GDNF. L'affiliation a I'un de ces sous-groupes est ambigué et traitée de
maniére quelque peu irréguliere. TGF-betal, BMP-7, BMP-2 et BMP-4 (toutes marquées en rouge) sont les cytokines
qui ont une importance exceptionnelle dans le controle de la fibrogenese.
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Figure 16: Représentation schématique de la structure protéique primaire des BMPs.

Elles sont sécrétées sous forme de précurseur contenant un peptide signal hydrophobe ainsi qu’un site de coupure
RXXR permettant la libération du domaine mature apres clivage par une endoprotéase.



Il. Conséquences des mutations des genes
majeurs « Fec » sur la physiologie ovarienne

On connait actuellement quatre génes Fec (FecB/BMPR1B, FecX/BMP15, FecG/GDF9 et
Fecl/B4GALNT2) dont les mutations affectent la prolificité des ovins via un contréle du nombre
d’ovulations. Ces mutations entrainent toutes un phénotype d’hyperprolificité a I’état hétérozygote
et, pour certaines d’entre elles, une stérilité a I'’état homozygote, donnant un premier apercu du
réle crucial des genes Fec dans la fonction de reproduction femelle. Parmi ces quatre genes, trois
sont des membres du systeme de signalisation cellulaire des Bone Morphogenetic Proteins (BMPs),
deux ligands, BMP15 et GDF9, et le récepteur BMPR1B.

Avant de présenter comment l'identification des génes Fec et leurs mutations associées ont
permis d’approfondir nos connaissances sur la physiologie de la fonction ovarienne, je souhaite vous
introduire quelques notions sur le systéme de signalisation des BMPs, ainsi que sur la folliculogenese

et la physiologie ovarienne chez la brebis.

A. Le systeme de signalisation cellulaire des BMPs

1) Les ligands et récepteurs

Les BMPs font partie de la superfamille du Transforming Growth Factor B (TGFB), il s’agit de
la plus grande famille de protéines de sécrétion chez les mammiferes (Peng et al., 2013a). Parmi la
trentaine de protéines que constitue cette famille, on retrouve quatre sous-groupes
phylogénétiques : les TGFB, les GDNF (Glial cell line-Derived Neutrophic Factor), les
Activine/Inhibine (dont I’lhormone Anti-Millerienne, AMH) et les GDFs (Growth and Differenciation
Factor) / BMPs (dont BMP15 et GDF9, Figure 15 ; Weiskirchen et al., 2009). Il s’agit des cytokines
impliquées dans la régulation de la croissance, la différenciation et I'apoptose de différents types
cellulaires, dont les cellules ovariennes (Elvin et al., 1999; Monniaux et al., 2019; Shimasaki et al.,
1999). Les BMPs sont synthétisées sous la forme de précurseurs contenant un peptide signal
hydrophobe, un pro-domaine de taille variable contenant des sites potentiels de N-glycosylation et
un domaine C-terminal (Galloway et al., 2000; McIntosh et al., 2012). Le clivage de ces précurseurs
par des protéines convertases au niveau d’un motif RXXR, permet la libération du domaine C-

terminal, le domaine mature qui porte I'activité biologique, du pro-domaine N-terminal (Figure 16).
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Figure 17: Voie de signalisation des BMPs et ses régulations.

(Ten Dijke et al., 2000) Les fleches en noir représentent la voie de signalisation. La liaison du ligand BMP dimérique
va entrainer la formation d’un complexe hétérotétramérique de deux récepteurs de type | et de deux récepteurs de
type Il. Ce rapprochement moléculaire permet la phosphorylation du récepteur de type | par I'activité kinase
constitutive du récepteur de type Il. Cette activation entraine la phosphorylation des R-SMADs, (dissociation des
domaines MH-1 et MH-2) et une hétéro-oligomérisation avec SMAD4 (Co-SMAD). Les complexes R-SMAD/SMAD4
sont transloqués dans le noyau pour réguler la transcription de genes cibles, soit en se liant directement a I’ADN,
soit en coopérant avec d’autres facteurs de transcription Les inhibitions de cette voie sont notées avec des traits
rouges et les molécules inhibitrices sont représentées par les bulles vertes.



Le role du pro-domaine est encore mal défini, néanmoins il semble étre impliqué dans la stabilité et
la spécificité de la pro-protéine, et s’avére étre nécessaire a la formation du dimére, voire
d’hétérodimeres (Gray and Mason, 1990; Mclntosh et al., 2008; Sengle et al., 2011). Le domaine
mature des membres de la super famille du TGF( présente une structure particuliere dite en « noeud
de cystéine ». Six des sept cystéines présentes dans le domaine mature forment des ponts disulfures
deux a deux. La septiéme cystéine, située en amont de la cystéine 4 est impliquée dans la formation
du dimere. Cependant, toutes les protéines de la famille ne possedent pas cette cystéine impliquée
dans la dimérisation (Vitt et al., 2001). BMP15 et GDF9 pour lesquels cette cystéine est remplacée
par une sérine, ne peuvent donc pas créer des dimeéres liés de fagcon covalente, ce qui suggére un
autre type de liaison pour la dimérisation de ces molécules, probablement des interactions labiles
de type électrostatiques et hydrophobes (Mclintosh et al., 2008). Les membres de la famille du TGFR
peuvent également former des hétérodimeéres entre eux.

C’est notamment le cas de la sous-famille inhibine/activine dont I’lhomodimérisation de deux
sous-unités B, BA ou BB, est a l'origine de la formation de I'activine A et de I'activine B
respectivement, alors que I’hétérodimérisation d’une sous-unité a avec I’'une des deux sous-unités
B forme I'inhibine A ou I'inhibine B (Knight et al., 2012). Dans la sous-famille des BMPs, BMP15 et
GDF9 sont également capables de former un complexe hétéromérique (Liao et al., 2003;
Mottershead et al., 2015). Cet hétérodimeére BMP15/GDF9, maintenant nommé Cumuline, présente
une activité supérieure a chaque homodimere BMP15 ou GDF9 sur la prolifération des cellules
ovariennes de la granulosa ou I’expansion du cumulus (Mottershead et al., 2015; Peng et al., 2013a).
C’est également I'observation faite pour les hétérodiméres BMP2/BMP7 ou BMP2/BMP6 qui ont
une activité 5 a 10 fois supérieure a celle de ’'homodimére BMP2/BMP2 sur la formation de cartilage
et d’os (Israel et al., 1996; Valera et al., 2010).

Pour médier leurs actions cellulaires, les cytokines de la famille BMP se lient suivant leur
affinité a un complexe tétramérique de deux types de récepteurs membranaires (type | et type Il)
possédant chacun une activité sérine/thréonine kinase (Figure 17; ten Dijke et al., 2000). Les deux
types de récepteurs sont composés d’'un domaine N-terminal extracellulaire de liaison au ligand,
d’un seul passage transmembranaire et d’une partie cytoplasmique possédant I’activité kinase. Le
récepteur de type Il impliqué dans la signalisation des BMP est BMPR2. Néanmoins les récepteurs
de I'activine, ActR2 et ActR2B peuvent participer a la signalisation des BMPs, mais avec une affinité
pour les BMPs plus faible que pour I'activine. L’activité sérine/thréonine kinase des récepteurs de
type Il est constitutive, indépendante de la liaison du ligand, avec le récepteur de type | pour

substrat (Massagué, 1998).
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Figure 18 : Arbre phylogénétique des génes codants les protéines SMADs.

(Macias et al. 2015) Les SMADs sont groupées en fonction de leur activité, les R-SMADs (Receptor-regulated
SMADs), la Co-SMAD (Common SMAD) et les I-SMADs (Inhibitory SMADs). MH1 désigne le domaine de liaison
a I’ADN, et MH2 le domaine de liaison aux récepteurs de type I, aux autres SMADs ou a d’autres facteurs

transcriptionnels.



Trois récepteurs de type | sont également impliqués dans la voie de signalisation des BMPs:
BMPR1A, BMPR1B et ACVR1. Seuls BMPR1A et BMPR1B sont spécifiques de la signalisation BMPs
alors que le récepteur ACVR1 participe aussi a la signalisation de I'activine. En comparaison des
récepteurs de type Il, la partie cytoplasmique des récepteurs de type | posséde en plus un domaine
juxta-membranaire riche en glycine et sérine (domaine GS), qui est le site de phosphorylation par
I'activité kinase des récepteurs de type Il. Le domaine kinase des récepteurs de type | possede une
partie spécifique de liaison aux protéines SMADs (Similar to Mothers Against Decapentaplegic) qui
sont les principaux effecteurs intracellulaires de la voie de signalisation (Feng and Derynck, 1997;
Persson et al., 1998) (Figure 17 et Figure 18).

Enfin, il existe également un co-récepteur pour les BMPs, I'inhibine et les TGFRs, il s’agit d’un
protéoglycan de surface, le bétaglycan ou récepteur de type lll, TGFBR3, qui ne possede pas
d’activité propre de signalisation. TGFBR3 peut se complexer avec les récepteurs de type | des BMPs
pour optimiser leur activité (Lee et al., 2009). A I'inverse, en liant directement I'inhibine, TGFBR3
conduit a la formation d’un complexe stable et de grande affinité avec les récepteurs de type Il de
I'activine et des BMPs. La séquestration des récepteurs de type Il empéche ainsi les interactions
avec ces ligands, le recrutement de leurs récepteurs de type | et par conséquent la transduction de

leurs signaux (Lewis et al., 2000; Wiater and Vale, 2003).
2) Les facteurs SMADs, effecteurs intracellulaires

Comme indiqué plus t6t, les BMPs ont la capacité d’activer des voies de signalisation dépendantes
des molécules effectrices SMADs et de réguler la transcription de génes cible impliqués dans la
survie, 'apoptose, la migration et la différenciation cellulaire. Les SMADs sont classées en trois
groupes : les R-SMADs (Receptor-regulated SMADs), la Co-SMAD (Common SMAD) et les I-SMADs
(Inhibitory SMADs), formant une famille multigénique (Figure 18, Macias et al., 2015). Les R-SMADs
sont phosphorylées et activées par les récepteurs de type | suite a la liaison des ligands. On distingue
deux sous-groupes de R-SMADs, les SMADs 1, 5, 8 phosphorylées par les récepteurs | de type BMP
(BMPR1A, BMPR1B et ACVR1) et les SMADs 2, 3 phosphorylées par les récepteurs | de type
Activine/TGFB (TGFBR1, ACVR1B, ACVRL1). Une fois activées, les R-SMADs dimériques forment des
complexes hétéromériques avec la Co-SMAD ou SMAD4 commune aux deux voies (BMP et
Activine/TGFB). Le troisieme groupe est celui des SMADs inhibitrices, les I-SMADs qui vont inhiber
le signal par compétition avec les R-SMADs (Figure 18). Les hétérocomplexes R-SMADs/SMAD4
formés sont ensuite transloqués dans le noyau pour réguler la transcription de genes cibles, soit en

se liant directement a I’ADN, soit en coopérant avec d’autres facteurs de transcription.
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3) Régulation de la voie de signalisation

La voie de signalisation des BMPs peut-étre régulée a tous les niveaux, des ligands aux
effecteurs intracellulaires (Figure 17). Ainsi, au niveau extracellulaire, la voie de signalisation est
finement régulée de maniére complexe, soit par I'association non-covalente des pro-domaines
clivés aux domaines matures (forme dite « latente »), soit par des protéines antagonistes liant les
BMPs (Noggin, Chordin ou Follisatine), ou encore par la compétition avec d’autres ligands (Inhibine).
L’'ensemble de ces mécanismes concourent tous a empécher les BMPs de se fixer et de stimuler
leurs récepteurs spécifiques (Blazquez-Medela et al., 2019; Bragdon et al., 2011; Glister et al., 2004;
Izumi et al., 2006; Sabo, 2011).

Au niveau membranaire, le pseudo-récepteur BAMBI (BMP and Activin membrane bound
inhibitor), dont I'expression est induite par les BMPs, se lie aux récepteurs BMPR1A et BMPR1B,
interférant avec la formation des complexes avec les récepteurs de type Il (Onichtchouk et al. 1999,
Boergermann et al. 2010).

Au niveau sous-membranaire, I'immunophiline FKBP-12 a été décrite comme étant un
inhibiteur commun aux récepteurs de type I. En se liant au domaine GS du récepteur de type |, elle
masque les sites de phosphorylation par le récepteur de type Il (Wang et al., 1996).

Au niveau intracellulaire, les BMPs induisent I’expression de leurs propres inhibiteurs (I-
SMADs) tels que SMAD6 et SMAD7 qui disposent de nombreuses capacités pour désactiver et
moduler la cascade de signalisation, soit en se fixant aux récepteurs soit en formant des complexes
inactifs avec les R-SMADs (Heldin et al., 1997; Miyazono et al., 2005). Il existe également la voie de
I'ubiquitinylation des SMADs qui sont alors dirigées au protéasome pour étre dégradées.

La voie de signalisation BMP peut étre en interaction fonctionnelle avec bien d’autres voies
de signalisation pouvant moduler son action intracellulaire (IGF1, EGF, FSH par exemple), mais que
nous ne détaillerons pas dans cette introduction. Ces autres voies utilisant I'intermédiaire de
cascades de phosporylation via ERK (Extracellular signal-Regulated Kinase), Map kinase p38 ou
encore JNK (C-Jun N-terminal kinase) peuvent interférer en phosphorylant de fagon atypique les R-

SMADS (Figure 17).

B. Folliculogenese et physiologie ovarienne chez la brebis

Chez les mammiféres, I'ovaire renferme un stock d’ovocytes formés deés la naissance. Cette
réserve ovarienne de follicules primordiaux, que I'on estime entre 100 000 et 200 000 chez la brebis,

va s’épuiser au cours du temps, sous l'action de deux processus, I'un étant la folliculogenese
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(Monniaux et al. 2009)

Figure 19: Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation ovocytaire.

La partie supérieure montre la moyenne (ligne noire) et I’étendue (ombrage) de la croissance du follicule et
de I'ocovyte, du stade primordial jusqu’a I'ovulation. La partie inférieur montre I'émergeance progressive de
plusieurs caractéristiques fonctionnelles et morphologogiques critiques au cours du développement des
follicules. Les stades de développement ont été définis par deux systémes différents: I'un basé sur la
morphologie et I'autre sur les caractéristiques fonctionnelles des follicules.



aboutissant a I'ovulation et 'autre I'atrésie folliculaire. Chez les mammiferes d’élevage, on ne
constate pas d’épuisement complet de cette réserve. Seule la femme connaitra I'épuisement de

cette réserve en lien avec la ménopause.
1) Lafolliculogenése et la cyclicité

La folliculogenese est un ensemble de processus de croissance et de maturation des follicules
ovariens du stade de follicule primordial jusqu’a I'ovulation. Ce processus commence chez le feetus
(cas de la brebis) ou peu apres la naissance en fonction des espeéces, et perdure tout au long de la
vie. Selon que les especes soient mono- ou poly-ovulantes, et a partir de la puberté, la
folliculogenése aboutit a la production d’un ou plusieurs ovocytes aptes a la fécondation et au
développement a chaque cycle sexuel. La folliculogenése peut se subdiviser en deux grandes étapes

successives (Figure 19): la croissance folliculaire basale et la croissance folliculaire terminale.

a) Croissance folliculaire basale

La folliculogenése basale, qui suit le recrutement initial, est une étape de croissance lente et
continue des follicules, essentiellement contr6lée par des facteurs ovariens agissant en mode
paracrine. Elle dure environ 6 mois chez la brebis. C’est au cours de cette phase que s’effectue
I'essentiel de la croissance de l'ovocyte et qu’il acquiert la capacité a reprendre la division

méiotique.

Au niveau morphologique, lors du démarrage du développement folliculaire, les cellules somatiques
entourant I'ovocyte deviennent cubiques et forment le follicule primaire. Le diamétre du follicule
va des lors augmenter par prolifération des cellules somatiques constituant la granulosa, pour
donner lieu au follicule secondaire (deux couches) et tertiaire (multicouches) (Figure 20). Le passage
au follicule tertiaire ou pré-antral se caractérise par la formation d’une théque interne (cellules
fibroblastiques) dans laquelle se développe une vascularisation. Pour toutes les especes de
mammiféres, a une taille d’environ de 200um de diametre, le follicule acquiert une theque externe
et une cavité, I'antrum qui se forme a l'intérieur de la granulosa. On parle alors de follicule antral.
L'antrum contient le liquide folliculaire issu d’une accumulation de produits de sécrétion du follicule
(protéines et stéroides) et d’éléments plasmatiques apportés par la circulation périphérique (Figure
20). La prolifération rapide des cellules de granulosa et I'accroissement du volume de I'antrum se
poursuivent alors, augmentant considérablement le diamétre du follicule antral pour atteindre une

taille de 2 a 3 mm chez la brebis.
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Figure 20: Folliculogenése chez la brebis.

(Scaramuzzi et al. 2011)La partie supérieure montre lamoyenne (ligne noire) et I'étendue (ombrage) de la croissance
du follicule et de I'ocovyte, du stade primordial jusqu’a I'ovulation. La partie inférieur montre I'émergeance
progressive de plusieurs caractéristiques fonctionnelles et morphologogiques critiques au cours du développement
des follicules. Les stades de développement ont été définis par deux systemes différents: I'un basé sur la
morphologie et I'autre sur les caractéristiques fonctionnelles des follicules.



Jusgu’au stade pré-antral, le développement des follicules est largement controlé par un
dialogue moléculaire via des facteurs de croissance (BMPs, FGFs, KITL par exemple) entre I'ovocyte
et les cellules somatiques qui I'entourent (granulosa et theque). Dés le stade primaire de
développent du follicule, I'ovocyte synthétise du GDF9, qui soutient la transition vers le stade
folliculaire secondaire (Dong et al., 1996). Chez la brebis, et probablement chez la femme, c’est
BMP15 qui jouerait ce réle (Otsuka et al., 2011; Persani et al., 2014). GDF9 et BMP15 produits par
I'ovocyte activent leur voie de signalisation SMAD dans les cellules de la granulosa et favorisent leurs
proliférations et leurs survies, alors que le KITLG produit par les cellules de la granulosa active la
voie PI3K/AKT essentielle a la croissance et a la survie de I'ovocyte (Monniaux, 2016). Les cellules
thécales nouvellement formées contribuent aussi a cette progression dans la folliculogenése basale
par la synthese d’androgénes et de facteurs de croissance (BMP4, BMP7, NGF, FGF7, EGF, TGF a),
qui renforcent la prolifération des cellules de la granulosa. Inversement, les cellules de la granulosa
contrélent I'expression des genes et 'activité sécrétoire de la theque par la sécrétion de facteurs de
croissance et de cytokines, en particulier KITLG (Hutt et al., 2006). En opposition a ces signaux
stimulant la croissance folliculaire, les cellules de la granulosa produisent également de 'AMH qui
inhibe la croissance des petits follicules a partir de leur activation (Durlinger et al., 1999). Cette
folliculogenése basale peut se dérouler en absence d’hormones gonadotropes, mais les cellules
folliculaires y sont sensibles. La sensibilité a la FSH (Folliculo-Stimulating Hormone) augmente
progressivement, a mesure que divers facteurs (IGF1, insuline, androgenes, etc.) induisent des

récepteurs de la FSH et/ou amplifient I'action de la FSH sur les cellules de la granulosa (Figure 20).

b) Croissance folliculaire terminale, ovulation et cyclicité

A partir du stade antral, la folliculogenése terminale est plus particuliérement sous un controle
endocrine via sa dépendance aux hormones gonadotropes FSH et LH (Luteinizing Hormone), mais
de nombreux autres facteurs (facteurs de croissance, matrice extracellulaire, stéroides)
interviennent également pour agir en synergie avec les gonadotropines (McGee and Hsueh, 2000).
La durée de cette croissance terminale est de 3 a 4 jours chez la brebis et présente un caractére
cyclique via un dialogue hormonal entre les ovaires, ’hypophyse et I’hypothalamus.

Au niveau folliculaire, il y a accroissement du volume de I'antrum, développement de la
vascularisation thécale, diminution de l'activité de prolifération des cellules de granulosa et
différenciation des cellules de la granulosa et de la théque en cellules stéroidogénes (Edson et al.,

2009). En effet, la différenciation des cellules de la granulosa est caractérisée, sous l'influence de la
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Figure 21:Sécrétions hormonales au cours du cycle oestrien de la brebis.

(McNeilly et al. 1992) Pendant la phase folliculaire qui se déroule entre J16 et J18 (JO = pic de LH), la maturation
folliculaire s’Taccompagne d’une production d’oestradiol. Une fois le seuil atteint, ce stéroide déclenche le pic pré-
ovulatoire de LH par un rétrocontrdle positif sur le complexe hypothalamo-hypophysaire. L'ovulation a lieu 21
heures apres ce pic. Aprés I'ovulation et pendant toute la phase lutéale, des fluctuations de FSH génerent de
nouvelles vagues de croissance folliculaire terminale. La formation du corps jaune caractérise cette phase, celui-ci
sécrete la progestérone qui inhibe alors la sécrétion de LH. En fin de phase lutéale, on assiste a la régression rapide
du corps jaune. Le rétrocontréle négatif de la progestérone sur la sécrétion de LH est levé, la fréquence des pulses
de LH augmente, marquant le début d’'une nouvelle phase folliculaire.



FSH, par l'apparition et une forte expression des genes de la stéroidogenése, CYP11A1, STAR,
HSD3B2 et surtout CYP19A1 qui code pour I'aromatase responsable de la synthéese d’cestradiol
(synthétisé a partir des androgénes thécaux). C’est lors de cette phase terminale que les cellules de
la granulosa font I'acquisition des récepteurs a la LH (LHCGR), dont le nombre augmente jusqu’au
stade préovulatoire (follicules de 6-8 mm de diameétre chez la brebis). La FSH augmente également
I'expression de nombreux geénes, en particulier ceux codant pour les sous-unités inhibine/activine
(INHA, INHBA, INHBB). Mais dans le méme temps, on observe une perte de I'activité de synthése de
I’AMH (Nilsson et al., 2011). Les conséquences du dialogue endocrinien entre l'ovaire et I'axe
hypothalamo-hypophysaire au cours de cette phase de croissance terminale se traduisent par des
changements de concentrations hormonales illustrés par la Figure 21 au cours d’un cycle oestrien
(McNeilly et al., 1992).

Lors de cette phase, la taille de la cohorte des follicules entrant dans cette phase terminale
conduisant a I'ovulation est proportionnée au nombre d’ovulations caractéristique de I'espece, c’est
le phénomene de sélection (Webb et al., 2016). Cette sélection est associée a une diminution des
niveaux circulants de FSH sous I'effet négatif des hormones ovariennes, cestradiol et inhibine sur
I'hypophyse. Dans le méme temps, la montée d’cestradiol va s’accompagner du comportement
d’cestrus (acceptation du chevauchement par le méle) et va également exercer un rétrocontréle
positif au niveau de I’"hypothalamus, en augmentant la pulsatilité du GnRH (Gonadotropin Releasing
Hormones) qui va se répercuter sur la pulsatilité de LH au niveau hypophysaire (environ 1 pulse par
heure).

Au niveau ovarien, la baisse du niveau de FSH s’accompagne donc d’une augmentation de la
pulsatilité et des niveaux de LH. Cette derniére permet au follicule le mieux adapté, ayant acquis
des récepteurs a LH en surface des cellules de granulosa, de poursuivre son développement, en
s’affranchissant de la baisse de FSH. Les autres follicules débutent alors un processus d’atrésie
puisque leur croissance n’est plus soutenue par la FSH. La pulsatilité de LH va s’accélérer sous
I'influence de [I'cestradiol jusqu’a déclencher la décharge ovulatoire. Comme indiqué
précédemment, cette phase de croissance terminale présente un caractére cyclique. Au cours d’un
cycle dit « oestrien » qui se met en place a la puberté, la phase de croissance folliculaire terminale
correspond a la phase folliculaire de ce cycle (Figure 21).

Quelques heures aprés la décharge ovulatoire de LH, par une réaction de type inflammatoire,
le follicule libére I'ovocyte entouré de cellules du cumulus, c’est I'ovulation. Les cellules de granulosa

et de la theque se transforment en cellules lutéales et forment le corps jaune.
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Elles sécrétent majoritairement de la progestérone indispensable pour la mise en place de la
gestation. Pour certaines espéces (rate, femme et truie), le corps jaune peut également sécréter de
I'cestradiol. Le corps jaune évolue au cours du temps, avec une période de croissance au cours de
laguelle son activité de sécrétion de progestérone se maintient et il devient sensible aux
prostaglandines. Cette sécrétion entraine I'inhibition de la libération de GnRH, donc la sécrétion de
LH (en limitant la pulsatilité a 1 pulse toute les 6 heures). Si aucune fécondation ne se produit, la
sécrétion par la muqueuse utérine d’'une hormone lutéolytique, la prostaglandine F2a (PGF2a),
entraine la régression du corps jaune et donc l'arrét de la sécrétion de progestérone. C'est la
lutéolyse. La période entre la formation du corps jaune a I'ovulation, a sa régression constitue la
phase lutéale du cycle oestrien et dure une quinzaine de jours chez la brebis, pour une durée totale
du cycle de 16 a 18 jours. A la fin de cette phase lutéale, on observe alors une reprise de I'activité
ovarienne et le début d’un nouveau cycle par I'arrét du rétrocontréle négatif de la progestérone sur

I’'hypothalamus (Castonguay, 2018; Montmeas et al., 2013).
2) L'atrésie folliculaire

L'aboutissement d’une folliculogenése compléte du follicule primaire jusqu’a I'ovulation est un
phénomene tres rare au vu du stock de follicules. En fait, la dégénérescence des follicules, ou atrésie
folliculaire, représente le devenir de plus de 99% des follicules en croissance chez les mammiféres.
Elle affecte principalement les stades préantral a début d’antrum chez les rongeurs et les petits
follicules a antrum de la vague de croissance terminale chez les mammiféres de plus grande taille.
Au stade antral, cette atrésie se caractérise par un arrét de la prolifération et la mort par apoptose
des cellules de la granulosa, en particulier par activation de la voie FAS et du récepteur du TNFa,
créant un déséquilibre en faveur des facteurs pro-apoptotiques BAX et au détriment des facteurs
anti-apoptotiques BCL2 (Hakuno et al., 1996; Matsuda et al., 2012; Quirk et al., 1995). L’atrésie
s’accompagne également de la perte des jonctions entre les cellules de la granulosa et la réduction
de la vascularisation thécale. Dans les follicules en croissance terminale, 'atrésie s’accompagne
également de la perte d’expression et d’activité de I'aromatase et de la sensibilité aux
gonadotropines FSH et LH des cellules de la granulosa, conduisant a la chute du rapport
cestrogéne/androgéne dans le liquide folliculaire (Monniaux et al., 1999). Ce phénomeéne jouerait
indirectement un réle important dans la régulation du taux d’ovulation. La grande quantité
d'cestradiol, d'androstenedione et d'inhibine A, sécrétée par les follicules sensibles a la
gonadotrophine réduit les concentrations de FSH sous le seuil nécessaire au maintien des autres

follicules indépendants. Ainsi, la domination du ou des follicules potentiellement ovulatoires
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Figure 22: Vagues folliculaire dans les stades terminaux de la croissance folliculaire chez les ruminants.

(Scaramuzzi et al. 2011) La croissance jusqu’au stade follicules sensibles aux gonadotrophines est quasiment linéaire,
ce qui garantit un apport continu de ce type de follicules. Sous l'influence de la FSH, ces follicules sensibles
deviennent dépendants aux gonadotrophines dans un processus reflétant la dynamique de la boucle de rétroaction
négative entre |'cestradiol, I'inhibine et la FSH hypophysaire. Un pic de FSH (indiqué par les fleches) conduit a
I'émergence d'un groupe de follicules dépendants, avec un seuil de sensibillité plus élevé pour la FSH que les
follicules sensibles. Un ou plusieurs follicules potentiellement ovulatoires émergent de ce groupe et, parmi eux un
(des) potentiel(s) follicule(s) fonctionellement dominant. Celui-ci sécréte suffisamment d'cestradiol et d'inhibine
pour inhiber la synthese de la FSH et ainsi favoriser |'atrésie des follicules dépendants restants et empécher
I'émergence d'une nouvelle cohorte. En présence d'un corps jaune (vague non ovulatoire), le ou les follicules
dominants deviennent atrétiques au bout de 4 a 5 jours, sécrétant moins d'cestradiol et d'inhibine, de sorte que la
FSH peut augmenter et déclencher une nouvelle vague. Si le corps jaune a régressé, il se forme une vague ovulatoire
et le ou les follicules dominants ovulent.

Figure 24: Réle des neurones KNDY dans I'apparition de la

Figure 23:Puberté des agnelles sous lumiere )
puberté.

naturelle en fonction du mois de naissance.

(Uenoyama et al. 2019) Chez le rat et le mouton, en période pré-pubere, les oestrogénes ovariens inhibent la
synthése de kisspeptine par les neurones KNDY (Kisspeptine/Neurokinine B/Dynorphyne A). En période post-pubére,
le controle négatif des oestrogenes diminue, permettant une augmentation de la libération pulsatile de kisspeptine
qui va agir sur les neurones a GnRH pour déclencher une sécrétion pulsatile de GnRH.



provoque une atrésie chez les membres restants de la cohorte qui n’ont pas réussi a passer de la
dépendance absolue aux gonadotrophines de la FSH a la LH et ne peuvent donc pas continuer a
fonctionner en présence de faibles concentrations de FSH (Campbell et al., 1999). En présence d'un
corps jaune (vague non ovulatoire, Figure 22), le ou les follicules dominants deviennent atrétiques
auboutde 4 a5 jours, sécrétant moins d'cestradiol et d'inhibine, de sorte que la FSH peut augmenter
et déclencher une nouvelle vague. Si le corps jaune a régressé, il se forme une onde ovulatoire et le

ou les follicules dominants ovulent (Figure 22).
3) Lapuberté

La puberté est un processus graduel au cours duquel les animaux acquiérent la maturité
sexuelle, c’est-a-dire leur capacité a se reproduire. Chez les ovins, la puberté intervient entre 6 et 9
mois, ce délai différant selon le sexe, la race, les conditions corporelles (balance énergétique) ou
encore la saison de naissance (Figure 23) (Castonguay et al., 1990; Castonguay, 2018; Chiquette et
al., 1984; Dudouet, 2016; Quirke, 1981). Chez I'agnelle, on estime que la puberté intervient au
moment ol I'animal atteint 40 a 60% de son poids adulte estimé (Kenyon et al., 2014).La puberté
chez I'agnelle peut étre associée a des critéeres comportementaux comme |’cestrus et/ou hormonaux
par I'augmentation de la pulsatilité de GnRH et LH, ou encore |'élévation de la concentration
plasmatique de progestérone en lien avec lI'accomplissement de la phase terminale de la
folliculogenese et les premieres ovulations. En effet, les follicules ovariens sont fonctionnels et I'axe
gonadotrope est réceptif avant méme le début de la puberté. Toutefois, ce dernier est sous
I'influence du rétrocontréle négatif exercé par les oestrogénes, empéchant ainsi la synthese de
GnRH par les neurones hypothalamiques dédiés. Cet effet passe par I'intermédiaire des neurones
KNDy (kisspeptine/neurokinine B/dynorphyne A) sensibles a I'estradiol et libérant la kisspeptine
(produit du géne KISS1) de fagon pulsatile, et connectés aux neurones a GnRH (Figure 24; Uenoyama
et al., 2019). Il est a noter que la découverte de la kisspeptine, sécrétagogue de la GnRH, et de son
récepteur GRP54, en tant que régulateur majeur de l'apparition de la puberté fut une avancée
majeure en neuroendocrinologie de la reproduction au cours de ces 15 derniéres années. Une a
trois semaines avant la puberté, la sensibilité aux effets rétroactifs des oestrogenes diminue
progressivement, ce qui entraine une augmentation de la fréquence de la pulsatilité de LH (Foster
and Ryan, 1979; Huffman et al., 1987; Keisler et al., 1983; Ryan et al., 1991). Les niveaux circulant
de LH ainsi augmentés améliorent le développement et la maturation des follicules ovariens

produisant suffisamment d’estradiol pour induire un cestrus comportemental et une élévation des
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Figure 26:Variations annuelles de la fréquence du comportement d’cestrus (®) et de I'ovulation ( /) chez la brebis.
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Figure 25: Schématisation de I'activité sexuelle saisonniére chez la brebis.

Figure 27: Contréle de la saisonnalité de la reproduction chez la brebis.

(Smith, Clarke, 2010) Les changements dans la photopériode déterminent la saison de reproduction
(Automne, Hiver, en bleu) chez la brebis. Cette période est caractérisée par une augmentation de la fréquence
des pulses de LH conduisant a la décharge ovulatoire et une augmentation du nombre de neurones a
kisspeptine et a leurs connexions avec les neurones a GnRH, dans un contexte de diminution du rétrocontréle
négatif de I'oestradiol (E).



concentrations de gonadotrophines avant l'ovulation (Foster and Ryan, 1981; Roa et al., 2011;
Seminara et al., 2003).

Cette premiére ovulation est suivie d’'une premiére augmentation de la sécrétion
périphérique de progestérone dépassant 0,5 ng/ml de sang chez les agnelles. Mais deux cas de
figures peuvent se présenter, soit cette sécrétion de progestérone perdure sur une durée de phase
lutéale classique de 12 jours, soit une ou plusieurs phases lutéales de courte durée (2 a 6 jours) avec
une I"augmentation de la progestérone de faible amplitude (1 a 2 ng /ml) (Fitzgerald and Butler,
1982; Ryan et al., 1991; Valasi et al., 2006, 2009). Ces premiers cycles dits « cycles courts » ne sont

généralement pas précédés par un cestrus comportemental (Valasi et al., 2006, 2009).
4) Saisonnalité de la cyclicité

Comme indiqué précédemment, la saison de I'année influence la physiologie ovarienne chez
la brebis. En effet, la brebis est une espéce poly-oestrienne saisonniére a jours courts, ce qui signifie
gu’elle présente une succession d’cestrus pendant les périodes d’automne et d’hiver (Figure 26 ;
Thimonier and Mauléon, 1969)). En général, la saison naturelle de reproduction a lieu de septembre
a janvier et les agneaux naissent au printemps (Figure 25). Le reste de I'année correspond a une
période de repos sexuel, on parle aussi d’anoestrus saisonnier. Les variations de I'activité sexuelle
résultent d’un changement dans le photopériodisme (jours courts/jours longs) utilisant la
mélatonine produite la nuit par la glande pinéale comme intermédiaire dans la transmission du
signal lumineux vers I’hypothalamus. Cette intégration de la photopériode influence la sécrétion de
GnRH, via les neurones KNDy et par voie de conséquence modifie la sécrétion des hormones
gonadotropes (LH et FSH ; Figure 27) nécessaires a la phase terminale de la folliculogenéese et a

I'ovulation (Forcada et al., 2002; Malpaux et al., 1996).

C. Conséguences des mutations du systeme BMP associées a

I"hyperprolificité sur la fonction ovarienne

Nous allons aborder les conséquences des mutations hyperprolifiques des génes Fec dans le

contréle de la folliculogénése et la régulation du nombre d’ovulations chez la brebis.

De nombreux facteurs de croissance BMP sont spécifiqguement ou principalement exprimés
par 'ovocyte (BMP15, GDF9 et BMP6), les autres étant exprimés par les cellules folliculaires

somatiques, de la granulosa et les théques (BMP4 et BMP7).
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Figure 28: Facteurs de la famille du TGFf8 impliqués dans les communications bidirectionnelles entre les
cellules de la théque, de la granulosa et I'ovocyte.

(Knight et Glister 2006) Les événements probables de signalisation autocrine (fleches grises pleines) et
paracrine (fleches noires), selon I'expression de combinaisons appropriées de récepteurs de type | et de type Il
aux ligands de la famille du TGFp a la surface cellulaire.



Tous les compartiments cellulaires du follicule, spécialement les cellules de la granulosa, sont
équipés des récepteurs BMP et sont donc des cibles de I'action biologique des BMPs depuis le stade
primaire jusqu’au stade follicule a antrum et I'ovulation. La présence des ligands et des récepteurs
indique la possibilité d’une intégration intracellulaire du signal BMP au sein de I'ovaire (Figure 28).
Les études des Smads, au niveau de 'ovaire, concernent essentiellement les Smads 2 et 3 activables
par la voie TGF/activine. Toutefois Moore et al., ont montré la phosphorylation de Smad1 dans les
cellules de granulosa de rate, en présence de BMP15, BMP6 et BMP7 (Moore et al., 2003). La nature
et la localisation des membres de cette famille BMP dans |'ovaire de brebis semblent similaires a ce

qui a été décrit chez les rongeurs (Fabre et al., 2006).
1) FecB/BMPR1B

Au niveau ovarien, les brebis FecB8/FecB? en comparaison aux brebis sauvages, présentent
des follicules ovulatoires plus nombreux (reflétant le taux d’ovulation pouvant étre supérieur a 5),
plus petits et matures plus précocement (Driancourt et al., 1985; Henderson et al., 1987; McNatty
et al., 1986; McNatty and Henderson, 1987). Ces observations s’expliqguent par une dynamique de
la phase folliculaire terminale modifiée chez les brebis FecB2/FecB®. Les follicules pré-ovulatoires
atteignent leur taille maximale plus t6t (3-5mm vs 7-8mm chez les brebis non mutées) et se
maintiennent telquels jusqu’a l'ovulation (Driancourt et al., 1986). Le nombre total de cellules de
granulosa des follicules cestrogéniques par animal est similaire entre les brebis FecB2/FecB® et
FecB*/FecB* (McNatty et al., 1986). De plus, il n’y a pas de différence au niveau des sécrétions
hormonales ovariennes de progestérone, d’cestradiol et d’inhibine A, entre les deux génotypes,
mais la concentration circulante d’AMH est trés diminuée ches les brebis FecB8/FecB? (Souza et al.,
1997, Estienne et al.,, 2015). Néanmois, cet effet de FecB® particulierement visible sur la
folliculogenese lors de la phase terminale, pourrait commencer bien plus précocement dés la
formation des follicules chez le foetus (Reader et al., 2012).

Différentes approches ont étudié 'ensemble de I’axe reproductif des brebis afin de mettre
en évidence le(s) tissu(s) cible(s) de la mutation FecB8. Au niveau hypothalamo-hypophysaire, les
concentrations et les sécrétions de GnRH ne sont pas affectées par la mutation FecB8. Des brebis de
chaque génotype FecB*/FecB* vs. FecB8/FecB® ont été rendues déficientes en GnRH endogéne par
ablation chirurgicale de I'hypothalamus. Suite a I'addition pulsatile de GnRH exogéne, le taux
d’ovulation naturel n’a pas été modifié chez ces brebis, le taux supérieur d’ovulation étant conservé
chez les brebis FecB8/FecB® (McNatty et al., 1993). Concernant la FSH, toutes les observations ne

vont pas dans le méme sens. Dans un premier temps, il a été observé une augmentation de la
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concentration plasmatique de FSH en présence de la mutation (Bindon et al., 1985; McNatty and
Henderson, 1987). Cependant, une autre étude ne trouve aucune différence de sécrétion des
hormones gonadotropes entre les deux génotypes (Souza et al., 1997). Le nombre d’ovulations
étant directement influencé par la FSH chez la brebis (McNatty et al., 1985), des brebis ont été
hypophysectomisées afin de supprimer les hormones gonadotropes endogénes. Des doses de
gonadotrophine similaires ont été administrées aux deux génotypes, les brebis mutées FecB®
révélant toujours un nombre d’ovulations plus élevé que les brebis homozygotes sauvages.
L’'ensemble de ces observations indiquent un réle prépondérant de la mutation au niveau ovarien.

A I'échelle cellulaire, BMPR1B (ARNm et protéine) est exprimé dans I'ovocyte et les cellules
de granulosa depuis le stade de follicule primordial jusqu’au stade de follicule a antrum (Fabre et
al., 2006; Wilson et al., 2001). Par ailleurs, les travaux de McNatty et Henderson (1987) ont montré
que les cellules de la granulosa FecB? présentaient une activité proliférative réduite et une maturité
précoce se traduisant par l'acquisition d’une sensibilité aux hormones gonadotropes (FSH puis LH)
(Fabre et al., 2006; Pierre et al., 2004) et d’une capacité de synthese des stéroides (Campbell et al.,
2006) plus précoces au cours du développement folliculaire par rapport aux cellules de granulosa
FecB*. En effet, les cellules de la granulosa de follicules antraux FecB? affichent une densité plus
élevée des récepteurs FSHR et LHCGR pour la FSH et la LH, respectivement (Regan et al., 2015). Les
niveaux intra-folliculaire d’AMH plus faibles pourraient également permettre aux cellules
folliculaires de développer une plus grande sensibilité aux hormones gonadotropes (Estienne et al.,
2015; Fabre et al., 2006; Pierre et al., 2004). L'expression de BMPRIB lui-méme apparait plus
importante dans les cellules de la granulosa mutées que ce soit au niveau ARNm (Bahire et al., 2019)
ou protéique en surface des cellules (Regan et al. 2015). Pourtant, I'expression des effecteurs
SMADs est reduite dans les ovaires FecB?, laissant supposer une moindre activité de la voie de
signalisation chez les brebis FecB8/FecB? (Bahire et al., 2019).

C’est en effet, un rdle « perte de fonction » partielle de la mutation FecB® /BMPR1B 4R
localisée dans le domaine kinase du récepteur (Mulsant et al., 2001; Souza et al., 2001; Wilson et
al., 2001), sur l'activité du récepteur BMPR1B qui aurait pour conséquence une altération de la
réponse des cellules de granulosa aux ligands spécifiques de BMPR1B, tels que BMP4 ou BMP15
(Estienne et al., 2015; Fabre et al., 2003). La stimulation de la prolifération des cellules de la
granulosa et I'inhibition de la synthése de progestérone induitent par ces ligands est effectivement
réduite en présence de la mutation (Estienne et al., 2015; Fabre et al., 2003; Mulsant et al., 2001;

Pierre et al., 2004).
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Figure 29: lllustration schématique des variantes connues de BMP15 identifiées chez les ovins avec des
altérations du nombre d’ovulations et de la fertilité.

(Adaptée Persani et al. 2014) Les variants en noir induisent une hyperprolificité a I'état hétérozygote, mais une
stérilité a I'état homozygote en raison d'un blocage de la folliculogenése aux premiéres étapes. Les variants en rouge
augmentent le nombre d’ovulations de maniére dose-dépendante en fonction du nombre de copie de I'alléle muté.
L'impact fonctionnel prédit par la nature de la variation ou par les études in vitro est également rapporté. Les
positions des acides aminés sont données par rapport au BMP15 ovin (NP_001108239). SP :peptide signal.

Figure 30: Tractus génitaux de brebis Romney sauvage et Inverdale.

(Davis et al. 1992) (A) Tractus normal de brebis sauvage de 1,5 ans, (B) tractus normal de brebis prépubére sauvage
de 8 mois, et (C) tractus anormal de brebis Inverdale FecX' de 1,5ans. Les trois photographies sont a la méme échelle.
Les fleches rouges indiquent les ovaires.



La signalisation du systeme BMP via BMPR1B jouerait donc un réle important sur la
stimulation de la prolifération, I'inhibition de la sensibilité aux gonadotropines et de la capacité
stéroidogene des cellules de la granulosa. Dans le cas d’ovaires mutés pour BMPR1B, I'activité de
signalisation du systéme BMP est réduite, diminuant ainsi la prolifération, avec moins de granulosa
par follicules (ceux-ci sont donc plus petits), et favorisant une avance a la maturation folliculaire
terminale par une meilleure sensibilité aux hormones gonadotropes. Il en résulte des follicules préts

a ovuler plus tét dans un environnement endocrinien inchangé.
2) FecX/BMP15

Au niveau ovarien, les brebis homozygotes pour les mutations Fecx"®¢8aretl dans BMP15
(Figure 29) présentent toutes une hypoplasie utérine et ovarienne (Figure 30) qui se caractérise par
une incapacité des follicules ovariens a dépasser le stade primaire du développement folliculaire
(Figure 31) (Bodin et al., 2007; Braw-Tal et al., 1993; Davis et al., 1992; Lassoued et al., 2017). Ce
phénotype ovarien est a |'origine de niveaux d’cestradiol et d’inhibine indétectables (Shackell et al.,
1993), qui se répercutent sur le tractus génital peu développé (Figure 30) et au niveau hypophysaire
par des niveaux circulants de FSH et de LH anormalement élevés chez les brebis homozygotes
Inverdale, similaires a ceux de brebis ovariectomisées. Les mutations FecX"*?GBaretl antrainant un
décalage du cadre de lecture ou bien I'apparition prématurée d’'un codon stop empéchent la
production de la protéine BMP15 fonctionnelle (Bodin et al., 2007; Galloway et al., 2000; Hanrahan
et al., 2004; Lassoued et al., 2017; Liao et al., 2003; Martinez-Royo et al., 2008). Ainsi le blocage au
stade primaire de la folliculogenése des brebis stériles indique que BMP15 est indispensable a la
transition vers la formation des follicules secondaires. A I'inverse des brebis homozygotes, les brebis
hétérozygotes FecX!/FecX*, qui sont prolifiques, ont des ovaires semblables a ceux observés chez les
brebis Booroola, avec un nombre plus élevé de follicules a antrum, plus petits et matures plus
précocement. Pour autant, les sécrétions plasmatiques ovariennes (cestradiol, inhibine,
progestérone) ne sont pas différentes a celles des brebis non mutées (Shackell et al., 1993). Au
niveau hypophysaire, les taux plasmatiques de LH et de FSH sont également similaires entre les deux
génotypes. A I'état hétérozygote, la mutation FecX', a I'image de la mutation Booroola FecB?, montre
un phénotype strictement ovarien, sans altération des sécrétions d’hormones ovariennes et

hypothalamo-hypophysaires.
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Figure 31: Coupes histologiques d’ovaires homozygotes FecX'/FecX".

(Bodin et al. 2007) Photographies de sections histologiques d’ovaires sauvages (A et C) ou homozygotes mutés
FecX'/FecX" (B et D—F). (A) : Evidence de croissance folliculaire avec la présence de follicules secondaires (s) et
tertiaires (t) dans les ovaires normaux. (B) : ovaires FecX'/FecX* remplis de nombreux follicules primordiaux (p)
comparés aux ovaires sauvages (A et C) sans follicule secondaire ni tertiaire. D : cortex d’ovaires FecX'/FecX* avec
des follicules primordiaux (p) et de nombreuses structures folliculaires anormales (a). E : nombreux ovocytes
adjacents organisés en cluster. F : présence de structures folliculaires dépourvues d’ovocyte (of) et de nombreux
follicules primaires anormaux (a) montrant de larges ovocytes avec une fine zone pellucide entourée de couches de
cellules de granulosa désorganisées.



A I'échelle cellulaire, BMP15 (ARNm et protéine) est exprimé trés préférentiellement dans les
ovocytes des follicules en croissance avec un optimum d’expression entre les stades de follicules
primaire et pré-ovulatoire (Galloway et al., 2000; McNatty et al., 2004; Otsuka et al., 2000).
L'utilisation in vitro de BMP15 recombinante sur des cellules de granulosa a mis en évidence son
réle potentialisateur sur la prolifération des cellules de granulosa (McNatty et al., 2005; Otsuka et
al., 2000), son réle inhibiteur sur la sensibilité a FSH (Fabre et al., 2006; Otsuka et al., 2001), et son
réle potentialisateur dans le dialogue ovocyte-granulosa via I'expression du Kit ligand, un facteur
nécessaire a la croissance de I'ovocyte dans les follicules au stade pré-antral (Otsuka and Shimasaki,
2002). Les actions de BMP15 sont régulées par la follistatine, fortement exprimée dans le follicule
dominant. Cette régulation permet de maintenir la réactivité des cellules de la granulosa a la FSH.
De plus, il a été montré que Foxo3, une molécule de signalisation, était capable de réduire la
croissance des ovocytes et le développement folliculaire en inactivant BMP15 (Liu et al., 2007). Une
action inhibitrice de BMP15 sur la sécrétion de progestérone par la régulation décroissante STAR
dans les lignées de cellules de granulosa humaines a été démontrée (Chang et al., 2013). A l'inverse,
BMP15 a une action stimulante de I'expression et de la sécrétion d’AMH (Pierre et al., 2016). De
plus, il a été démontré que BMP15 controle I'expression des génes impliqués dans le métabolisme
du cumulus (Caixeta et al., 2013; Su et al., 2008), de I'expansion (Li et al., 2009), et qu'il augmente
la compétence de développement des ovocytes (Hussein et al., 2006).

Deux autres mutations sont connues dans le géne BMP15, FecX®" et FecX®, n’induisant pas
de stérilité a I'état homozygote mutant (Demars et al., 2013) mais qui exacerbe le phénotype
hyperprolifique. Ces deux mutations sont localisées dans le domaine mature de la protéine portant
I'activité biologique (Figure 29). Si elle n’empeéchent pas la production de protéine BMP15, a I'image
des mutations citées précedement, ces deux mutations altérent négativement son activité de

signalisation via les récepteurs aux BMPs et la protéine SMAD1 (Demars et al., 2013).

Ainsi, BMP15 exerce donc un réle important sur la stimulation de la prolifération et
I'inhibition de la différenciation/maturation des cellules de granulosa en diminuant leur sensibilité
aux effets des gonadotropines au cours de la folliculogenése (McNatty et al., 2009; Shackell et al.,
1993). Dans le cas des brebis hétérozygotes FecX mutées, la perte de fonction partielle de BMP15
(une demi-dose) est responsable, « tout comme » celle de BMPR1B, d’une inhibition de la
prolifération des cellules de la granulosa (follicules plus petits) mais d’une avance a la maturation

folliculaire terminale, les follicules étant préts a ovuler plus to6t.
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Figure 32: Illustration schématique des variants connus de GDF9 identifiés chez les ovins avec des altérations du
nombre d’ovulations, de la prolificité ou de la fertilité.

(Persani et al. 2014) Les variants en noir induisent une hyperprolificité a I'état hétérozygote, mais une stérilité a
I'état homozygote en raison d'un blocage de la folliculogenése aux premiéres étapes. Les variants en rouge
augmentent le nombre d’ovulations de maniére dose-dépendante en fonction du nombre de copie de I'alléle muté.
L'impact fonctionnel prédit par la nature de la variation ou par les études in vitro est également rapporté. Les

positions des acides aminés sont données par rapport au GDF9 ovin (NP_001136360). SP : signal peptidique.

Figure 33: Coupes immunohistologiques de follicules en croissance basale dans des ovaires de brebis sauvages ou porteuses de
mutations dans BMP15 ou GDF9.
(McNatty et al. 2005) Coupe histologiques d’ovaires montrant (a) follicule préantral « sauvage » ; (b) follicule
primaire FecX'/FecX'; (c) follicules primaires FecX®/FecX®; (d) follicule primaires et primordiaux FecG"/FecG". Coupes
immunohistologiques anti-GDF9 (e) ou anti-BMP15 (f) d’ovaires de de brebis de type sauvage. Barres d'échelle a-d
=70 um ; e-h =25 um.



En conclusion, les phénotypes FecX/BMP15 mutés mettent en évidence le role crucial de
BMP15 dans le développement des follicules du stade primaire au secondaire (Otsuka and
Shimasaki, 2002), la différenciation des follicules a antrum (Montgomery et al., 1992) et dans la

sélection des follicules ovulatoires.
3) FecG/ GDF9

Les cinq mutations FecG identifiées dans GDF9 sont localisées dans la région mature de la
protéine et entrainent toutes un changement d’acide aminé (Figure 32). Comme pour les mutations
dans BMP15, certaines mutations dans GDF9 sont responsables de la stérilité des brebis
homozygotes mutantes, FecG", 7 ¢ V alors que d’autres entrainent des prolificités encore plus
élevées qu’a I'état hétérozygote comme c’est le cas pour FecGE et FecGNY.

Au niveau ovarien, les brebis homozygotes stériles Belclare FecG"/FecG" (McNatty et al.,
2005), Icelandic FecG™/FecGT (Nicol et al., 2009) et fle-de-France brésilienne FecGY/FecG" (Souza et
al., 2014) présentent une hypoplasie ovarienne qui se caractérise par un développement folliculaire
altéré, arrété a un stade de follicule secondaire (2 a 4 couches de cellules de granulosa pour FecG'),
ou qui peut se poursuivre, dans quelques rares cas, jusqu’au stade de formation de I'antrum (FecG")
(Hanrahan et al., 2004; Otsuka et al., 2001; Figure 33). Chez les brebis Icelandic homozygotes stériles
FecG'/FecG', les conséquences endocriniennes sont similaires a celles observées chez les brebis
homozygotes mutées FecX. Les niveaux d’cestradiol et d’Inhibine tres bas se répercutent au niveau
hypophysaire par des niveaux circulants de FSH et de LH anormalement élevés (Nicol et al., 2009).
Ces observations indiquent que GDF9, comme BMP15 mais plus tardivement, est essentiel a la
croissance folliculaire chez la brebis et que les mutations FecG", FecG™ et FecG" sont certainement
de type « perte de fonction ».

La mutation FecGt quant a elle ne semble pas influencer le nombre total de follicules dans
I'ovaire. Cependant, les brebis FecGt/FecG*t et FecGt/FecG* présentent une proportion plus élevée
de follicules primordiaux et de follicules transitoires. Les follicules ovulatoires sont également plus
petits chez les homozygotes mutantes. Cependant, le nombre plus élevé de follicules ovulés par les
brebis FecGt/FecGE n'est pas d(i au recrutement d'un plus grand nombre de follicules (Chaves et al.,
2019).

A Véchelle cellulaire, GDF9 est également un facteur d’expression essentiellement
ovocytaire (Bodensteiner et al., 1999; McGrath et al., 1995). L’utilisation de GDF9 recombinante sur
des tissus ovariens in vitro montre une progression des follicules primaires et une stimulaion des

follicules pré-antraux (Hayashi et al., 1999; Nilsson and Skinner, 2002; Hreinsson et al., 2002).
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Sur les cellules de granulosa in vitro, GDF9 a comme BMP15, un r6le activateur de la prolifération
cellulaire (McNatty et al., 2005a; Vitt et al., 2000a), un réle inhibiteur sur la synthése des récepteurs
a LH (Elvin et al., 1999) et sur les effets positifs de la FSH sur la synthése de progestérone et
d’cestradiol (Fabre et al., 2006; Vitt et al., 2002). Dans le dialogue ovocyte-granulosa, contrairement
a BMP15, GDF9 inhibe I'expression de Kit Ligand (Elvin et al., 1999). Dans les stades finaux de la
croissance folliculaire, avant le pic de LH et I'ovulation, les cellules du cumulus ont besoin de GDF9
pour soutenir les cascades métaboliques telles que la glycolyse et la biosynthése des stérols (Sugiura
et al., 2005). Enfin, GDF9 induit également I'expansion du cumulus (Elvin et al., 1999; Gui and Joyce,
2005).

Ainsi, GDF9, a I'image de BMP15, joue donc un rble important sur la stimulation de la
prolifération des cellules de la granulosa et représenterait également un frein a la maturation
folliculaire. En conclusion, les phénotypes FecG/GDF9 mutés mettent en évidence le rdle crucial de

GDF9 dans le développement des follicules a des stades précoces (Otsuka et al., 2011).

4) Modeéles de controle du nombre d’ovulations par les BMPs chez la brebis

a) Le modeéle physiologique

Les mutations de prolificité identifiées chez la brebis ont mis en lumiére trois principaux
geénes du systeme de signalisation des BMPs, BMP15, GDF9 et BMPR1B. Les données obtenues des
études physiologiques et fonctionnelles menent a deux conclusions communes sur le role de ces 3
geénes Fec:

- ils agissent en stimulant la prolifération des cellules de granulosa dés les premiers stades
de la croissance folliculaire et inhibent ensuite la maturation des follicules au cours des stades plus
tardifs dépendants des hormones gonadotropes,

- "'augmentation de la prolificité est liée a une perte de fonction de ces geénes, qui se fait soit
par une diminution des niveaux de protéines actives, soit par une altération de la liaison probable
entre les ligands et les récepteurs au niveau des cellules de granulosa et des cellules du cumulus.
Des expériences d’'immunisation passive et active contre BMP15 et/ou GDF9 ont permis de valider
cette notion de perte de fonction puisqu’elles provoquent soit une stérilité (caractérisée par des
comportements d’cestrus anormaux, et un développement folliculaire altéré ou un arrét de ce

développement), soit une hyperprolificité (via I'augmentation du taux d’ovulation) de fagcon dose
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Figure 34:Principales étapes du développement folliculaire et de la maturation et conséquences des mutations des
genes de prolificité sur la folliculogenése et le nombre d’ovulations chez la brebis.

(Monniaux et al. 2009) L’activité réduite du systéme de signalisation des Bone Morphogenetic Proteins (BMP) chez
les brebis porteuses de mutations dans les genes de prolificité BMP15, GDF9 ou BMPR1B, conduit a diminuer I'action
des BMPs, d’une part sur la prolifération et d’autre part sur la sensibilité a FSH des cellules de la granulosa. Ainsi, les
follicules antraux sont de plus petite taille avec moins de cellules de la granulosa, mais présentent une sensibilité
accrue a FSH. Ceci permet d’avancer la maturation des follicules. Ces follicules plus petits produisent moins
d’oestradiol et d’inhibine, mais ensemble, ils en produisent autant que le follicule pré ovulatoire des brebis non-
mutées. En conséquence, il s’établit le méme dialogue endocrinien entre I'ovaire et I’axe hypothalamo-hypophysaire
dans les deux génotypes. Finalement, cette régulation aboutit a la sélection et a I'ovulation de plusieurs follicules
de plus petite taille chez les brebis porteuses des mutations dans les genes de prolificité.

E2= OEstradiol, INH= inhibine.
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Figure 35: Relations fonctionnelles entre BMP15, GDF9 et BMPR1B.



dépendante, reproduisant ainsi les effets des mutations (Juengel et al., 2002, 2004; McNatty et al.,
2007).

Sur cette base, Fabre et al. (2006) ont proposé un schéma explicatif des variations du
nombre d’ovulations observées sous I'influence des mutations dans les genes Fec (Figure 34). Dans
le cas d’ovaires mutés pour un géne Fec, I'activité de signalisation du systéme BMP est réduite. Les
conséquences en sont une diminution de I'action positive des BMP sur la prolifération des cellules
de la granulosa et une levée de leur action inhibitrice sur la sensibilité a la FSH. L’ovaire présente
ainsi de plus petits follicules a antrum avec un nombre réduit de cellules de la granulosa qui ont une
sensibilité plus élevée aux gonadotropines. La maturation folliculaire est avancée comme en atteste
I'expression plus précoce des récepteurs a LH. Au cours de la maturation dépendante de la FSH, ces
plus petits follicules vont produire individuellement des quantités réduites d’cestradiol et d’inhibine,
mais ensemble, ils en produisent autant que le follicule pré-ovulatoire de brebis non mutées. In fine,
le dialogue endocrinien entre I'ovaire et I'axe hypothalamo-hypophysaire reste le méme entre les
deux génotypes et la maturité précoce des follicules chez les brebis porteuses d’'un géne Fec
entraine la sélection puis I'ovulation de follicules plus petits, mais surtout plus nombreux. Plus
récement, il a été proposé que la perte d’action des BMPs serait amplifiée par une perte
concomitante d’action de I’AMH, utilisant la méme voie de signalisation, les brebis mutées dans
BMPRIB ayant moins d’AMH (Estienne et al., 2015) et les brebis mutées dans BMP15 exprimant
moins de récepteur AMHR2 (Pierre et al., 2016).

b) Le modele moléculaire

A I'échelle moléculaire, comme indiqué précédemment, ces trois genes BMP15, GDF9 et
BMPR1B appartiennent au méme systéme de signalisation. BMP15 (FecX) et GDF9 (FecG) ont la
capacité de former des hétérodimeres et ainsi coopérer pour agir sur les cellules de granulosa
(Figure 35) (Edwards et al., 2008; Liao et al., 2003; Reader et al., 2011). De fagon intéressante, la co-
expression de la forme mutante FecX® de BMP15 et de GDF9 de type sauvage réduit
significativement la sécrétion de ces deux facteurs, ce qui suggéere que le mécanisme par lequel les
mutations de BMP15 affectent la prolificité des ovins pourrait également impliquer GDF9 (Liao et
al.,, 2003, 2004). Cette synergie d’action est d’autant plus marquée par le fait qu’a la fois les
homodiméres BMP15 et GDF9 et les hétérodiméres GDF9/BMP15 utilisent les mémes récepteurs
de type 2 BMPR2 (Edwards et al., 2008; Liao et al., 2003; Mazerbourg et al., 2004), alors que les
récepteurs de type 1 sont différents pour ces deux facteurs. BMP15 se lie avec une grande affinité

au récepteur BMPR1B (FecB) (Moore et al., 2003) alors que I’'homodimere GDF9 et I’hétérodimére
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Figure 36: Modéle molécullaire du contréle du nombred'ovulations par les différentes mutations de prolificité dans
BMP15 et GDF9.

(Demarsetal., 2013) (A) La mono-ovulation est contrélée par la triple activité de ’'homodimére BMP15, I'hétérodimere
BMP15/GDF9 et I'homodimére GDF9 (B) Augmentation du nombre d’ovulations sous I'effet des mutations FecX
(phénotype hyperprolifique dépendant des formes de BMP15). A I’état homo- ou hétérozygote, elles altérent soit la
voie de signalisation de ’homodimére BMP15, soit celle de I’hétérodimére BMP15/GDF9, soit les deux ; alors que la
voie de ’lhomodimeére GDF9 est inchangée (C). Augmentation du nombre d’ovulations sous I'effet des mutations FecG
(phénotype hyperprolifique dépendant des formes de GDF9). A I'état homo- ou hétérozygote, elles altérent soit la voie
de signalisation de ’lhomodimére GDF9, soit celle de I'hétérodimére GDF9/BMP15, soit les deux, alors que la voie de
I’'homodimére BMP15/BMP15 est inchangée. (D) Effet dose de chaque mutation FecX et FecG sur chacune des voies de
signalisation. Sur la base des données des tests fonctionnels in vitro, une dose (0, 1 ou 2) est attribuée a chaque voie en
vue d’expliquer le phénotype de prolificité observé. Quand le taux d’ovulations est normal, deux doses sont attribuées
aux homodiméres BMP15 (bleu), deux doses a I’lhomodimére GDF9 (violet) et deux doses al’hétérodimére BMP15/GDF9
(rose), soit une dose de 6 pour la situation homozygote référence, taux d’ovulations 1. Prenons I'exemple de FecX® &
oul dans ces cas de mutations homozygotes pertes de fonction dans BMP15 qui conduit a la stérilité, il ne reste que la
voie de 'lhomodimere GDF9 totalement active, mais qui ne suffit pas a soutenir une folliculogenése compléte. Dans le
cas de mutation hétérozygote hyperprolifique, les voies homodimere BMP15 et hétérodimére sont réduites, mais
associées a la voie homodimere GDF9, I'intégration du signal permet de passer le seuil de stérilité sans atteindre le seuil
de mono-ovulation.



BMP15/GDF9 utiliserait le récepteur de type 1 du TGFB, TGFBR1 (ALK5) insuisant une signalisation
via les SMAD2/3 (Juengel et al., 2004; Mazerbourg et al., 2004; Peng et al., 2013b).

Nombre de ces résultats ont été acquis in vitro en utilisant des protéines recombinantes. In
vivo, il apparaitrait que ni les homodimeéres, ni les hétérodimeres BMP15:GDF9 puissent se former
chez les ovins et les bovins (Heath et al. 2017). La synergie fonctionnelle pourtant observée entre
ces deux ligands s’expliquerait par une liaison de leur forme non clivée a un complexe de récepteurs
associant BMPR2 (commun au deux ligands) et BMPR1B pour BMP15 et TGFBR1 pour GDF9.

Quoiqu’il en soit, I'appartenance de ces 3 génes Fec a un méme systéme de signalisation est
en partie confirmée in vivo. Les modeéles de souris double KO BMP15/GDF9 ont donné la premiére
preuve d'un effet biologique de la coopération entre ces deux facteurs dérivés des ovocytes (Yan et
al., 2001). Par ailleurs, les travaux de Davis et al, ont montré que les brebis porteuses de mutations
a la fois dans BMP15 et BMPR1B avaient un taux d’ovulation bien supérieur a celui des brebis
mutées BMPR1B ou hétérozygotes mutées BMP15. Cette observation met donc en évidence une
interaction de BMP15 avec BMPR1B. Ce plus fort taux d’ovulation ne s’apparentant pas a un effet
additif des deux mutations, les auteurs en ont donc conclu un effet epistatique des deux locus (Davis
et al., 1999) (Davis et al., 1999). En race Cambridge et Belcare, les brebis doubles hétérozygotes
mutées FecX?/BMP15%3°7 (ou FecX®/BMP15%3%%) et FecG"/GFD9*3%*F présentent un taux d’ovulation
supérieur a celui des hétérozygotes mutées pour I'un ou l'autre des deux genes (Hanrahan et al.,
2004). L'effet des mutations a I'état hétérozygote est ainsi additif. Cette observation soutiendrait
donc le fait que les effets de BMP15 et GDF9 sur la fonction ovarienne seraient distincts (Shimasaki
et al., 2003).

Sur la base des connaissances fonctionnelles et des phénotypes pour toutes les mutations
connues, Demars et al. proposent, en 2013, un modeéle du contréle du nombre d’ovulations a
I’échelle moléculaire. Dans ce modéle, ce nombre semble étre rigoureusement controlé par la triple
activité de 1) ’'homodimere BMP15 et sa signalisation via BMPR1B/BMPR2/SMAD1,5,8 (Moore et
al., 2003), 2) [I'hétérodimére ou la synergie BMP15/GDF9 et sa signalisation via
TGFBR1/BMPR2/SMAD2,3 (Reader et al., 2011), et 3) 'homodimére GDF9 et sa signalisation via
TGFBR1/BMPR2/SMAD2,3 (Figure 36). Le fonctionnent équilibré de ces 3 voies établi le niveau
« normal » de la signalisation BMP dont la conséquence est la mono-ovulation. L'altération d’au
moins une de ces trois voies est a I'origine d’'une réduction du niveau global d’activité et les
conséqguences en sont soit une anovulation (stérilité), soit une poly-ovulation (hyperprolificité)

(Figure 36).
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En dessous d’un seuil critique, l'altération du systeme BMP15/GDF9/BMPR1B bloque
précocement la folliculogenése et conduit a un phénotype stérile. C'est ce qui est observé sous
I'effet des mutations FecX> " @ R, ’absence de production de BMP15 biologiquement actif réduit
notablement les voies de signalisation passant par I’homodimére BMP15 et |I'hétérodimere
BMP15/GDF9. Pour les mutations FecG" et FecG’, 'hypothése est faite qu’une perte de fonction de
GDF9 (qui reste a démontrer) puisse altérer a la fois les voies de signalisation des homodimeres
GDF9 et des hétérodiméres GDF9/BMP15.

Entre le seuil critique de stérilité et I'activité globale dite normale, le taux d’ovulation et la
taille de portée sont augmentés selon le modéle physiologique précédent. Dans ce cas, les
mutations Fec altérent soit entierement les voies de signalisation des homodimeres BMP15 ou
GDF9, soit partiellement les voies des homodimeéres et des hétérodiméres BMP15/GDF9 (Figure 36
B et C). Les brebis hétérozygotes sont donc hyperprolifiques et non pas stériles. Les mutations
FecX®', FecX® et FecGE illustrent parfaitement cette situation (Figure 36 D). Cette hypothése est aussi
valable avec le phénotype homozygote hyperprolifigue de la mutation Booroola. La perte de
fonction affecte le récepteur BMPR1B suggérant ainsi que la voie de signalisation de I'homodimere

BMP15 seule est affectée (Demars et al., 2013).
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Tableau 4: Nom et fonction connue des protéines montrant une glycosylation atypique,
présentes uniquement dans le liquide folliculaire ovarien de brebis homozygotes Fecl‘.

Protéine Sigle Fonctions connues dans I’ovaire
Versican VCAN | protéines de la matrice extracellulaire impliquées dans de nombreux processus du
Inter-a mypsin développement folliculaire, tels que la formation de I'antrum, du liquide folliculaire et
g ) du gradient osmotique, ’expansion du cumulus, 1’ovulation, la régulation des facteurs
inhibitor heavy ITIH1 : : . - .
chain K1 de croissance et le remaniement structural des follicules au cours de la folliculogenése.
Facteur gle E5
coagulation _ . _ - ] )
Régulateurs de ’angiogenése, la réponse immunitaire, la coagulation et la fibrinolyse.
Inhibiteur de Certaines études ont notamment nus en évidence que les sérine-protéases et leurs
. . SERPIN2 | .~ .. - . 5 . . .
sérine protéase mhibiteurs pouvaient moduler la maturation ovocytaire, I’ovulation ainsi que la
i production de facteurs paracrines et autocrines.
Sullotrans= | p65T2
férase
CLU est exprimée par les cellules de la granulosa des follicules atrétiques en
particulier. Son réle est de protéger les cellules de la granulosa de ’apoptose au cours
Clustérine CLU de I’atrésie folliculaire. CLU est une protéine chaperonne capable de se lier a un certan
i i nombre de protéines, dont le récepteur de surface LRP2. En fixant LRP2, CLU permet
I’accumulation ou la dégradation des protéines chaperonnes et peut également
participer a la distribution du cholestérol dans les cellules stéroidogeénes, et donc a la
. croissance folliculaire, comme le fait LRP8 dans les cellules de la granulosa bovines. Il
Prolow-density N . - S . : )
lipoprotein n’est donc pas impossible que LRP1 puisse avoir cette méme fonction dans la
,i c}; for LRP1 distribution du cholestérol chez I’ovin. Par ailleurs, LRP1 s’avére avoir une structure
cepror 1dentique a celle du récepteur TGFPRS, impliqué dans I’inhibition de la prolifération
related S T S . :
) cellulaire induite notamment par les TGFp, et participe de ce fait 4 sa régulation dans
protein 1 des cellules ovariennes.
Protéine de la matrice extracellulaire impliquée dans le contact, I’adhésion et la
Hémicentine | HMNCNI | migration cellulaire. Aucun réle direct de HMNCN1 n’a été décrit dans la fonction
ovarienne.
sous-unité a de Ces deux sous-unités conduisent a la formation de ’activine A (homodimére INHBA-
’ Pinhibine INHA | INHBA) et de I'inhibme A (hétérodimeére INHA-INHBA), membres de la superfamille
des TGFp. Elles sont produites par les cellules de la granulosa et sont accumulées a de
sous-unité PA fortes concentrations dans les liquides folliculaires du stade de petit follicule a antrum
et INHBA | au stade préovulatoire.

de I'mhibine

Les fonctions de I'activine ef I'inlubine sont détaillées plus lom.




D. Conséquences de la mutation Fecl/B4GALNT2 associée a

I"hyperprolificité sur la fonction ovarienne

Nous avons vu précédemment que I'effet de la mutation autosomale Fecl' sur le taux
d’ovulation était additif, puisqu’une copie augmente le taux d’ovulation d’environ 1,5 et deux copies
d’environ 3,0. Cette augmentation du taux d’ovulation est associée a une augmentation du nombre
de follicules a antrum (dépendants des gonadotropines) d’un diamétre supérieur a 3 mm ainsi qu’a
une réduction de la taille des follicules préovulatoires, plus petits d’1 mm (Drouilhet et al., 2010).
Cette réduction du diameétre des follicules ovulatoires est a rapprocher d’observations similaires
pour les mutations dans FecB et FecX (Driancourt et al., 1985; Fabre et al., 2006; Montgomery et al.,
1992,2001). Mais, au niveau endocrinien, les brebis porteuses de Fecl' présentent des
concentrations plasmatiques d’cestradiol plus élevées en phase folliculaire conduisant a une
augmentation de la fréquence des pulses de LH et in fine a un pic pré-ovulatoire de LH plus précoce
qgue les brebis non porteuses. En phase lutéale, les taux de progestérone sont également
augmentés. Seule la concentration circulante de FSH reste inchangée entre les deux génotypes au
cours du cycle. Ces profils endocriniens différents entre les génotypes pour une mutation de
prolificité sont un phénotype qui n’avait pas été observé chez les brebis prolifiques brebis mutées

dans FecX/BMP15, FecG/GDF9 et FecB/BMPRIB (Drouilhet et al., 2010).

La mutation Feclt, identifiée comme un SNP en position intronique dans le gene BAGALNT2
est associée a une sur expression de ce géne dans les cellules de la granulosa au niveau ovarien
(Drouilhet et al., 2013). Ce gene code une enzyme de la glycosylation permettant le transfert d’'un
résidu N-acetylgalactosamine (GalNac) sur un galactose subterminal d’une chaine sucrée.
Contrairement aux autres génes Fec identifiés dans I'espece ovine, BAGALNT2 n'appartient pas au
systeme TGFB/BMP. Cependant, les conséquences de la surexpression ovarienne de B4GALNT2
seraient la glyclosylation atypique par transfert de GalNac, sur des éléments de la matrice

extracellulaire et sur les sous-unités de I'inhibine A, INHA et INHBA (Tableau 4).
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Figure 37: Expression des éléments du systéme inhibine/activine aux différents stades de développement des follicules
et du corps jaune.

(Knight et al., 2012). En exposant figurent les principaux types cellulaires (°¢ : granulosa, ™ : théque, °° :
ovocyte) dans lesquels sont exprimés les différents constituants de la voie de signalisation. Les fleches
indiquent si I’expression se poursuit (ligne pleine) ou diminue (ligne en pointillés) au stadesuivant. CL : Corps
jaune.



La surexpression de BAGALNT2 s’initiant au stade des follicules secondaires (Mansanet, 2013),
I'altération de glycosylation des sous-unités de I'inhibine pourrait avoir lieu dés ce stade et continuer
tout au long de la folliculogenése jusqu’au stade préovulatoire (Figure 37). Les sous-unités INHA et
INHBA de I'inhibine conduisent a la formation et a la production de I'Activine A et de I'Inhibine A
(Knight et al., 2012). Ces deux sous-unités sont produites par les cellules de la granulosa et sont
accumulées a de fortes concentrations dans les liquides folliculaires du stade de petit follicule a
antrum au stade préovulatoire (Medan et al., 2007). L’Activine A est décrite comme agissant via une
signalisation auto/paracrine dans les cellules de la granulosa et de la theque (Knight et al., 2012),
alors que l'inhibine A agit principalement par une régulation endocrine négative sur la sécrétion
hypophysaire de FSH. Elle est connue également pour exercer une action inhibitrice de I’activine A
et d’autres molécules BMPs par antagonisme au niveau de la liaison a leurs récepteurs altérant leur
réle dans la régulation de la stéroidogenese et de la prolifération des cellules folliculaires (Knight et
al., 2012; Wiater and Vale, 2003). De fagon trés intéressante, une immunisation contre l'inhibine est
a l'origine d’une augmentation du taux d’ovulation et de la prolificité via la stimulation du
développement folliculaire chez de nombreuses espéces de ruminants, dont la brebis (Campbell et
al., 1995; Campbell and Scaramuzzi, 1995; Tannetta et al., 1998).

Si les résultats de la thése de C. Mansanet (2013) n’avaient pas permis de montrer la
conséquence fonctionnelle directe de la glycosylation atypique des sous-unités de I'inhibine sur leur
activité, ils avaient pu montrer que les brebis homozygotes porteuses de Fecl! présentaient des
altérations des concentrations circulantes et folliculaires. En effet, si la concentration plasmatique
d’activine A est similaire entre les deux génotypes, la concentration d’inhibine A est 3 fois plus faible
dans la circulation des brebis homozygotes Fecl' en comparaison des brebis non porteuses, alors
que les concentrations folliculaires sont 2 fois plus élevées. Les hypothéeses avancées étaient que la
la glycosylation atypique d’INHA et d’INHBA par B4GALNT2 puisse altérer I’hétéro-/homo-
dimérisation des sous-unités et change le ratio inhibine A / activine A et/ou que l'inhibine A soit
retenue a l'intérieur des follicules par des changements de la matrice extracelulaire elle méme
glycosylée par 'activité de BAGALNT2. La méme observation a été faite pour 'AMH qui n’avait
pourtant pas été obervée comme cible directe de la glycosylation par BAGALNT2 (Drouilhet et al.,
2013; Mansanet, 2013). Malheureusement, toutes ces observations ne permettent pas pour
I'instant de proposer un modeéle cohérent du mécanisme de contréle de la prolificité par la mutation
Fecl'; méme sil'altération du fonctionnement des membres de la famille du TGFR semble toujours

étre au cceur du phénomene.
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Tableau 5: Génes majeurs de prolificité et leurs mutations chez les ovins

Effet : tawx o owulation

[Ehrfn‘fzim? Allle Mutation Race (TO) Références
lataille de portée [TP)
FecBf C.7464=C Booroola Merino Bf+:TO+15; TP+1,0 Souzaet al. 2001
BMER1E Q245R lavanese BfB:TO +3,0; TP +1,5 Mulsant et al. 2001
Small Tailed Han Wilson et al. 2001
[OARE) Hu Davis et al. 2006
Garole Chu, Liuet al. 2007
Kendrapada Fogarty et al. 2009
Fecx®ar | c.302_304delCTA | Barbarine Bar/+: TO+0,7; TP +0,3 Lassoued et al. [2008)
Bar/Bar : stérile
Fecx® C.525_541del Rasa Aragonesa Rf+:TP+1,3 Martinez-Royo et al
W 154MNfsX55 R/R : stérile [2008)
Fecxs C.71BC>T Belclare Gf+:TO+0,7 Hanrahan et al
239X Cambridge G/G : =térile [2004)
Fecx® CB71C-T Romney (Hanna) Hf+:TO+1,0; TP+0,6 Davis (2005)
FecX! C.BO6T>A Romney (Inverdale) | If+:TO +1,0; TP +0,6 Davis [2005)
(OARX) V29490 I/1: stérile
Fecxsr C.A50C>T Grivette Grf+:TO+0,5; TP +0,1 Demars et al. (2013)
13171 GrfGr:TO+2 ; TP+0,7
Fecxt CO62G>4 Lacaune Lf+:TO +2 Bodin et al. [2007)
C321Y L/L: stérile
Fecx© C. 1009A>C Olkuska O+ TO +1; TP +0,6 Demarset al. (2013)
MN337H 0/0:TO+16; TP +1,2
FerX® C.1100G=>T Belclare Bf+:TO+1,0 Hanrahan et al
53671 B/B : stérile [2004)
Fecis" Co43C>T lle de France du | V/+:TO+1,1;TP0,32 Souzaet al. 2014
R315C Brésil [Vacaria) W Stérile
Fec(sE C.1034T>G Santa ines Ef+ TP 0,3 Sivaetal (2011)
F345C [Embrapa) E/E:TO+1, TP +0,7
GDF3 FecG™W | c.1111G=A White Norwegian | WN/+: TP+0,2 Vageetal. (2013)
(DARS) V37IM WN/WN : TP +0,5
Feci™ C.11B40-T Belclare (High | Hf+:TO+1,4 Hanrahan et al
5345F Fertility) H/H: stérile [2004)
FeclT C.127948>C Icelandic (Thoka) If+: TO +1,2 ; TP +0,64 Micol et al. [2009)
S427R If1: stérile
BLGALNTZ | Feclt 23603822474 Lacaune Lf+: TO+1,5 Drouilhet, Mansanet
(0AR11) L/L: TE!+3 et al. (2013)
Fecxaw Woodland Wi+ TO+04 ;TP +0,25 Davis et al. [2005)
WW TOE& TPz W+
FeclV W hishart W/+:TO+08, +1
W/W: non établi
e 40787726 C>T Davisale m,/m : +17 jours pour la Haldar et al. 2014
LEPR 2. 40857869 C>T puberté ;
£ 40858019 A>G TGO -15%

(OARL)




Situation du sujet et Objectifs de la these

Comme nous l'avons vu tout au long de la partie introductive, quatre génes majeurs de
prolificité ont déja été identifiés chez les ovins (BMPR1B, BMP15, GDF9 et BAGALNT2) en particulier
par I'’équipe d’accueil de cette thése. Depuis la découverte par une approche familiale du premier
géne majeur associé a une augmentation de la prolificité, FecB/BMPR1B, les avancées sur la
connaissance du génome ovin, la disponibilité d’outils génomiques comme les puces de génotypage
SNP a haut-débit (basse densité 15k, moyenne densité 50k et haute densité 600k) et le séquencage
complet des génomes pour moins de 1000€, permettent de faire passer le délai d’identification de
ces mutations de 20 ans a quelques mois. Ceci a eu pour conséquence de permettre |'identification
de 16 mutations différentes dans ces 4 genes Fec (Tableau 5).

Dans le contexte actuel de diminution du cheptel ovin et d’érosion de la production
d’agneauy, il est important de contrecarrer la baisse de productivité estimée a 1% par an depuis
2000. La productivité numérique directement en lien avec la prolificité semble étre un des
indicateurs de productivité le plus altéré, d’ou I'importance de travailler sur la maitrise de ce
caractere. La gestion et la diffusion de ces mutations a effet majeur affectant la prolificité est un des
leviers permettant de contréler ce caractere. Ainsi les travaux de recherches ont permis de fournir
des outils génétiques (marqueurs moléculaires) pour repérer les animaux porteurs et commencer
la gestion raisonnée du caractere prolificité dans les populations d’intéréts en comparant des
scénarii issus de modélisations (Raoul, 2017). Ce travail est assez avancé en France en population
Lacaune allaitante (schéma de sélection OVI-TEST) pour la mutation Fecl: dans B4GALNT2 pour
laquelle la préconisation est d’avoir dans les troupeaux en sélection, 50% de brebis non porteuses
et 50% de brebis hétérozygotes, les homozygotes n’étant pas souhaitables pour leur prolificité trop
importante (Martin et al., 2014). A I'inverse, ce type de sélection assistée par marqueur ne fait que
commencer en population Grivette avec la découverte de la mutation prolifique FecX®" dans BMP15
(Demars et al., 2013).

Cependant, comme nous avons pu le voir précédemment, I’hypothése est posée de la
ségrégation d’autres mutations de prolificité dans différentes populations ovines. La recherche de
telles mutations constitue une opportunité supplémentaire de gestion efficace des populations,
mais aussi de découvrir de nouveaux genes impliqués dans le contréle de la fonction ovarienne,

et/ou de confirmer deux observations qui ont émergé ces derniéres années,
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Figure 38: Evolution de la prolificité d’un’ensemble de race ovines frangaises entre 1986 et 2016 d’apreés
les données de la base OVALL.

Données de prolificité sur oestrus naturel issues de la base nationnal OVALL depuis 1986 a partir des tailles de portée de

femelles adultes ayant eu au moins 3 mises bas.
Moyenne des races : Charollais, Mouton Vendéen, Rouge de I'ouest, Suffolk, Merinos, Romane, Tarasconnaise, Texel,

Prealpes, Limousine, lle de France, Bizet, Est a Laine,Lacaune (Gebro et Ovitest), Grivette, Causse du Lot, Rava, Blanche

du Massif Central et Noire du Velay.




la possibilité de ségrégation de plusieurs mutations de prolificité dans la méme population (FecX®et
FecG" en Belclare, FecX' et Fecl' en Lacaune) ou d’'une méme mutation dans des populations

différentes (FecB® en Mérinos, Garole et Javanese).

En France, I'organisation de la filiere ovine allaitante permet le recueil et I'enregistrement
de données dans le systeme d’information génétique ovins allaitants OVALL. Cette base de données
informatisée a pour fonction de 1) collecter des informations du controle de performance des ovins
allaitants et de les centraliser et 2) permettre aux organismes ayant mission de gérer ce contréle
d’apporter a leurs adhérents des conseils techniques a 'aide de différents modules techniques de
type valorisation et bilans. En particulier, un bilan est réalisé tous les ans par l'institut de I’élevage
(http://idele.fr/).

La base de données regroupe de nombreuses informations telles que les documents officiels
(inventaires agneau, brebis, béliers, pédigrée...), la base agnelage, la base lutte, etc. Dans le cadre
de la recherche de génes majeurs de prolificité, cette base de données permet d’identifier les mises
bas sur cestrus naturel ou induit, de calculer la prolificité et la fertilité de toutes les races francaises
au controle de performance. Elle rassemble un peu plus de 12 millions d’agnelages depuis 1986. A
titre d’exemple, pour la campagne 2017, 315 560 brebis (soit 7,74 % du cheptel femelle ovin allaitant
national) ont été controlées dans 1 187 élevages (pour 1 217 troupeaux), représentant 45 races. En
plus d’'information de pédigrée, les principales performances enregistrées sont : le nombre de
brebis agnelées, leur prolificité (sur cestrus naturel ou induit par la PMSG), le nombre moyen de
mise-bas par brebis, et les poids a age type a 30 et 70 jours (PAT30, PAT70) pour les agneaux males.

C'est en analysant les données de prolificité sur cestrus naturel, leur variabilité entre
animaux, leur répétabilité a chaque mise-bas et en tenant compte des informations de pédigrée,
que des hypotheses de ségrégation de génes majeurs de prolificité ont pu étre avancées pour
certaines populations alimentant les objectifs de cette thése. C’est notamment le cas des races
Noire du Velay, Blanche du Massif Central, Rava ou encore Causse du Lot (Caussenard), dont les
évolutions de performance de prolificité sur les 30 derniéres années suivent celles des populations
Lacaune et Grivette pour lesquelles des mutations a effet majeur sur la prolificité ont été identifiées
(Figure 38), au contraire d’autres races dont la prolificité n’a pas évolué aussi fortement voir diminué

comme la Suffolk, la Limousine ou encore la Charollaise (Figure 38).
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Figure 39: Distribution de la répétabilité des performances de prolificité intra-pére en race lle
de France.

Représentation de la répétabilité des performances de 139 males lle de France ayant au moins 25 filles avec
plus de 4 mises bas.

Tableau 6 : Extraction de données de prolificité de la base OVALL pour des brebis Lacaune non porteuses
des mutations FecX' et Fecl'.

Identification  Identification Année Date mise- Prolificité 1 2 3 4

animal cheptel naissance bas
16138872160 12105263 2016 03/03/2019 4,00 3 5 .
16138862155 12105263 2015 22/11/2018 3,66 3 3 5
55066060406 81082080 2015 21/11/2018 3,66 3 2 5 .
55197760407 81266101 2015 27/08/2018 3,50 3 4 25
16012461247 12201260 2015 15/01/2019 3,00 2 2 5 .
55197760468 81266101 2015 04/12/2018 3,00 2 4 15
55197760392 81266101 2015 01/04/2018 3,00 3 1 5 .
16138850497 12105263 2014 20/09/2018 2,50 1 2 5 2
55000152104 81266191 2014 21/03/2017 2,33 1 1 5



En race lle-de-France, la répétabilité des performances de prolificité d’'un ensemble de filles
pour un pere donné est en moyenne de 0,10. Cependant, dans cette population, la distribution de
cette répétabilité montre des valeurs bien plus élevées de I'ordre de 0,30 pour certains béliers
(Bodin et al., 2011 ; Figure 39), laissant envisager la ségrégation d’une mutation a effet majeur sur
la prolificité. La découverte de la mutation FecGY dans GDF9 en 2014 dans une population Ile-de-
France au Brésil est venue confirmer cette hypothése (Souza et al., 2014). Cependant, des travaux
préliminaires a cette thése de génotypage de FecGY, n’ont pas permis de retrouver celle-ci dans la
population francaise.

Malgré la découverte de deux mutations a effet majeur sur la prolificité en race Lacaune du
schéma de sélection de I’'entreprise OVITEST, une partie de ce phénotype reste inexpliquée. Depuis
2008, la mutation FecX' dans BMP15 est contre sélectionnée (créant de la stérilité & I'état
homozygote) au profit de la gestion de Fecl' menant au génotypage de toutes les agnelles de
renouvellement pour cette mutation. Cependant des tailles de portée importantes et répétables
(>3) voir extrémes (=5 ; Tableau 6) sont encore enregistrées parmi des brebis non porteuses des
deux mutations, laissant la encore penser a |'effet d’une troisieme mutation.

Enfin a titre de dernier exemple, il y a une vingtaine d’année, des tailles de portée élevées
(moyenne de 2,23) associées a des nombres d’ovulations moyens de 2,54 par brebis ont été
observés dans la race Belle-lle. Le mode de ségrégation de ces phénotypes a amené a émettre
I'hypothése de la ségrégation d’'un géne majeur autosomal dans cette population qui reste a
découvrir (Malher and Le Chere, 1998). Cette race aussi appelée « Race de deux » (2 agneaux nés
en moyenne par mise-bas) est classée comme une race en danger (environ 200 brebis au total) et

maintenue dans de petits troupeaux, qui ne sont pas en contréle de performance.

Du point de vue des connaissances fondamentales, ces travaux alliant systématiquement
déterminisme génétique et déterminisme physiologique et fonctionnel des mutations prolifiques
ont permis de faire avancer largement les connaissances sur la fonction ovarienne (Bodin et al.,
2007; Demars et al., 2013; Drouilhet et al., 2009, 2010, 2013; Estienne et al., 2015; Fabre et al,,
2003; Mulsant et al., 2001). Mais si I'effet de ces genes et de leurs mutations sur la régulation du
nombre d’ovulations est évident, il est également important de connaitre les effets connexes sur
d’autres parametres comme I'dge a la puberté, la fertilité naturelle ou aprés Insémination Animale
(1A), la saisonnalité de la reproduction ou encore la mortalité et la croissance des agneaux. Dans le
cadre d’une reproduction assistée par ['utilisation de traitements hormonaux pour la

synchronisation des cycles (principalement des éponges intra vaginales imprégnées de
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progestagene et des injections de gonadotropines du type PMSG), une bonne gestion des brebis
naturellement prolifiques porteuses des mutations a effet majeur sur I’ovulation pourrait permettre
de réduire le recours a ces traitements. A cet égard, une proposition de résolution du parlement
européen (PE 589.295v02-00; A8-0014/2017) dans son point 43 indique sa préoccupation de
I'importation et I'utilisation de médicaments vétérinaires contenant de la gonadotrophine extraite
du sérum de jument gravide (PMSG). Il est donc envisageable que I'Union Européenne prenne des
décisions quant a la restriction a moyen terme (et possiblement I'interdiction) de I'utilisation des

traitements hormonaux a usage vétérinaire.

Dans ce contexte ma thése avait deux objectifs :

- d’une part l'identification de nouvelles mutations a effet majeur sur la prolificité dans les
populations ovines allaitantes francaises pour lesquelles une hypothése de ségrégation avait été
avancée ;

- et d’autre part, dans le cas bien précis de la mutation Fecl'gérée dans la population
Lacaune, établir un éventuel effet pléiotrope sur d’autres caractéres zootechniques comme, la
croissance, la mise en place de la puberté, ou encore la sensibilité aux hormones de synchronisation

des cycles cestriens.

Les deux objectifs de cette thése sont articulés en deux parties dans la présentation des
résultats et avaient fait I'objet de deux dépéts de projet préalables qui ont financés ce travail. Le
premier objectif correspond au projet PROLIGEN « Mise en évidence et analyse fonctionnelle des
mutations affectant la prolificité des ovins allaitants » financé par APIS-GENE (http.//www.apis-
gene.com) qui regroupe les professionnels des filieres ruminants et qui oriente et définit des
programmes de recherche en génomique. Le second objectif est réalisé dans le cadre du projet
franco-espagnol PIRINNOVI (EFA103/15) « Innovation technique et efficacité productive des
élevages des races ovines locales des territoires pyrénéens pour améliorer leur durabilité » financé
par le fonds européen de développement régional FEDER dans le cadre du programme Interreg
POCTEFA 2014-2020 (https://www.poctefa.eu/fr/). J'ai également pu participer au parcours
doctoral de I’Ecole internationale de recherche Agreenium (EIR-A). Cette école donne I'opportunité
de suivre deux séminaires de formations ouvertes sur les grands enjeux actuels, de créer un
partenariat scientifique et de découvrir le fonctionnement d’un laboratoire a I'étranger, de se créer
un réseau de jeunes chercheurs sur des thématiques variées, et de valoriser ce parcours par

I'obtention du label EIR-A.
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Résultats
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Figure 40:Représentation graphique de la relation entre la moyenne et de la variance de la taille de la
portée pour 35 races ovines.

Les données de taille de portée (TP) sont issues de la base de données nationales frangaise OVALL et de la
base de données pour [|'évaluation génétique des Rasa Aragonesa en Espagne. Chaque point ou carré
correspond a une des 35 populations analysées. Les carrés noirs indiquent les races pour lesquels une
mutation & effet majeur sur la prolificité a été identifiée (1=Grivette, FecX® ; 2=Lacaune, FecX" et Fecl' ;
3=Rasa Aragonesa, FecX®). La ligne en pointillés est la courbe de régression polynomiale d’ordre 2 modélisant
la relation moyenne/variance de 'ensemble des races (r?=0,93). La lighe continue est |a courbe de régression
polynomiales d’ordre 2 sans les carrés noirs (r?=0,97). Les cercles blancs sont des races soupgonnées d'étre
porteuses d'une mutation a effet majeur sur la prolificité (4=Noire du Velay ; 5=Mouton Vendéen).



Partie 1 — Mise en évidence de mutations a effet
majeur sur la prolificité

Mon premier objectif de these était de découvrir des mutations de prolificité en explorant
de facon exhaustive les populations ovines allaitantes francaises, mais aussi quelques populations
étrangeres, pour lesquelles une hypothese, plus ou moins forte, de ségrégation d’un gene majeur
était proposée. Pour chaque race dans laquelle j'ai découvert de telles mutations, japporterai
guelques éléments supplémentaires a ceux décrits dans la situation du sujet, en particulier les choix
faits pour la sélection des animaux afin de répondre de facon moléculaire a cette hypothése de
ségrégation de mutation. Comme indiqué précédemment, 16 mutations sont actuellement
connues, 4 d’entre-elles ségrégent de facon naturelle (Fecl!, FecB®, FecX' et FecX®), ou aprés
introgression (FecB®) dans les populations francaises. Forte de ces informations, j’ai tout d’abord
développé une approche mutations et génes candidats, puis en absence de résultat par cette

approche, j'ai développé une approche globale d’analyse d’association (GWAS).

Chacune de ces approches ont fait I'objet d’un article scientifique en anglais inséré dans
chaque partie et précédé d’un résumé complet en francais. Ces résultats, qui ont concerné les
populations Noire du Velay et Mouton Vendéen sont également complétés par les analyses faites
pour d’autres populations. Afin de faciliter la compréhension et d’alléger ce chapitre, les matériels
et méthodes non décrits ou décrits succinctement dans les articles sont regroupés dans des fiches

de procédures expérimentales (PE) placées en annexe.
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mb=mise bas

Figure 41: Pourcentage de portées extrémes dans différentes races francaises.

Tableau 7: Répartition des tailles de portée en 2018 en race Noire du Velay et Mouton

Noire du Velay

Mouton Vendéen

Vendéen.

ALLAITEMENT ET MORTALITE

made de agneaux agneaux
naissance | nés vivants | morts aprés

agneaux naissance

dge mére

simple 456 59
= 19 mois double 685 112
triple et plus 127 25
simple 2280 168
== 18 mois double 373 618
friple et plus 2038 388
total 11 369 1370

agneaux déclarés mort-nés @ 1 034 (8,3 %)

Source : Controle de performance 2018 ; IDELE

ALLAITEMENT ET MORTALITE

mode de agneaux agneaux
naissance | nesvivants | mors apres

agneau naissance

Age mére

simple 616 69
< 19 mois double 1059 134
triple et plus 147 20
simple 2002 119
»= 19 mois double 5447 491
triple et plus 1699 182
total 10970 1015

agneaux déclarés mort-nés © 1 187 (9,8 %)



|.  Approche mutations et genes candidats

A. Populations Noire du Velay et Mouton Vendeéen

1) Principaux résultats

La distribution des tailles de portée (TP) suit approximativement une distribution binomiale
pour laquelle la variance est directement liée a la moyenne (Bodin et al., 1989). En regle générale,
le pourcentage de naissance triple est relativement bas, moins de 1% des mises bas. Sur la base des
données du controéle de performance enregistrées dans la base de données OVALL, en collaboration
avec Loys Bodin (INRA GenPhySE), nous avons extrait la carriere d’agnelage des femelles issues de
34 races pures francaises depuis 2005. A cela nous avons ajouté les carriéres de la base de données
pour l'évaluation génétique (UPRA-Grupo Pastores) de la race Rasa Aragonesa en Espagne. Ces
données représentent 2353 324 mises bas naturelles sans traitement de synchronisation
hormonale de I'cestrus. Nous avons pu représenter la moyenne de prolificité de ces 35 races
allaitantes en fonction de la variance associée a la taille de portée (Figure 40).

La variance augmente avec la moyenne de la taille de portée suivant une relation quasiment
linéaire (ligne pointillée : r?>=0,93). L’augmentation de cette variance dans les races les plus
prolifiques est due a I'apparition de portée de taille extréme allant jusqu’a 8 agneaux en Lacaune
par exemple (Figure 41). Malgré la relation forte entre variance et taille de portée, plusieurs races
semblent échapper a cette relation présentant une variance observée bien plus élevée que celle
attendue étant donné leur niveau de prolificité. Il s’agit des races Grivette, Lacaune, Rasa Aragonesa
et Noire du Velay (notées respectivement de 1 a 4 sur la Figure 40). De fagon intéressante, trois de
ces races, Grivette, Lacaune, Rasa Aragonesa sont respectivement porteuses des mutations a effet
majeur sur la prolificité : FecX®', FecL'/FecX" et FecX".

Dans un second temps, nous avons exclu ces trois races de l'analyse, ce qui a permis
d’améliorer la relation entre variance et moyenne de la taille de portée (ligne continue : r?=0,97,
Figure 40). Ainsi, cela confirme I'écart observé pour la race Noire du Velay et fait plus clairement
apparaitre une race supplémentaire, le Mouton Vendéen (notée 5 sur la Figure 40). De plus, en
regardant plus finement les données sur la distribution des tailles de portée, on s’apercgoit que la
proportion de naissances triple et plus, représente environ 20% des portées dans ces deux races
(Tableau 7). Enfin, pour ces deux races, il existe des enregistrements de naissance sur des portées
supérieurs ou égales a 5 agneaux comme observé pour les deux autres races francgaises porteuses
d’une mutation a effet majeur sur la prolificité, Lacaune et Grivette (Figure 41).
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Tableau 8 : Nombre d'animaux (Noire du Velay et Mouton Vendéen) et moyenne de prolificité utilisé
pour l'approche mutation candidate.

Peu prolifique  Treés prolifique
Noire du Velay 21 35
moyenne TP <1,6 >2,0
Mouton Vendéen 27 87
moyenne TP <1,20 22,20

Tableau 9: Résultats de génotypage des mutations Fecl', FecX" et FecX®" pour les brebis Noire du Velay et Mouton Vendéen de
prolificité extrémes.

Table 2 Article | ; Chantepie et al. 2018



L'ensemble de ces éléments m’a permis de suspecter la ségrégation d’'un géne majeur de
prolificité dans ces deux populations, Noire du Velay et Mouton Vendéen, et j'ai décidé dans un
premier temps de suivre une approche de mutation candidate sur la base des trois mutations qui
ségrégent naturellement dans les races ovines francaises, Fecl!, FecX® et FecXt. Pour cela, jai
effectué une sélection, dans chaque population, de brebis basée sur leur moyenne de prolificité
obtenue sur un minimum de 3 mises bas sur cestrus naturel avec un dernier enregistrement de mise
bas compatible avec la possibilité d’'un préléevement sanguin. En coopération avec les organismes
de gestion des deux races (ROM sélection, section Noire du Velay ; et OES Mouton Vendéen), j’ai pu
avoir acces a des échantillons de sang de 122 brebis hautement prolifiques (moyenne TP > 2) et 48
brebis peu prolifiques (moyenne TP < 1,6). Les effectifs par race et par groupe de prolificité sont
présentés dans le Tableau 8.

Par la technique d’amplification spécifique d’alléle fluorescent KASP (PE 1) déja disponible
au laboratoire, jai pu génotyper les 3 mutations en ségrégation dans les races francaises, Fecl,
FecX" et FecX®'. J’ai découvert la ségrégation de la mutation FecL' du géne B4GALNT2 et la mutation
FecX® du géne BMPI15 respectivement en Noire du Velay et Mouton Vendéen. De facon
remarquable, ces deux mutations ne ségrégent que dans les groupes de brebis hautement
prolifiques dans les deux races (Tableau 9). Mais, afin d'éviter tout biais di au choix d’animaux
extrémes pour l'estimation de la fréquence et de l'effet des mutations, un échantillonnage
important d'animaux non choisis sur la taille de portée a été réalisé dans les deux races. En race
Noire du Velay, 2728 brebis d’ages différents ont été collectées dans 22 élevages, alors qu’en
Mouton Vendéen c’est une cohorte de renouvellement d’agnelles qui a été échantillonnée pour un
total 1200 prélevements. Suite au génotypage de ces échantillons, j’ai pu estimer la fréquence de
I'alléle Fecl' a a 11% dans la population Noire du Velay avec 20% de brebis hétérozygotes et 1% de
brebis porteuses homozygotes. La fréquence de I'alléle FecX®" est deux fois plus faible en Mouton
Vendéen avec 5% et la présence de 10% de brebis hétérozygotes et quelques brebis homozygotes
fertiles (0,3%). L'effet des mutations sur la prolificité a été estimé par un modele linéaire mixte sur
I'ensemble des données de mise base sur cestrus naturel de toutes les brebis nées aprés I'an 2000
et de leur pédigrée. Les génotypes étaient soit inconnus ou bien déterminés par les génotypages
gue j’'ai réalisés. Le modele prend en compte divers effets fixes comme le troupeau, I'année de
naissance, I’'age a I'agnelage, la saison d’agnelage et le génotype ; et des effets aléatoires comme
I’environnement permanent et un effet génétique additif animal. Ainsi I'effet estimé de FecL! est de

+0,4 agneau par mise bas en race Noire du Velay (+0.45 par comparaison des moyennes brutes non
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Tableau 10: Fréquence des génotypes aux loci FeclL et FecX et prolificité associée en Noire du Velay et Mouton Vendéen.

Table 4 Article I; Chantepie et al. 2018
! SE=Standard error
2| S=Litter size



corrigées par le modéle mixte, Tableau 10). En mouton Vendéen, I'effet de FecX®" est estimé a +0,3
agneau par mise bas (+0,46 non corrigé, Tableau 10).

Par cette approche de mutations candidates, j’ai pu identifier deux mutations a effet majeur
sur la prolificité déja connues dans les populations Lacaune et Grivette, mais qui expliquent
également la forte variance de prolificité dans les populations Noire du Velay et Mouton Vendéen.
Ces résultats confirment également la possibilité de la ségrégation d’'une méme mutation de
prolificité dans des populations différentes et qui conserve son action majeure sur ce caractére dans
des fonds génétiques différents.

L’'ensemble de ces résultats ont été publiés dans I'article 1 « Presence of causative mutations

affecting prolificacy in the Noire du Velay and Mouton Vendéen sheep breeds » et présenté ci-apres.

2) Article | - Presence of causative mutations affecting prolificacy in the Noire du

Velay and Mouton Vendéen sheep breeds, Livestock Science
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Figure 42: Représentation graphique de la relation entre la moyenne et de la variance de la taille de la portée pour 30
races ovines sans prise en compte des cinqg races porteuses d'une mutation identifiée dans les génes Fec.

Chaque point correspond a une des 30 populations analysées. La ligne en pointillés est la courbe de régression
polynomiale d’ordre 2 modélisant la relation moyenne/variance de la taille de portée pour I'ensemble des 30 races
(r?=0,98). Le point orange représente la race lle de France.

Figure 43: Chromatogramme de séquengage visualisant la mutation c¢.907 C>A (FecXIf) dans la race lle-de-France.

Les bases nucléotidique A sont représentées en vert, C en bleu, G en noir et T en rouge. Le conflit dans I'alignement
des séquences des béliers lle de France indique la position du SNP C>A créant la mutation FecX” entre les mutations,
FecX'et FecX®".



B. Population lle-de-France

Comme énoncé dans la partie introductive de cette these, Loys Bodin (INRA GenPhySE) avait
émis I'hypothéese de la ségrégation d’un géne majeur dans la race lle-de-France. Dans la Figure 42,
j’ai retiré de la relation entre la prolificité moyenne et la variance, les cing races pour lesquelles un
géne majeur de prolificité ségrége. De ce fait, la relation polynomiale d’ordre 2 est améliorée
(r*=0,98). Cependant, la race lle-de-France (point en orange, moyenne TP = 1,66) suit totalement
cette relation contrairement a ce que j’avais observé pour la Noire du Velay et le Mouton Vendéen.
Néanmoins, (Souza et al., 2014) ont identifié la mutation de prolificité Vacaria FecGY dans GDF9 qui
ségrége dans la population lle de France brésilienne. Ces animaux nés au Brésil sont issus
d’insémination artificielle grace a I'envoi de semence de béliers francais. Suite aux échanges avec
I'organisme de sélection de la race (OSON, http://www.mouton-ile-de-france.com), ils ont pu
identifier des animaux contemporains de cette époque (ou bien des apparentés) ainsi que des
béliers dont I'index sur la prolificité était améliorateur pour la race. Dés lors qu’un index est positif
(maximum a 1), il est supposé améliorer le caractere.

Afin de rechercher la mutation FecGY, nous avons recu des paillettes de semence de 23
béliers, dont 6 béliers contemporains des exportations au Brésil. Ces méles sont nés entre 1988 et
2012, avec des index de prolificité entre +0,079 et +0,402. Au total, ils ont eu 3299 filles (en
moyenne, 143 filles/bélier) qui, sur cestrus naturel, présentent une taille de portée moyenne de
1,84 ; supérieure a celle de la race (1,66). Nous avons extrait I’ADN génomique des spermatozoides
contenus dans les paillettes et réalisé un génotypage par séquencage Sanger (PE 2) de I'exon 2 de
GDF9 dans lequel se trouve FecG". Aucun des béliers n’était porteur de la mutation FecG". J'ai pu
seulement mettre en évidence les polymorphismes G2, G3, G4, G5 et G6 précédemment décrits
dans GDF9 mais sans influence sur la prolificité (Hanrahan et al., 2004). L'exon 1 de GDF9 a
également été séquencé, mais aucun polymorphisme n’a pu étre mis en évidence. Devant ce
résultat négatif pour la recherche de FecGY, et toujours dans la stratégie de I'approche géne
candidat, j’ai séquencé I'exon 2 du gene BMP15, pour 5 des béliers présentant les plus forts index
de prolificité (+0,268 a +0,402). J'ai choisi I'exon 2 de BMP15 car il concentre la presque totalité des
mutations FecX affectant la prolificité, a I'exception de la mutation FecX??". Deux d’entre eux (index
= +0,402 et +0,273) sont porteurs d’'un SNP ¢c.907 C>A (Figure 43) induisant sur la protéine une
substitution non- conservative (p.Q303K) qui change une glutamine (polaire et non chargée) en
lysine (polaire et chargée positivement).Cette mutation, dans une séquence conservée entre

especes,
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This mutation is predicted to be  PROBABLY DAMAGING with a score of 0.997 (sensitivity. 0.41; specificity: 0.98)

0,00 0,20 0,40 0160 0,80 1,00

Figure 44: Représentation de I'effet probable de la mutation p.Q303K en race lle de France sous PolyPhen-2.

Le curseur noir indique la force de I'effet de dommage présumé sur la fonction de la protéine pour le SNP, évalué a
I’aide du prédicteur HumDiv.
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Figure 45: Résultats d'une PCR-RLFP pour la mutation FecX"en race lle-de-France.

Apres migrantion électrophorétique sur gel d’agarose, la PCR spécifique pour génotyper la mutation FecX” génére
un fragment de 868 paires de base (pb). La restriction par 'enzyme Pvu2 produit 2 bandes, I'une de 616 pb et I'autre
de 252 pb et signe le génotype +/+. Le SNP c. 907 C>A fait disparaitre le site de clivage par Pvu2. Ainsi une brebis
hétérozygote If/+ apparait avec 3 bandes : 868 pb, 616 pb et 252 pb.

Tableau 11 : Tableau de contingence des génotypes pour la mutation FecX" en
race lle-de-France.

Génotype Effectifs Prolificité ON

+/+ 355 1,55
IF/+ 20 1,68
?/? 204586 1,56
Total général 204961 1,56

?/ ?: Le génotype des brebis est inconnu mais il existe des enregistements de taille de portée pour ces animaux
ON : cestrus naturel



est prédite avec une forte probabilité d’altération de la fonction de BMP15 par loutil
bioinformatique PolyPhen 2 (http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/ (Adzhubei et al., 2010 ; Figure
44). Ce méme outil de prédiction fonctionnel rend le méme type de résultat avec toutes les
mutations FecX déja connues et induisant une substitution. Nous avons nommé I'alléle variant A de
ce polymorphisme FecX”, en référence a la nomenclature utilisée pour les autres mutations.

A la suite de cette observation, j'ai développé un test de génotypage par PCR-RFLP (PE 3),
utilisant I'enzyme de restriction Pvu2 qui ne clive pas la forme mutée, afin de déterminer le
génotype des autres béliers (Figure 45). Au final, deux autres béliers sont porteurs hémizygotes de
I'alléle FecX” (index des béliers = 0,186 et 0,166), portant a 4 le nombre de béliers porteurs parmi
les 23 analysés.

La caractéristique d’une mutation portée par le chromosome X d’un maéle, c’est qu’elle est
transférée a toutes ses filles. Ainsi par le génotypage des males reproducteurs d’un schéma de
sélection, on peut par déduction obtenir le génotype des filles a associer avec leur performance de
prolificité. Ainsi, un premier lot de 79 males lle-de-France du haras de béliers du centre
d’insémination artificielle (CIA) de Verdilly ont été génotypés pour FecX”. Six béliers sont avérés
porteurs. Les 6 males mutés ont eu au total 1518 agneaux et 1510 agnelles. Parmi les agnelles, 798
ont été gardées pour le renouvellement et ont des enregistrements de mises bas dans la base de
données OVALL. La moyenne de prolificité brute des agnelles déduite hétérozygotes est de 1,89
alors que la moyenne de la race lle de France est de 1,66 agneau par mise bas, soit un effet brut
potentiel de la mutation de +0,23 agneau par mise bas. Cette premiére analyse tend a indiquer que
FecX" est bien une mutation associée a une augmentation de prolificité chez les brebis lle de France.
Par la suite, dans le but de mieux estimer la fréquence et |'effet de FecX” sur la prolificité, j’ai cherché
a génotyper une cohorte de renouvellement, comprenant des agnelles de I'année et des antenaises
(nom donné aux agnelles du millésime précédant). Au final, j’ai pu avoir acces a 531 échantillons de
sang dans 11 élevages différents (entre 29 et 73 brebis par élevage). Suite au génotypage, j'ai
identifié 26 hétérozygotes FecX"/FecX* soit 4,9% de porteuses. Ces femelles étant trés jeunes,
seulement 375 d’entre elles ont eu au moins une portée enregistrée dans OVALL. La moyenne de
prolificité sur cestrus naturel est de 1,56 tout génotype confondu pour ces brebis. L'effet brut de la
mutation est estimé a +0,13 agneau a |'état hétérozygote (Tableau 11). Je n’ai pas identifié de
femelles homozygotes dans notre échantillonnage, ce qui ne nous permet pas de conclure sur une
possible stérilité induite par la mutation a I'état homozygote, comme observé avec de nombreuses

mutations dans BMP15.
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Figure 46: Représentation graphique de la de la relation entre la moyenne et de la variance de la taille de la portée
pour 30 races ovines sans prise en compte des cinqg races porteuses d'une mutation identifiée dans les génes Fec.

Chaque point correspond a une des 30 populations analysées. La ligne en pointillés est la courbe de régression
polynomiale d’ordre 2 modélisant la relation moyenne/variance de la taille de portée pour I'ensemble des 30 races
(r?=0,98). Le point jaune représente la race Causse du lot.

Figure 47: Chromatogramme du séquencage de la mutation ¢.395 C>T (FecX®) dans la race
Causse du Lot.

Les bases nucléotidique A sont représentées en vert, C en bleu, G en noir et T en rouge. Le conflit dans I'alignement
des séquences des brebis Causse du Lot indique la position du SNP C>T créant la mutation FecX®.



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

0.00 0.20 0.40 0.50 0.80 1.00
Figure 48:Représentation de I’effet probable de la mutation p. A132V en race Causse du Lot sous PolyPhen 2.

Le curseur noir indique la force de I'effet de dommage présumé sur la fonction de la protéine pour le SNP, évalué a I'aide du

prédicteur HumDiv.
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Figure 49: Résultats du génotypage de la mutation FecX® par PCR-RFLP par I'enzyme Hinfl.

La PCR-RFLP spécifique pour génotype la mutation FecX” donne un fragment de 868 paires de base (pb). Le SNP c.
395 C>T fait apparaitre le site de restriction de I'enzyme Hinfl. Le génotype sauvage +/+ se déduit en présence de 3
bandes de 289 pb, 553 pb et 26 pb (non visible). Le génotype homozygote mutant se déduit en présence 4 bandes
de 553 pb, 190 pb, de 99 pb, et de 26 pb (non visible). Une brebis hétérozygote présente 5 bandes : 553 pb, 289 pb,
190 pb, 99 bp et 26 pb (non visible).



De nouveau par lI'approche géne candidat, j’ai pu identifier une nouvelle mutation dans
BMP15 a effet sur la prolificité de la population lle-de-France. Cependant, devant la faible fréquence
et I'effet relativement faible de I'alléle FecX”, il n’est pas certain que cette mutation soit a elle seule
la réponse a I'hypothése initiale de ségrégation d’'une mutation a effet majeur dans cette

population.

C. Population Causse du Lot

Parallelement a la recherche du géne majeur en race lle-de-France, je me suis intéressée a
la race Causse du Lot. Comme |'lle-de-France, la race Causse du Lot ne se démarque pas des autres
races dans la relation moyenne/variance de la taille de portée avec une prolificité moyenne de 1,56
agneau par mise bas sur cestrus naturel (Figure 46). Cependant, d’apres la Figure 38 (page 94), cette
race a connu une forte augmentation de sa prolificité moyenne ces 30 derniéres années de la méme
maniere que les races Noire du Velay, Grivette ou Lacaune. Grace a un projet antérieur a cette these,
DEGERAM (DEveloppement de la GEnomique pour les RAces de Massif) porté par le CORAM
(COllectif des RAces locales de Massif) et comportant une action pour les génes majeurs de
prolificité ovine, j’ai pu avoir accés a des échantillons sanguins de brebis Causse du Lot hautement
prolifiques (n=118 ; moyenne de prolificité =2,38 [1,8-4,0]).

L’approche de génotypage spécifique des mutations candidates FecX!, FecX®, Fecl, FecB? et
également FecX”, ne m’a pas permis d’observer leur ségrégation dans la race Causse du Lot. Jai
donc choisi de passer a I'approche gene candidat par le séquengage Sanger (PE 2) des deux exons
des genes BMP15 et GDF9, réalisé sur 11 des brebis les plus prolifiques ayant eu au moins 3 portées
avec 2 fois des portées triples sur cestrus naturel. L'analyse des séquences n’a pas révélé de
nouveaux polymorphismes dans GDF9, mais a mené a l'identification d’un nouveau polymorphisme
chez 4 d’entre elles (3 hétérozygotes et une homozygote) dans I'exon 2 de BMP15 (Figure 47). Il
s’agit d’'un SNP C>T en position 395 de I’ADNc du géne BMP15 menant au changement p.A132V sur
la protéine correspondant a une substitution d’une alanine par une valine, deux acides aminés a
chaine latérale hydrophobe proches en structure. Cependant, cette substitution dans une région
conservée entre espéces, est prédite avec une forte probabilité d’altération de la fonction de BMP15
par I'outil bioinformatique PolyPhen-2 (Figure 48). J’ai nommé ce nouvel allele de BMP15, FecX®.
Tout comme pour la mutation FecX”, j’ai développé un test de génotypage par PCR-RFLP (PE 3),
utilisant 'enzyme de restriction Hinfl qui clive en présence de I'alléle FecX® (Figure 49). A I'aide de

ce test, j'ai réalisé le génotypage des 118 brebis du projet DEGERAM au locus FecXC.
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Tableau 12 : Tableau de contingence pour la mutation FecX en race Causse du Lot (échantillons DEGERAM).

Génotype FecX© Effectifs Prolificité ON
+/+ 100 2,38
+/C 16 2,39
c/c 2 2,55
Total général 118 2,38

ON : cestrus naturel

Tableau 13 : Tableau de contingence pour la mutation FecX en race Causse du Lot (population).

Groupe/génotype FecX*® Effectifs Prolificité ON
Basse ‘
+/+ 29 1,09
c/+ | 2 1,00
Haute
+/+ 21 2,68
C/+ 3 2,61
c/c | 1 2,50
Total général 56 1,79

ON : cestrus naturel



Parmi I'’ensemble de ces brebis, 16 d’entre-elles sont hétérozygotes et 2 sont homozygotes
FecX‘/FecX® (Tableau 12).

Lorsque I'on observe la prolificité en fonction du génotype de ces brebis, on peut voir que
deux brebis homozygotes FecXC/FecXC sont prolifiques (TP=2,55) et donc fertiles, et que les brebis
hétérozygotes présentent une prolificité de 2,41 identique aux brebis non porteuses de l'alléle
FecXC. D’apres cette premiére analyse, il semblerait que I’allele FecXC ne soit pas associé a une
augmentation de la prolificité dans la race Causse du Lot. Cependant, I'analyse est biaisée par
I’échantillonnage de brebis uniquement hautement prolifique. Pour tenter de remédier a cela et en
coopération avec l'organisme de sélection OVILOT (http://www.capel.fr/nos-activites/pole-
animal/ovins/ovilot), 2 séries d’échantillonnages ont été organisées pour collecter d’'une part du
sang des males du haras de béliers du CIA (n=52) et d’autre part des brebis faiblement prolifiques
(n=31, TP moyenne=1,09) et fortement prolifiques (n=25, TP moyenne=2,48) de facon a visualiser
dans quel groupe ségrége plus fréquemment I'alléle FecXC (Tableau 13). Au final, FecX® est retrouvé
chez 2 béliers qui ont eu chacun 57 filles a minima hétérozygotes, mais qui n‘ont pas encore
suffisamment de performances dans OVALL pour conclure sur un effet potentiel de I'allele. Parmi
les brebis génotypées pour FecX¢, seulement quatre sont porteuses de I'alléle dans le groupe des
25 hautement prolifique (16%), dont une homozygote, et deux sont hétérozygotes dans le groupe
des faiblement prolifique (6%, Tableau 13). Cependant cette différence de fréquence entre les deux
groupes n’est pas significative (p=0,39, test exact de Fischer). Si I’on regarde la prolificité moyenne
par génotype dans cet échantillonnage, la encore les brebis porteuses de FecX® ne présentent pas

d’augmentation significative de la taille de portée (p=0,95).

Dans la race Causse du Lot, par I'approche gene candidat, j'ai pu identifier un nouveau
polymorphisme de type SNP dans BMP15 (c.395C>T, FecX®) chez des brebis hautement prolifiques,
mais qui au vu des résultats préliminaires obtenus ne semble pas causale d’une variabilité de la

prolificité dans cette race.
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D. Population Mouton Flemish - Belgique

Dans le cadre d’une collaboration franco-belge (Université de Louvain), j’ai eu I'opportunité
de travailler sur la race Flemish. Cette race laitiére belge a petits effectifs (présente aussi aux Pays-
Bas, race Vlaams) est connue pour ses portées multiples et il n’est pas rare d’observer entre 3 et 5
agneaux par mise bas. Elle est a I'origine, avec la race Texel, de la race composite Swifter, elle aussi
prolifique (TP=1,85 ; http://www.swifter.be/en/swifterras.htm). Entre 2002 et 2015, la prolificité
moyenne de la race a atteint 2,02 +0,75 agneaux par mise bas. Dans le but de supporter les efforts
de conservation de la population, les données de pédigrée (n=5095), et de taille de portée de 1224
brebis ont été analysées par R. Mayermans et S. Janssens. L’héritabilité du caractére prolifique s’est
avérée relativement haute (h?=0,25) dans cette race, comparée aux données de la littérature qui
estime cette héritabilité vers 0,1 (Bradford, 1985), laissant présager la présence d’une mutation a
effet majeur. J'ai tout d’abord eu accés aux échantillons sanguins de 5 femelles hautement
prolifiques et 1 male. Toujours sur la base de I'approche géne candidat, j’ai séquencé les deux exons
des génes BMP15 et GDF9. )'ai ainsi découvert que la mutation FecX® dans BMP15 (Demars et al.,
2013) était présente chez trois des femelles.

Dans un second temps, j'ai recu 58 échantillons (20 béliers et 38 brebis) afin de valider la
ségrégation de la mutation FecX® dans cette population. J’ai réalisé ces génotypages par une
approche d’amplification alléle spécifique PCR-KASPAR, préalablement développée au laboratoire
(PE 1). Quatre individus (1 méle et 3 femelles) sont porteurs de la mutation FecX®" dans le géne
BMP15, soit une fréquence de 6,9% dans cet échantillon.

Cette découverte préliminaire qui a donné lieu a une présentation affichée au congres EEAP
2017 (document en annexe), justifie une recherche plus large de la mutation FecX®" a I'échelle de la
population et une estimation de ses effets sur la prolificité de la race Flemish. Cela souligne
également l'importance de la conservation et de I’'étude des races en voie de disparition, car elles

peuvent héberger des alléles précieux pour une utilisation future.
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Tableau 14 : Effectifs des animaux séquencés tout génome par race.

Race Effectifs
Belclare
Berrichon du Cher
Black Belly
Cambridge
Charollais
Lacaune 31
Noire du Velay
Romane
Romanov
ROM x BB
Suffolk

Texel

Vendéen

P NP WwWN

U NN N B W




E. Population Martinik Black Belly

Avant cette thése et au cours de celle-ci, de nombreuses données ovines de séquencages
tout génome ont été rendues disponibles publiquement (www.ensembl.org). Il existe deux grands
projets internationaux qui visent a réaliser et a collecter des données de séquence tout génome
chez les ovins. Le premier est celui du consortium international du génome ovin (ISGC;
https://www.sheephapmap.org/) qui met a disposition pas moins de 451 génomes de 39 races
différentes. Le second projet est un projet européen dans le domaine de la conservation et la

diversité génétique (NextGen ; https://www.epfl.ch/labs/nextgen/) qui a généré le séquencage de

180 génomes ovins provenant d’animaux originaires d’lran et du Maroc. L'exploration des bases de
variants génomiques issus de ces données permet de repérer, entre autres, ceux présents dans les
genes connus pour leur implication dans le controle de la prolificité. Cette approche a été utilisée
avec succes dans mon équipe d’accueil, permettant I'identification de la présence de la mutation
Fecl' dans une race prolifique d’Afrique du Nord, la D’man, grace aux données disponibles dans la

base de données d’Ensembl (Ben Jemaa et al., 2018).
1) Mise en évidence de la mutation

De plus, au sein de mon équipe d’accueil, en lien avec des besoins pour répondre a des
guestionnements scientifiques sur le déterminisme génétique de caractéres en relation avec la
santé, la qualité du lait, la robustesse ou encore I'adaptation aux conditions climatiques chez les
ovins, un ensemble de 68 animaux, de 13 races différentes (Tableau 14), ont été séquencés a I'aide
de la technologie HiSeq (lllumina) sur la plateforme Genotoul-GeT (INRA Toulouse,
https://get.genotoul.fr). Aprés alignement sur la version v4.0 du génome ovin, les fichiers de
variants (SNP et InDels) ont été mis a disposition par P. Bardou (équipe Sigenae, GenPhySE, INRA de
Toulouse). De fagon similaire a I'approche menée par Jemaa et al. (2018), j'ai recherché les
mutations identifiées dans les quatre genes majeurs de prolificité que sont BMPR1B, BMP15, GDF9
et BAGALNTZ2. Finalement, un unique animal s’est avéré porteur d’'une mutation connue. Il s’agit du
seul représentant de la race Martinik Black Belly qui est hétérozygote pour la mutation FecGt dans
le gene GDF9 (OAR5_v4.0 g.41768445A>C) (Silva et al., 2014). Initialement, la découverte de cette
mutation a été réalisée dans la population Santa Inés au Brésil. La premiere suspicion de la
ségrégation d’'un gene majeur en race Black Belly, connue pour étre une race créole prolifique,

remonte a la fin des années 80 par (Mahieu et al., 1989).
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Tableau 15 : Fréquence et effet de la mutation FecGE dans la population Martinik Black Belly de la station
expérimentale de I'INRA.

Génotype Nombre bélier Nombres brebis Fréquence Prolificité
+/+ 12 24 2,4% 1,49 (n=15)
E/+ 21 59 54,7% 1,74 (n=32)
E/E 11 20 20,9% 2,04 (n=12)




2) Fréquence et effet de FecG*

Afin de valider la présence de la mutation, j'ai développé un test de génotypage par PCR-
RFLP forcée utilisant I'enzyme de restriction Xmnl (PE 3). J’ai pu avoir accés a 147 échantillons
sanguins de moutons Black Belly (103 brebis et 44 béliers), présents au domaine de La Sapiniére a
Bourges, une unité expérimentale du centre INRA Val de Loire. Parmi I’'ensemble des animaux, 79
brebis (59 hétérozygotes, 20 homozygotes), et 32 béliers (21 hétérozygotes, 11 homozygotes) sont
porteurs de la mutation FecG?, soit 75% des individus de cet échantillonnage.

Sur les 103 brebis, je disposai d’au moins un enregistrement de mise-bas pour 61 d’entre-
elles (taille de portée moyenne : 1,68). L'effet brut de la mutation sur la taille de portée est compris
entre +0,25 a +0,3 agneau par mise-bas par copie de l'allele (Tableau 15) pour cette population
expérimentale. Comme pour la population Santa Inés au Brésil, les brebis Black Belly homozygotes
FecGE/FecGE ont toutes des enregistrements de mise bas, confirmant que la mutation n’entraine
pas de stérilité. De facon a mieux estimer la fréquence et I'effet de FecGE dans une population
commerciale plus large, nous avons lancé une collaboration avec l'unité de recherches
zootechniques de I'[NRA Antilles-Guyane afin de prendre les contacts avec I'organisme de sélection
en charge de cette race. Par cette approche opportuniste tirant partie des données générées a
d’autres fins scientifiques, j’ai identifié pour la premiére fois une mutation connue de prolificité dans

GDF9 ségrégant dans une race francaise.
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Figure 50: Distribution de la taille de portée des brebis Noire du Velay non porteuses de la mutation Fecl'.

Tableau 16: Observations des tailles de portée chez des brebis Noire du Velay porteuses ou non de la mutation Fecl".

ego Fecl MBon AGXon PRon tpl tp2 tp3 tpd tp5 tpb tp7 tp8 tp9 tpl0  tpll  tpl2
32533600011 + 9 R 3.56 3 3 2 4 5 2 6 3 4
32995080071 +H 8 % 3.00 3 3 2 3 4 1 4 4
32561980007 +H 8 3 2.38 2 2 3 3 3 3 5 2 .
32513361004 + V] 30 250 1 2 2 3 3 2 3 2 2 3 4
32528370069 L 6 18 3.00 2 4 2 2 5 3 .
32561780069 L 1 % 218 3 3 3 2 1 2 1 3 3 1 2
32528330159 L 5 10 2.00 1 1 2 4 2

Surligné en rouge, les tailles de portées supérieurs ou égale a 3. MBon : nombre de mise bas sur cestrus naturel ; AGXon ; nombre
d’agneaux nés sur cestrus naturel ; PRon : Prolificité sur cestrus naturel.



Il. Approche globale sans a priori

A. Populations Noire du Velay et Blanche du Massif Central

A la suite de la découverte de la mutation FecL! dans la population Noire du Velay et au
génotypage de plus de 2700 brebis a ce locus, nous avons observé un grand nombre de brebis
hyperprolifiqgues non porteuses de cette mutation (20% avec une prolificité 22,00 pour une
moyenne a 1,58 ; Figure 50). Certaines présentent méme des performances équivalentes aux brebis
homozygotes pour Fecl' avec des tailles de portée réguliérement >3 (Tableau 16), qui laisserait
penser qu’'une seconde mutation de prolificité dans cette population puisse expliquer ces
phénotypes extrémes. Grace aux recherches précédentes, nous savons que dans une méme race il
est possible que plusieurs génes majeurs soient présents comme c’est le cas dans la race Lacaune
avec les mutations Fecl' et FecX' (Bodin et al., 2007; Drouilhet et al., 2013), ou bien dans la race

Belclare avec FecX® et FecG" (Hanrahan, 1991; 2004).
1) Analyse génétique génome complet

Comme indiqué précédemment, j'avais vérifié qu’aucune autre mutation de génes Fec
connue en France ne ségrégait en Noire du Velay, que ce soit par des tests de génotypage spécifique,
ou des séquencgages des parties codantes de BMP15 et GDF9 (Article 1; Chantepie et al., 2018).
N’ayant plus d’a priori, j'ai donc choisi de réaliser une approche tout génome par analyse
d’association (GWAS, PE 4) du phénotype prolifique et d’information de génotypages issus de la
puce Ovine SNP50K BeadChip d’lllumina. Pour cette étude, nous avons décidé de conduire une
analyse d’association de type cas/contréle comme celle réalisée avec succés au laboratoire pour la
découverte de la mutation FecX®" en race Grivette (Demars et al., 2013). Parmi les brebis Noire du
Velay, génotypées au locus FecL et non porteuses de Fecl!, j’ai sélectionné deux groupes de brebis
ayant au moins des enregistrements pour 5 mises-bas sur cestrus naturel afin d’assurer le phénotype
(moyenne de prolificité globale = 1,84 ; [1,00-3,50]). Le groupe « cas » comprenaient 40 brebis
hautement prolifiques avec une moyenne de prolificité de 2,47 alors que le groupe « contrdle »,
comprenait 40 brebis peu prolifiques avec une moyenne de prolificité de 1,23. Les 80 brebis ont été
génotypées pour les 54 241 SNP de la puce Ovine SNP50K. Les données ont été filtrées et analysées
avec le logiciel Plink (Chang et al., 2015) ce qui a permis de réduire le nombre de SNPs informatifs a
47 446 pour 79 animaux (1 brebis n’ayant pas passé les filtres de qualité). L’analyse statistique

d’association avec la prolificité, fait apparaitre un signal significatif au niveau du chromosome X.
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Figure 51: Résultat de I'analyse d'association pour la race Noire du Velay au niveau
génomique et chromosomique.

(A) Résultats d'association pangénomique pour la taille de la population de moutons NV. Le graphique
Manhattan montre la signalisation combinée (-log10 (valeur de p)) sur I'axe des ordonnées par rapport a la
position des SNP dans le génome ovin sur |'axe des abscisses et en ordre de numéro de chromosome
(assemblage OARv3.1). La ligne rouge représente le seuil de 5% du génome. (B) Résultats d'association a
I'échelle du chromosome OARX. La courbe montre I'association de signalisation combinée (-log10 (valeur de
p)) sur I'axe desy par rapport a la position des SNP sur le chromosome X sur I'axe des x (assemblage OARv3.1).
La ligne rouge représente le seuil de 5% du chromosome. La localisation du gene BMP15 est indiquée par une
pointe de fleche rouge.
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Figure 52: Reconstruction de I'haplotype causale au locus OARX.

80 marqueurs englobant la région d'intérét OARX (50,6 Mb-54,1 Mb) ont été sélectionnés pour construire

des haplotypes. Chaque colonne représente un SNP et chaque ligne représente un haplotype. Pour un

marqueur, (i) I'allele 1 est en noir dans les témoins ou en rouge dans les cas, (ii) I'alléle 2 est en blanc lorsque

été

la phase était non ambigué et (iii) la couleur grise représente le SNP non phase. Les haplotypes ont

ordonnés pour distinguer les témoins des cas et regroupés pour classer des clades similaires d'haplotypes. Le

ensemble du

la taille de portée au niveau de I'

éa

signe # indique que le SNP est significativement associ

BMP15 (50970938-50977454 bp).

énes
L'haplotype spécifique préférentiellement sélectionné chez les brebis trés prolifiques (cas) est symbolisé par

\

Le signe $ indique les SNPs flanquants aux g

7

génome.

le cadre de couleur cyan.



Figure 53:Région de localisation probable de la mutation sur le chromosome X ovin.

Capture d’écran de la région 50639087-54114793 pb du chromosome X ovin (OARV3.1, Ensembl.org) avec les
annotations correspondantes a des génes codant pour des protéines (rouge), des ARN non codants (violet) ou des
pseudogeénes (bleu).



Plus précisément, 26 marqueurs SNP sont associés au seuil de signification chromosomique et 6 au
seuil génomique (Figure 51).

Etonnement, ces marqueurs sont localisés a proximité du géne BMP15, qui semblaient
pourtant exclu comme géne candidat par rapport a mes analyses précédentes. Afin de mieux
caractériser ce locus, j'ai déterminé, pour chaque individu, I’haplotype le plus probable de 80
marqueurs du chromosome X (réparti sur 10 Mégabases, Mb) autour des 6 marqueurs associés au
seuil génomique. Les haplotypes ont été reconstruits avec le logiciel FastPhase (Scheet and
Stephens, 2006) et classés en fonction des alléles et du groupe d’appartenance des brebis « cas »
ou « controle » (Figure 52). Cette visualisation permet de repérer les recombinaisons qui cassent les
haplotypes de 80 marqueurs et de délimiter la région la plus probable de localisation de la mutation
causale en déséquilibre de liaison avec les marqueurs de cette région. Ainsi, j’ai pu identifier une
région de 3,5 Mb (entre les positions 50639087-54114793 pb du chromosome X, en référence a la
version OARv3.1 du génome ovin) et qui comporte le géne BMP15. A ce stade de I'étude, BMP15
était toujours le meilleur géne candidat pour expliquer le déterminisme génétique de la prolificité
chez les brebis Noire du Velay non porteuses de Fecl!, mais avec aucune mutation identifiée dans

sa séquence codante.
2) Caractérisation de la mutation FecX"

Afin d’identifier la mutation causale, les génomes complets de deux brebis homozygotes
pour I’haplotype réduit a la zone de 3,5Mb, une pour sa forme supposée référence/controle et
I'autre pour sa forme variante/cas ont été séquencés (lllumina HiSeq, PE 5). La recherche de
I’'ensemble des variants par rapport a la séquence de référence (OARV3.1) via I'outil GATK (DePristo
et al., 2011; Van der Auwera et al., 2013) a permis l'identification de 60 SNPs et de 90 petites
insertions/délétions (InDels) dans la région causale précédemment délimitée. Sur la base de
I'information d’annotation (Figure 53), un seul polymorphisme se trouve dans une séquence
traduite, il s’agit d’'un SNP dans le géne PRICKLE3 mais qui ne conduit pas un changement d’acide
aminé dans la protéine. Quatre-vingt-quatre autres polymorphismes sont situés dans des régions
annotées : amont des genes, exons, introns, accepteurs ou donneurs d’épissage et aval des genes.
Soixante-cinq polymorphismes se trouvent dans des régions intergéniques. Parmi les
polymorphismes des régions annotées, j'ai pu identifier un SNP (g.50977717T>A, OARX v3.1) situé
a 290pb en amont du codon initiateur de la traduction du géne BMP15, comme possible mutation
candidate. La localisation de ce SNP en amont de BMP15 explique le fait que je ne I'ai jamais détecté

dans les séquencages Sanger de BMP15 qui étaient ciblés sur les séquences codantes.
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Figure 54: Résultats d'un test de génotypage de FecX" par PCR-RFLP.

La PCR-RFLP spécifique pour génotype la mutation FecX" génére un fragment de 341 paires de base (pb). Le SNP c.
-290 T>A fait disparaitre le site de restriction de I’enzyme Msel. Le génotype sauvage +/+ se déduit en présence de
2 bandes de 190 pb et 90 pb . Le génotype homozygote mutant se déduit en présence d’'une bande de 280 pb. Une
brebis hétérozygote présente 3 bandes : 280 pb, 190 pb et 90 pb.

Tableau 17 : Répartition du SNP OARX:50977717T>A entre les groupes "cas" et les "contréle”

Groupe
n 37 3
« contrdle » peu prolifique Moyenne brute TP 1,22 1,39
n 5 28 6
« cas » hautement prolifique Moyenne brute TP 241 243 2,73

42 31 6

Total
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Figure 55: Résultat d'association a I'échelle du génome intégrant le SNP OARX:50977717 T>A.

Résultats d'association a I'échelle du chromosome OARX. La courbe montre |'association de signalisation combinée (-
log10 (valeur de p)) sur I'axe des y par rapport a la position des SNP sur le chromosome X sur I'axe des x (assemblage
OARv3.1). La ligne rouge représente le seuil de 5% du chromosome. La localisation du géne BMP15 est indiquée par une
pointe de fleche rouge. La ligne rouge représente le seuil de 5% du génome. Le SNP 50977717 T>A est représenté par
le point rouge.

Tableau 18: Résultats du génotypage FecX™ pour les races francaises a partir du panel de diversité.

Genotype

Breed Total +/+ N/+(N/Y)?
Belle lle 64 43 21
Berrichon du Cher 29 29

Blanche du Massif Central 31 27 4
Causse du Lot 32 32
Charmoise 31 31
Charollais 29 29

Corse 30 30

lle de France 28 28

Lacaune (meat) 42 40 2
Lacaune (dairy) 40 40
Limousine 30 30

Manech téte rousse 29 29

Martinik 22 22

Merinos d'Arles 26 26
Mourerous 26 26

Mouton Vendéen 30 30

Noire du Velay 28 26 2
Préalpes du sud 27 27

Rava 29 29

Romane 29 29
Romanov 26 26

Rouge de I'Ouest 28 28

Roussin 30 30

Suffolk 20 20
Tarasconnaise 32 32

Texel 21 21

TOTAL 725 717 8



J'ai développé un test de génotypage par PCR-RFLP (PE 3) afin de génotyper I'ensemble des
brebis du dispositif GWAS. L'allele A du SNP g.50977717T>A fait apparaitre un site de
reconnaissance de I’enzyme de restriction Msel (Figure 54). Parmi le groupe « Cas », 34 sur 39 sont
porteuses de la mutation (dont 6 homozygotes) et seulement 3 chez les brebis du
groupe « controle » (Tableau 17). La ségrégation des alleles de ce SNP est significativement
différente entre les deux groupes (P<0,001, test exact de Fisher) et la prolificité des brebis porteuses
de I'alléle A est significativement plus élevée que celle des non porteuses (T/T=1,36 vs. T/A=2,32 ou
A/A=2,73 ; P<0,001, ANOVA). De plus lorsque le SNP g.50977717T>A est rajouté a I'analyse GWAS,
celui-ci devient le marqueur le plus significativement associé au phénotype de prolificité (Figure 55).
Devant ce faisceau d’argument en faveur de la causalité de ce SNP comme mutation pour expliquer
le phénotype hyperprolifique des brebis Noire du Velay, 'alléle variant de ce SNP est appelé FecxV.

Dans le méme temps, venant de découvrir une nouvelle mutation, et a I'instar des mutations
FecBB, FecX®, FecG", FecX®" et Fecl' qui peuvent ségréger dans plusieurs populations ovines (Ben
Jemaa et al., 2018; Chantepie et al., 2018; Davis et al., 2002; Mullen et al., 2013), j’ai souhaité
analyser la présence de FecX" dans d’autres populations ovines. En premiére approche, j’ai utilisé
un ensemble de 725 échantillons disponibles au laboratoire constituant un « panel de diversité
génétique ovine » de 26 races (Rochus et al., 2018) et des échantillons de la race prolifique Belle-lle
(cf la Situation du sujet). Le génotypage PCR-RFLP de FecX" m’a permis d’observer la ségrégation de
la mutation, également en races, Blanche du Massif Central, Lacaune et Belle ile (Tableau 18). Je

traiterai les résultats en Lacaune et Belle-lle dans un paragraphe séparé.
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Tableau 19 : Fréquence et effet de FecXN sur la moyenne brute de prolificité en NV et en BMC.

Noire du Velay FecX Blanche du Massif Central
(n=2323) FecX (n=2456)
Génotype +/+ N+  N/N A N/N
Nombre d’animaux ~ 1839 450 34 1999 432 25
Fréquence (%) 792 194 15 81,3 17.6 1
Moyenne brute TP 166 193 245 156  1.79 1.87

TP : taille de portée

Figure 57: Effet estimé de FecX" en race Noire du Velay et Blanche du Massif Central

(A) Effet estimé de FecX” sachant le génotype au locus Fecl'en Noire du Velay. (B) Effet estimé de FecX" en fonction
de I'cestrus induit ou naturel en Blanche du Massif Central.

Figure 56: Localisation de FecXN dans la région en amont de BMP15.

Capture d’écran de la visualisation sous Integrative Genomics Viewer (IGV v2.4.10) des alignements de la région en
amont du gene BMP15 ovin (coordonnées de |'assemblage OAR v3.1) avec des lectures du séquencage de I’ADN du
génome complet (DNASeq) d’une brebis homozygote porteuse de FecX" (ligne verte) et de I’ARNm total le
séquencage d’ovocytes provenant de petits follicules antraux ovin (RNASeq, Bonnet et al. 2013), indiquant une
localisation possible de FecX" dans la région 5'UTR de BMP15.



3) Fréquence et effet de FecX" sur la prolificité

Afin d’estimer I'effet et la fréquence de la mutation FecX" dans la population Noire du Velay,
j’ai génotypé par PCR-RFLP une nouvelle fois la cohorte de brebis utilisées pour la premiere étude
(Article 1,Chantepie et al., 2018) et obtenu I'information pour 2323 brebis. Dans le méme temps, en
collaboration avec I'organisme de sélection de la race Blanche du Massif Central (ROM Sélection,
section BMC), j’ai organisé la collecte d’une cohorte d’agnelles de renouvellement pour avoir acces
a 2426 échantillons sanguins. Suite au génotypage, jai estimé la fréquence de l'alléle FecxV a
environ 10% dans les deux populations, correspondant a un peu moins 20% de brebis porteuses
hétérozygotes et 1% de brebis homozygotes fertiles (Tableau 19). La simple comparaison des
moyennes de prolificité entre les génotypes montre un effet significatif de FecX" sur 'augmentation
de prolificité dans les deux races (p<0,01), mais sans tenir compte de FecL' dans la population Noire
du Velay.

De facon a estimer plus précisément I'effet de FecX" en corrigeant pour différents effets
d’environnement et également pour la présence de Fecl’, en collaboration avec Loys Bodin (INRA
GENnPhySE), nous avons utilisé un modele linéaire mixte (précisions données dans I'article 2 en
suivant). L'analyse a pris en compte les performances enregistrées dans OVALL pour les femelles
nées apres 2000 avec leur pédigrée sur 5 générations (27754 brebis Noire du Velay avec 122110
enregistrements de mise-bas et 110848 brebis Blanche du Massif Central avec 461405
enregistrements de mise-bas) et les génotypes que j’ai généré au loci Fecl! et Fecx".

Ainsi corrigé, I'effet de FecX" sur la taille de portée apres cestrus naturel est estimé a +0,22
agneau par mise-bas en Noire du Velay a I'état hétérozygote. En comparaison, I'effet de Fecl! a
I’état hétérozygote est estimé a +0,41 agneau par mise-bas (Figure 57). Les mutations Fecl! et FecX"
ne semblent pas agir de fagon strictement additive puisque les brebis doubles hétérozygotes (n=80)
montrent une baisse significative de la prolificité estimée a -0,05 agneau par mise bas par rapport a
I'effet estimé cumulé des deux mutations (Figure 57 A). Dans la race Blanche du Massif Central,
I'utilisation de traitements hormonaux (eCG/PMSG) pour la synchronisation est trés répandue,
méme en monte naturelle. L'utilisation de la PMSG augmente la prolificité des brebis non porteuses
de FecX" de +0,23 agneau par mise bas. Cependant, I'effet de I'alléle FecX" est toujours de +0,18

agneau par mise bas que ce soit sur cestrus naturel ou aprées traitement par la PMSG (Figure 57 B).
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Figure 58: Résultat du Western Blot pour la protéine BMP15 mutante et sauvage
produite in vitro.
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Figure 59: Quantification de la protéine BMP15 produite in vitro.
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Figure 60: Effet fonctionnel de la mutation FecX” sur l'activité du promoteur BMP15

Dosage in vitro de la luciférase a partir de cellules CHO transfectées de maniere transitoire avec un vecteur vide ou
un promoteur BMP15 de type sauvage (BMP15*) ou un promoteur BMP15 mutant (BMP15N). Deux longueurs de
fragment ont été générées sous forme longue (Ig) de 732 pb (-743, -11 pb se rapportant au codon de départ ATG)
ou sous forme courte (sh) de 341 pb (-443, -102 pb). Les résultats sont exprimés en tant que moyenne * SEM de
I'unité de lumiere relative (RLU) de 6 expériences de transfection indépendantes en triple. L'astérisque indique une
différence significative *: p <0,05; **: p <0,01; ****: p <0,0001. MP: promoteur minimal de pGL4.23, Luc 2: géne
rapporteur de la luciférase, barre hachurée: promoteur BMP15, barre rouge, SNP: OARX: 50977717T> A



4) Caractérisation fonctionnelle du role de FecX" sur le géne BMP15

D’aprés I'ensemble de ces données, il apparaissait clair que I'alléle FecX" est associé a une
augmentation de la prolificité en races Noire du Velay et Blanche du Massif Central. La derniéere
partie de ce travail a consisté a définir, par des approches de biologie moléculaire, le réle du
polymorphisme g.5097717T>A sur le fonctionnement du géene BMP15. Comme indiqué
précédemment, la mutation FecX" est localisée 290pb en amont du site d’initiation de la traduction
de BMP15 (le A du codon ATG étant pris comme référence +1 de la numérotation). N’ayant pas
d’indication d’annotation d’une région non traduite 5’UTR, pour le gene BMP15 ovin sur le génome
de référence (OARv3.1), j’ai tiré parti des données publiques de séquences d’ARN d’ovocytes ovin
(RNASeq Illumina,Bonnet et al.,, 2013). Aprés alignement de ces séquences sur le génome de

référence ovin grace a linterface bioinformatique Galaxy (https://galaxyproject.org sur la

plateforme bio-informatique de Toulouse Midi-Pyrénées http://sigenae-

workbench.toulouse.inra.fr) et I'outil d’alignement STAR2, j’ai pu visualiser que la mutation Fecx"

pouvait faire partie de la région 5‘'UTR de ’ARNm de BMP15 (Figure 56).

En tenant compte de cette information, j’ai testé I'impact potentiel de FecX" sur I'efficacité
de la transcription et de la traduction in vitro des ARNm de BMP15 (PE 6). Apres transfert et
révélation de BMP15 (Figure 58) et la quantification du signal indiquent que Ila
transcription/traduction in vitro de BMP15 ovin n’est pas altérée par la présence de la mutation

FecX" dans la partie 5’UTR (Figure 59).

La seconde hypothése que j’ai testée concerne une possible altération par FecX" de I'activité
promotrice du gene BMP15. Pour cela, j'ai cloné deux fragments de la partie promotrice supposée
du géne BMP15 ovin (entre -743 et -11pb, et entre -443 et -102pb) en amont du géne rapporteur
de la luciférase (PE 7). Apres transfection transitoire dans des cellules ovariennes de hamster (CHO),
j’ai pu montrer que la mutation FecX" diminue significativement I'activité promotrice de ces deux
fragments (P<0,05, ANOVA ; Figure 60).

Cette observation m’a conduit a penser que FecX" pourrait avoir un effet inhibiteur de
I'expression de BMP15 dans les ovocytes des brebis porteuses en lien avec leur hyperprolificité.
Pour tenter de répondre a cette question, suite aux génotypages que j'ai réalisés dans les
populations Noire du Velay et Blanche du Massif Central, nous avons fait I'acquisition de 5 brebis
homozygotes FecXV/FecX" et 5 brebis homozygotes FecX*/FecX* auprés d’éleveurs qui ont bien

voulu nous les vendre. A partir des ovaires isolés a 'abattage dans la phase folliculaire du cycle
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Figure 61: Effet de la mutation FecX" sur l'expression de BMP15 et de GDF9 dans
l'ovocyte ovin.



cestrien, j’ai collecté les ovocytes a partir des follicules en croissance de 1 a 3mm de diamétre (PE
9).

A partir de I'extraction d’ARN totaux issus de deux groupes de 5 ovocytes par brebis, j’ai
réalisé des RT-qPCR pour quantifier I'accumulation des ARNm des genes BMP15 et GDF9. Si
I’expression ovocytaire de GDF9 ne semble pas affectée par la présence de FecXV, j’ai pu observer
une diminution de 2 fois de I'accumulation in vivo des ARNm de BMP15 dans les ovocytes des brebis
FecX"/FecX" (Figure 61). Cependant, ’analyse statistique ne montre qu’une tendance pour cet effet
du génotype (p<0,17 ; ANOVA), certainement lié a un fort effet race dans I"’échantillonnage (6 Noire

du Velay et 4 Blanche du Massif Central).

En conclusion, la stratégie de recherche de mutation a effet majeur alliant les approches
d’association génétique au niveau du génome complet, de séquencage complet de génome et de
biologie fonctionnelle, a permis au cours de ce travail de mettre en évidence FecX" la premiére
mutation régulatrice de I'expression de BMP15 affectant la prolificité. L'ensemble de ce travail fait

I'objet de I'article 2 ci-apres, soumis pour publication dans Plos Genetics.

5) Article Il — Genome-wide identification of a regulatory mutation in BMP15

controlling prolificacy in sheep, soumis
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Genome-wide identification of a regulatory mutation in BMP15

controlling prolificacy in sheep

L. Chantepie, L. Bodin, J. Sarry, F. Woloszyn, F. Plisson-Petit, J. Ruesche, L. Drouilhet
and S. Fabre

GenPhySE, Université de Toulouse, INRA, ENVT, Castanet Tolosan, France

Abstract

The search for the genetic determinism of prolificacy variability in sheep has evidenced
several major mutations in genes playing a crucial role in the control of ovulation rate.
In the Noire du Velay (NV) sheep population, a recent genetic study has evidenced the
segregation of such a mutation named FecLt. However, based on litter size (LS)
records of FecLL non-carrier ewes, the segregation of a second prolificacy major
mutation was suspected in this population. In order to identify this mutation, we have
combined case/control genome-wide association study with ovine 50k SNP chip
genotyping, whole genome sequencing and functional analyses. A new single
nucleotide polymorphism (OARX:50977717T>A, NC_019484) located on the X
chromosome upstream of the BMP15 gene was evidenced highly associated with the
prolificacy variability (P =1.93E""). The variant allele was called FecX" and shown to
segregate also in the Blanche du Massif Central (BMC) sheep population. In both NV
and BMC, the FecXN allele frequency was estimated close to 0.10, and its effect on LS
was estimated at +0.20 lamb per lambing at heterozygous state. Homozygous FecXV
carrier ewes were fertile with increased prolificacy in contrast to numerous mutations
affecting BMP15. At the molecular level, FecXV was shown to decrease BMP15
promoter activity and to impact BMP15 expression in oocyte. This regulatory action
was proposed as the causal mechanism for the FecXN mutation to control ovulation
rate and prolificacy in sheep.

Author Summary

In the genetic etiology of women infertility syndromes, a focus was done on the oocyte-
expressed BMP15 and GDF9 genes harboring several mutations associated with
ovarian dysfunctions. In sheep also, mutations in these two genes are known to affect
the ovarian function, increasing ovulation rate and litter size constituting the prolificacy
trait genetically selected in this species. Through a genome-wide association study
with the prolificacy phenotype conducted in the French Noire du Velay sheep breed,
we identified on the X chromosome a novel mutation located in the regulatory region
upstream of the BMP15 gene. This mutation increased litter size by +0.2 lamb per
lambing at the heterozygous state, possibly through an inhibition of BMP15 expression
within the oocyte. Our findings suggest a novel kind of BMP15 variant responsible for
high prolificacy, in contrast to all other BMP15 variants described so far in the coding
sequence.



Introduction

There is now an accumulation of evidence that
oocyte plays a central role in controlling the ovarian
folliculogenesis, from the early stages up to
ovulation. Among the local factors produced by the
oocyte itself, members of the bone morphogenetic
protein/growth and differentiation factor (BMP/GDF)
family play an integral role in this control [1]. Among
them, the most important are surely BMP15 and
GDF9. Knock-out mice models gave the first
evidence of the importance of these two oocyte-
derived factors acting individually as homodimers
and/or through a synergistic co-operation to control
the ovarian function [2,3].

In human also, a focus was done on BMP15 and
GDF9 about their implication in various ovarian
dysfunctions. Indeed, numerous heterozygous
missense mutations have been identified in both
genes associated with primary or secondary
amenorrhea in different cohorts of women affected
by primary ovarian insufficiency (POI) all over the
world. Particularly, the 10-fold higher prevalence of
BMP15 variants among patients with POl compared
with the control population supports the causative
role of these mutations [1]. Alteration of BMP15 and
GDF9 were also searched in association with the
polycystic ovary syndrome (PCOS). Here again
several missense variants were discovered in both
genes, but the pathogenic role of these mutations
remains controversial in the etiology of this
syndrome. However, several studies have reported
an aberrant expression of BMP15 and GDF9 in the
ovary of PCOS [4,5]. Interestingly, some BMP15
polymorphisms situated in the 5’UTR are significantly
associated with the over response to recombinant
FSH applied during assisted reproductive treatment
and with the risk to develop an ovarian
hyperstimulation syndrome (OHSS)[6,7]. Finally,
polymorphisms in BMP15 and GDF9 genes were
also searched in association with dizygotic twinning
in human. If no convincing results were obtained for
BMP15, some lost-of-function variants of GDF9 were
observed significantly more frequently in mothers of
twins compared to the control population [8,9].

In parallel, the search for the genetic determinism of
ovulation rate and prolificacy variability in sheep has
also highlighted the crucial role of BMP15 and GDF9
by evidencing numerous independent loss-of-
function mutations all altering the coding sequence
of these two genes [1,10]. Depending on the
mutation and its hetero- or homozygous state, the
phenotype controlled by these mutations in BMP15
and GDF9 goes from the early blockade of the
folliculogenesis, and subsequent sterility, to an
extraordinary increase of the ovulation rate (OR) and
thus litter size (LS) of carrier ewes [11-14]. Thus,
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sheep exhibiting an extremely high prolificacy are of
great interest for identifying genes and mutations
involved in molecular pathways controlling the
ovarian function. These animal models have a
double interest, in agriculture for the genetic
improvement of the prolificacy, and in human clinic
for providing valuable candidate genes in the genetic
determinism of female infertility or subfertility, as
described above.

The Noire du Velay (NV) population is a French local
sheep breed mainly reared in the Haute-Loire and
Loire departments. Ewes present naturally out-of-
season breeding ability, very good maternal
characteristics and a quite high prolificacy (mean
LS=1.62 lamb per lambing). Large variation in LS has
been observed in this breed and a recent genetic
study has evidenced the segregation of an
autosomal mutation named FecL" controlling this trait
[18]. This variant located in the intron 7 of the
B4GALNT2 gene and associated with its ectopic
ovarian expression, was originally discovered in the
Lacaune meat sheep breed, increasing OR and
prolificacy [16]. For the segregation study, more than
2700 NV ewes with LS records were genotyped at
the FecL locus [15]. Surprisingly, the distribution of
LS and the existence of high prolific ewes among the
Fecl" non-carrriers have suggested the possible
segregation of a second prolificacy major mutation in
this population as already observed in the Lacaune
breed carrying both FecL' and FecX" [16,17]. In
order to validate this hypothesis, after specific
genotyping excluding all other known mutations
affecting OR and LS and segregating in French
sheep populations, we have performed a genome-
wide association study (GWAS) based on a
case/control design. Completed by the whole
genome sequencing of two finely chosen animals, we
have identified a new regulatory variant called FecX"
affecting the oocyte-dependent expression of
BMP15 in association with increased prolificacy in
Noire du Velay and one other French sheep breed.

Results
Genetic association analyses

A first set of genomic DNA from 30 NV ewes without
the FecL" prolific allele at the B4GALNT2 locus (LS
records ranging from 2.00 to 3.00) was genotyped for
already known mutations affecting sheep prolificacy
at the 3 other loci, BMPR1B, GDF9 and BMP15.
Using specific RFLP assay (BMPR1B, [18]) or
Sanger sequencing of coding parts (GDF9 and
BMP15, [19]), none of the known mutations were
evidenced (data not shown). Thus, to establish the
genetic determinism of the remaining LS variation in
this population, 80 ewes were genotyped by lllumina
Ovine SNP50 Genotyping Beadchip. The allele
frequencies of the most highly prolific ewes (cases,






n=40, mean LS=2.47) and lowly prolific ewes
(controls, n=40, mean LS=1.23) were compared to
identify loci associated with LS using GWAS
according to the procedures described in the
Materials and Methods. Finally, genotype data were
obtained from 79 animals (39 cases, 40 controls). Six
markers located on OARX were significantly
associated with LS variation at the genome-wide
level after Bonferroni correction (Fig 1A, Table 1).
Importantly, at the chromosome-wide level, a cluster
of 26 significant markers encompassed the location
of the BMP15 candidate gene (Fig 1B). In order to
better characterize this locus on the X chromosome,
we have determined for each individual the most
likely linkage phase across 80 markers (10Mb)
including the significant region. After haplotype
clusterization, a specific segment of 3.5 Mb
(50639087-54114793 bp, OARv3.1 genome
assembly) was identified to be more frequent in
highly prolific cases than in controls (fcases= 0.51 vs.
feontrots=0.37, P= 1.92E", Chi-square test) (Fig 2).
This identified segment contained the BMP15 gene
(50970938-50977454 bp, OARV3.1) well-known to
play a crucial role in the ovarian function and to be a
target of numerous mutations in its coding region
controlling prolificacy [1].

Characterization of the mutation

While the BMP15 gene could be considered as a
positional and functional candidate gene, no
mutation was evidenced by Sanger sequencing of
the BMP15 coding regions of the most prolific ewes
studied. In order to find the potential causal mutation,
we sequenced the whole genome of two finely
chosen ewes based on the shortest haplotype within
the region (homozygous reference vs. homozygous
variant) and their opposite extreme phenotypes (LS
1.1 vs. 2.8).

Variant search analysis and annotations through
GATK toolkit was limited to the OARX: 50639087-
54114793 region. We detected 60 SNPs and 90
small insertions and deletions (INDELs) with quality
score >30 (Table S1). Among them, we particularly
focused on the 85 variants located within annotated
genes (upstream, exon, intron, splice acceptor or
donor, and downstream localization). After filtering
these 85 variants for allele sharing with other breeds
based on SheepGenome DB
(http://sheepgenomesdb.org/) and 68 publicly
available domestic sheep genomes (International
Sheep Genomics Consortium;
http://www.sheephapmap.org/), none of them were
removed, all being NV breed specific. Finally, and
based on prolificacy gene knowledge, we were
particularly interested in one SNP (T>A) identified in
the upstream region of the BMP15 gene at position
50977717 on OARX v3.1. We then developed a
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RFLP assay to specifically genotype for this
polymorphism. Among the 79 animals of the GWAS,
31 ewes were heterozygous and 6 homozygous for
the A variant allele. As shown in Table 2, most of the
A carrier ewes were in the highly prolific Case group
(34 among 39), while only 3 set in the Control group.
When associating the LS performance of the 79
ewes to their genotype at the OARX: 50977717T>A
SNP, the A non-carriers exhibited a mean LS of 1.36,
heterozygous T/A a mean LS of 232 and
homozygous A/A a mean LS of 2.73 indicating that
the A allele of this polymorphism was strongly
associated with increased LS in NV (T/A or A/A vs.
T/T, P<1E?3, one-way ANOVA). Furthermore, this
polymorphism appears in total linkage disequilibrium
with the six more significant markers from the GWAS
analysis (Fig 3).

Genotype information at the OARX: 50977717T>A
locus was introduced in the GWAS analysis. This
SNP appeared as the most significant marker
associated to the prolificacy ~ phenotype
(Punadjusted=1-g3E-11, Pchromosome-wide corrected=1-62E-14
and Pgenome-wide corrected =9.13E-07) suggesting that it
could be the causal mutation (Fig S1). In accordance
with the Fec gene nomenclature, the mutant allele
identified upstream of the BMP15 gene in NV sheep
was named FecX".

As described for other prolific alleles such as FecB?,
FecX®, FecG", FecX® and FeclL', a given mutation
can segregate in several sheep populations [15,20—
22]. We have tested the FecX" allele presence in a
diversity of 26 sheep breeds representing 725
animals [23]. Among the breeds tested, the FecX"
genotyping has confirmed the segregation of this
mutation in NV breed and revealed its presence in
the Blanche du Massif Central (BMC) and Lacaune
breeds (Table 3). Additionally, the FecX" variant was
absent from the Ensembl variant database
(http://www.ensembl.org) compiling information from
i) dbSNP, ii) whole genome sequencing information
from the NextGen project (180 animals from various
Iranian and Moroccan breeds) and iii) the
International Sheep Genome Consortium (551
animals from 39 breeds all over the world).

Table 2. Distribution of OARX: 50977717T>A

SNP genotypes and associated LS in case and

Group TT TA AA
n= 37 3

Low prolific control

Raw mean LS [122 139
Highly prolific case n= 5 28 6

Rawmean LS |241 243 273
Total 42 31 6












Functional effects of the FecX" mutation

As described above, FecX" is located upstream of
the coding region of the BMP15 gene when
referencing to the ovine genome v3.1 (ensembl.org)
or v4.0 (ncbi.nim.nih.gov). In both versions of the
ovine genome, the BMP15 gene annotation begins
at the ATG start site and FecX" is located -290pb
upstream, possibly in the 5’UTR and/or the proximal
promoter region. As a first approach, we took
advantage of RNA sequencing data from ovine
oocytes publicly available at EMBL-EBI [24]. After
reads mapping against the ovine genome (v3.1)
using STAR2 aligner within the Galaxy pipeline and
visualization with Integrative Genome Viewer (IGV),
the Fig 5 shows the location of FecX" within the
possible 5’UTR of the BMP15 gene when expressed
in the oocyte. Consequently, we have first tested the
potential functional impact of FecX" on the in vitro
stability and translatability of the BMP15 mRNA.
Thus, the reference (T, FecX*) and variant (A, FecX™)
forms of the ovine BMP15 cDNA (-297, +1183
referring to ATG start codon) were cloned in a pGEM-
T vector for subsequent in vitro T7 promoter-
dependent transcription/translation experiment using
reticulocyte lysate solution. As shown in Fig 6, the
western blotting of the BMP15 proteins produced
from both forms and their chemiluminescent
quantification revealed that the FecX" mutation had
no significant impact on the overall stability and
translatability of the BMP15 mRNA in this condition.

As a second hypothesis, we have tested the FecX"
impact on the BMP15 promoter activity. Two
promoter regions were tested ([-743,-11] bp and [-
443,-102] bp referring to ATG start codon) cloned in
front of the luciferase reporter gene and transiently
expressed in CHO cells cultured in vitro. As shown
by the luciferase assays (Fig 7), the FecX" variant
was able to significantly reduce the luciferase activity
in the context of both the long or the short BMP15
promoters, indicating the possible inhibitory impact of
FecX™ on BMP15 gene expression. To go further with
this hypothesis, in vivo BMP15 gene expression was
measured directly on isolated oocytes pools from NV
and BMC homozygous ewe carriers and non-carriers
of the FecX" allele. Real-time qPCR experiments
revealed a tendency of the BMP15 expression to be
decreased by 2-fold (P=0.17, genotype effect, two-
way ANOVA) in the oocytes of FecX" carriers despite
a large inter-animal variability. In contrast, the
expression of the second oocyte-specific prolificacy
major gene GDF9 seemed unaffected (Fig 8).

Discussion

The present study identified the g.50977717T>A
variant on the ovine chromosome X upstream of the
BMP15 gene as the most likely causative mutation
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Figure 8. Effect of FecX" mutation on BMP15 and GDF9
expression in ovine oocyte. Quantitative real-time PCR results
of BMP15 (A) and GDF9 (B) expression in oocyte pools from
growing (1-3mm) follicles (n=20 pools of 5 oocytes) from
homozygous FecX" carrier (N/N, n=5) and non-carrier ewes (+/+,
n=5) during the follicular phase of the estrus cycle. Results are
expressed as means + SEM of the mRNA relative level for each
genotype, using GAPDH and SDHA as internal references. Raw
data were analyzed by two-way ANOVA. Dollar symbol indicates
a suggestive difference between genotypes, $: p=0.166.

for the increased prolificacy of the NV ewes. The
highly significant genetic association with the
extreme LS phenotype, the significant effect of the A
variant on increasing prolificacy by +0.2 lamb per
lambing in a large set of NV ewes, also found in the
BMC genetic background, and the demonstrated
action on BMP15 transcriptional activity all support
the causality of this mutation named FecX™.

The BMP15 gene is at the top of the list of candidate
genes controlling the ovarian function, ovulation rate
and thus prolificacy in the ovine species, with nine
independent causal mutations identified out of the
sixteen already known. Indeed, 7 SNPs and 2 small
INDELs all within the open reading frame were
evidenced affecting the BMP15 function. Among
these mutations, 2 SNPs and the 2 INDELS impaired
the protein production either by generating
premature stop codon (FecX" ; FecX®, [11,12]) or by
breaking the reading frame (FecX® ; FecX®,
[25,26]). The 5 other SNPs generate non-
conservative amino acid substitutions all leading to a
loss of function of BMP15 ranging from inhibited
protein production (FecXt, [17]), impaired interaction
with GDF9 (FecX' and FecX?, [27]), to altered cell
signalling activity (FecX® and FecX®, [14]). In
contrast with the 9 mutations described above, the
FecX" variant evidenced in the present study is not
located in the open reading frame of BMP15 and
does not alter the protein sequence. However, no
other polymorphism genetically linked to FecX" was
found in the BMP15 coding sequence when checked
by whole genome or local Sanger sequencing of the
BMP15 gene from FecX" carrier animals. Of course,
this does not rule out the possibilty of a
polymorphism lying in another gene nearby with a
still unknown role in the ovarian function and



prolificacy. Nevertheless, we did not find any
polymorphism (SNP and INDEL) altering the coding
sequence of genes annotated in the significantly LS-
associated genetic region of 3.5Mb on OARX (Table
S1), leaving BMP15 as the most obvious candidate.

Whatever the version of the ovine reference genome
(Oar_v3.1, Oar_v40 or even the Ilast
Oar_rambouillet_v1.0) the annotation of the BMP15
gene always starts at the ATG initiating codon. Using
publicly available transcriptome data from ovine
oocytes RNAseq analysis, we were able to show that
FecX" located 290bp upstream of BMP15 could
stand in its 5’UTR region. From our in vitro functional
analyses, FecX" was not demonstrated to influence
the translatability of the BMP15 mRNA, but in the
contrary it was shown to decrease the BMP15
promoter activity. Little is known about transcription
factors able to regulate BMP15 expression. Several
regulatory elements were evidenced in the pig
BMP15 promoter hosting consensus binding sites for
LHX8, NOBOX and PITX1 transcription factors.
However, only LHX8 was demonstrated as
functionally activating the porcine BMP15 promoter
activity [28]. In human, a regulatory mutation in the
5'UTR of BMP15 (c.-9C>G) was associated to non-
syndromic premature ovarian failure [29], but also to
iatrogenic ovarian hyperstimulation syndrome [6].
This mutation was shown to enhance the fixation of
the PITX1 factor transactivating the BMP15 promoter
[30]. However, the FecX" position does not fit with
the syntenic location of porcine LHX8 and human
PITX1 binding sites on the ovine BMP15 promoter.
Using the Matlnspector promoter analysis tool
(Genomatix), we were only able to hypothesize an
alteration by FecX" of a putative TATA-box like
sequence (TTAAATA >TTATATA). Unfortunately,
our electromobility shift assay attempts using CHO
nuclear extracts failed to demonstrate the binding of
any factor at the FecX" position (data not shown),
preventing us from defining the precise molecular
mechanism by which FecX" decreases the BMP15
promoter activity.

The inhibition of the promoter activity combined with
the apparent decreased of BMP15 mRNA
accumulation in homozygous FecX"/FecX" oocytes
seem to confirm the transcriptional regulatory role of
FecX". However, the moment we have chosen
during the follicular phase of the late folliculogenesis
for the comparative analysis between FecX® and
FecX" oocytes from antral follicles could not be
optimal to visualize a highly significant differential
expression of BMP15. The BMP15 gene expression
in ovine oocytes begins during the primary stage of
follicular development and its expression increases
up to the antral stages [31,32]. Moreover, the streak
ovaries phenotype of infertle ewes carrying
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homozygous mutations in BMP15 have evidenced its
crucial role in controlling the primary to secondary
follicle transition [11,17,26]. Consequently, it would
certainly be appropriate to follow the BMP15
expression in FecX" carrier ewes from these early
stages of folliculogenesis to better decipher the
mutation impact on  ovarian physiology.
Nevertheless, the fact that FecX" inhibits the BMP15
gene expression fits well with the physiological and
molecular models associating BMP system loss-of-
function and increased sheep prolificacy [14,33].

One copy of FecX" allele significantly increased by
+0.30 to +0.50 the raw mean LS of NV ewes. When
corrected for different environmental effects and
more particularly for the genotype at the FecL locus,
the estimated effect of FecX" on LS was +0.22 lamb
per lambing for the first copy and +0.43 for the
second copy. This effect was in the range of already
known prolific alleles in various sheep breeds
(Jansson, 2014 [34]). The effect of FecX" on LS
seems independent of the genetic background.
Indeed, the estimated positive effect of FecX" on
prolificacy was confirmed in BMC breed with +0.18
lamb per lambing based on natural estrus. Moreover,
the same robust effect was observed even in the
presence of PMSG for synchronizing the estrus
cycles preceding the lambing. The same observation
is made for other mutations controlling sheep
prolificacy. For instance, the FecL" allele exhibited a
similar effect on LS in NV (+0.41, present study;
+0.42 [15]), Lacaune (+0.47 [35]) and D’man (+0.30
[22]), and this was also observed for the FecBP allele
introgressed in several populations [36].

By genotyping a diversity panel, we also evidenced
the presence of 2 FecX" carrier animals in the
Lacaune meat strain which will require further
genotyping of numerous animals. If this is confirmed,
the Lacaune meat breed will be another population,
as Belclare, where 3 different natural prolific
mutations are [12,16,17]. The presence of FecL" in
both NV and Lacaune, and the presence of FecX" in
NV, BMC and Lacaune, also raises the question of
the origin of these mutations. From population
structure analysis, it was shown that NV, BMC and
Lacaune shared the same origin within the European
southern sheep populations that may explain the
segregation of the same mutations in these
populations [23].

In conclusion, through a case/control GWAS strategy
and genome sequencing, we have identified in the
NV breed a second prolific mutation named FecX"
affecting the expression of the BMP15 gene, a well-
known candidate gene controlling OR and LS in
sheep. This work confirms the relevance of the whole
genome approaches to decipher the genetic
determinism of the prolificacy trait. Homozygous



FecX"IFecX" animals were still hyperprolific as
already observed for FecX® and FecX® but in
contrast with sterile animals observed for the 7 other
FecX homozygous variants in BMP15. As an
upstream regulatory mutation, FecX" also contrasts
with these 9 other prolific causal mutations all
evidenced in the coding part of BMP15 and altering
the protein function. Thanks to this new sheep model,
the genetic etiology of ovarian pathologies in women
could be improved by searching polymorphisms, not
only in the coding region, but also in the regulatory
parts driving the BMP15 expression within the
oocyte.

Materials and Methods
Animals

Ewes from the NV breed (n=2266) were genotyped
on blood DNA at the FecL locus as already described
[15]. In order to test the hypothesis of the segregation
of a second major mutation controlling LS in this
breed, a first set of 80 ewes with at least 5 LS records
(mean LS=1.84; ranging from 1.00 to 3.50) were
selected among the FecL®™ homozygous genotype
(n=2151, mean LS=1.58). Subsequently, for NV
breed, the effect of the FecX" mutation on LS was
estimated on 2252 ewes, considering the genotype
at the FecL locus. The presence of the FecX"
mutation in other breeds was checked on a diversity
panel of 725 animals from 26 French sheep breeds
([23]; Table 3). For the BMC population, the effect of
the FecX" mutation on LS was estimated on 2456
ewes. For gene expression analysis, 10 homozygous
ewes at the FecX" locus (5 carriers and 5 non-
carriers of the N allele) were bought from private
breeders (6 NV and 4 BMC) and reared at INRA
experimental facility (agreement number:
D3142901). All experimental procedures were
approved (approval number 01171.02) by the French
Ministry of Teaching and Scientific Research and
local ethical committee C2EA-115 (Science and
Animal Health) in accordance with the European
Union Directive 2010/63/EU on the protection of
animals used for scientific purposes.

Biological samples

All blood sampling from the numerous sheep breeds
studied were collected from jugular vein (5 ml per
animal) by Venoject system with EDTA and directly
stored at -20°C for further use. Part of these blood
samples (GWAS and diversity panel) was used for
extraction of genomic DNA as described [17]. All
other samples were used for direct genotyping on
whole blood without DNA purification [15].

For ovary collection and oocyte isolation, the estrus
cycles of all adult NV and BMC ewes were
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synchronized with intravaginal sponges impregnated
with flugestone acetate (FGA, 30 mg, CEVA) for 14
days. Ovaries were collected at slaughtering during
the follicular phase 36h after FGA sponge removal.
Cumulus-oocyte complexes (COC) were
immediately recovered from all visible 1-3mm
follicles by aspiration using a 1ml syringe with a 26G
needle and placed in McCoy’s 5A culture medium
(Sigma-Aldrich). CcOoC were mechanically
dissociated by several pipetting and washing cycles
in 150ul drops of McCoy’s 5A medium and finally,
denuded oocytes devoid of granulosa cells were
recovered in 1X PBS. Only intact oocytes with a good
homogeneity of the cytoplasm were grouped to
obtain two to three pools of 5 oocytes per animal and
stored at -80°C before RNA extraction.

Genotyping analyses

The Fecl! mutation (OAR11:36938224T>A,
NC_019468) was genotyped directly on whole blood
samples by the KAPA-KASP assay as already
described [15]. As a prerequisite before GWAS, a set
of 30 high prolific FecL*/FecL" ewes were controlled
for the absence of other evidenced major mutations
affecting sheep prolificacy in French populations.
Using the same KAPA-KASP assay, FecX: and
FecX® alleles in BMP15 were genotyped as
described [15]. FecB® in the exon 7 of the BMPR1B
gene (OARG6:29382188A>G, NC_019463.1) was
genotyped using forced restriction fragment length
polymorphism (RFLP) as described by Wilson et al.
(2001)[18].

The whole genome genotyping was performed on 80
ovine genomic DNA wusing the OvineSNP50
Genotyping Beadchip from lllumina according to the
manufacturer’'s  protocol at the Laboratoire
d’Analyses Geénétiques pour les Espéeces Animales,
(LABOGENA, Jouy en Josas, France;
www.labogena.fr). From the dataset, individuals with
a call rate <0.98 were excluded. SNP exclusion
thresholds were: call frequency <0.95, and minor
allele frequency (MAF) <0.01; or a significant
deviation from Hardy-Weinberg equilibrium (HWE) in
the controls (p<1.10®). Non-polymorphic SNP
positions and markers with no position on the
OARv3.1 reference genome map were also
discarded. Finally, from the available design of 54241
SNPs available on the Illlumina OvineSNP50
Beadchip and 80 selected NV ewes, the final dataset
was reduced to 47446 SNPs analyzed in 79
individuals.

The FecX" mutation (OARX: 50977717T>A,
NC_019484) was genotyped by a RFLP analysis
using the Mse1 restriction enzyme (New England
Biolabs) after a first step of Terra PCR Direct
Polymerase Mix amplification (Takara) using one pl



sample of total blood. The accuracy of the FecX"
RFLP genotyping was controlled by Sanger
sequencing on few samples using the same
amplification primers.

PCR amplifications were conducted independently
for each locus studied on an ABI2400 thermocycler
(Applied Biosystems) with the following conditions:
5min at 94°C, 32 cycles of 30s at the specific melting
temperature, 30s at 72 °C and 30s at 94 °C, followed
by 5 min at 72 °C. The primers used in this study are
listed in Table S2.

Whole genome sequencing (WGS) analysis

DNA sequencing libraries were constructed from 1
pg of genomic DNA using TruSeq DNA PCR-free
Library Prep kit (lllumina). Sequencing was run on an
lllumina HiSeq 2500 apparatus using a paired-end
read length of 2x150 pb with the lllumina Reagent
Kits as already described [37]. WGS was performed
at the Genotoul-GeT core facility (INRA Toulouse,
https://get.genotoul.fr). The raw reads of lllumina
DNA sequencing were preprocessed by removing
adapter sequences. After quality control, the FastQ
files and metadata were submitted to the Sequence
Read Archive (SRA) at NCBI (SUB2795301). Reads
mapping and variants calling were performed using
the local instance of Galaxy
(https://galaxyproject.org) at the Toulouse Midi-
Pyrénées bioinformatics platform (http://sigenae-
workbench.toulouse.inra.fr). The cleaned paired
reads were combined and mapped against the ovine
genome assembly (Oar_v3.1.86) using BWA-MEM
(Galaxy version 0.7.17.1). The resulting BAM files
were sorted using Samtools_sort (Galaxy version
1.0.0). Sorted and indexed BAM files were visualized
through Integrative Genome Viewer, IGV software
version 2.4.10 [38]. A GFF3 annotation file was
obtained from Ensembl (Ovis_aries.Oar_V3.1.78).
We applied GATK version 3.5-0 to performed SNP
and InDel discovery and genotyping across the two
samples simultaneously using standard filtering
parameters according to GATK Best Practices
recommendations [39,40]. Variants effect and
annotation were realized by SNPEff version 4.1 and
filtering of interesting variants was performed using
the SNPSift tool.

In vitro transcription and translation of BMP15

The full-length cDNA of ovine BMP15 (1480bp [-
297,+1183] referring to ATG start codon) with or
without the FecX" mutation was generated from
oocyte-derived RNA after a reverse transcription
(RT) step (described in RNA extraction and RT
paragraph, primers are listed in Table S2). The
resulting PCR products were inserted by TA cloning
into pGEM-T Easy plasmid (Promega) possessing

11

T7 and SP6 promoters. The orientation of insertion
and exclusion of unexpected PCR-induced
mutations were controlled by Sanger sequencing.

In vitro transcription and translation were realized
from 500ng of cDNA pGEM-T construct using the
TnT T7 Quick Coupled Transcription/Translation kit
(Promega) and Transcend Biotin-Lysine-tRNA
following the manufacturer protocol. Reactions for
each construct were run in duplicate in 6 independent
TnT experiments. The resulting BMP15 protein was
revealed using  Transcend non-radioactive
translation detection system with chemiluminescent
method (Promega) after reducing SDS-PAGE on a
gradient (4-15%) polyacrylamide gel (Promega) and
transfer onto nitrocellulose membrane.
Chemiluminescent signal was capture by a
ChemiDoc MP imaging system and images were
analyzed with the Image Lab Software (Bio-Rad).

BMP15 promoter activity

The promoter sequence of the ovine BMP15 gene
was amplified by PCR on genomic DNA from both
homozygous FecX* and homozygous FecX" ewes.
Two sizes of fragments were generated for cloning
the BMP15 promoter in front of the luciferase (Luc)
reporter gene, a long (Ig) form of 732 bp ([-743,-11]
bp referring to ATG start codon) and a short (sh) form
of 341bp ([-443,-102] bp). The PCR products were
engineered for digestion using Kpn1 and Hind3
restriction enzymes (New England Biolabs) and
inserted into the pGL4.23 vector (Promega). The four
resulting constructs (IgBMP15*-Luc; IgBMP15N-Luc;
shBMP15*-Luc; shBMP15N-Luc) were controlled by
Sanger sequencing. Primers used to generate these
constructs are listed in Table S2. Twenty-four hours
after seeding (3.10* cells/well, 24 wells plate), CHO
(Chinese Hamster Ovary) cells were transfected
using Lipofectamine 3000 (Invitrogen) with
500ng/well of pGL4.23 constructs either empty or
containing BMP15 promoter fragment. Forty-eight
hours after transfection, cells were lysed and
assayed for luciferase activity (Luciferase reporter
assay kit, Promega). Luminescence in relative light
units (RLU) was measured by a Glomax microplate
reader (Promega). Each construct was assayed in
triplicate in 6 independent transfection experiments.

RNA extraction,
quantitative PCR

reverse transcription and

Total RNA from pools of 5 oocytes were extracted
using the Nucleospin RNA XS kit according to the
manufacturer’'s protocol (Macherey-Nagel) and
including a DNase1 treatment. The low quantity of
RNA recovered did not allow quantification. So, the
equivalent of 1.25 oocyte was reverse-transcribed



using SuperScript Il reverse transcriptase
(Invitrogen) and anchored oligo(dT)22 primer (1pl at
10 uM). Primer design using Beacon designer 8.20
(Premier Biosoft), SYBR green real-time PCR cycling
conditions using QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR
system (ThermoFisher Scientific) and amplification
efficiency calculation (E=el"slre)) were as already
described in Talebi et al. (2018)[19].  Primer
sequences, amplicon length and amplification
efficiency are listed in Table S2. RNA transcript
abundance was quantified using the ACt method with
the mean expression of GAPDH, and SDHA as
internal reference and following the formula R=[E
" Errget™ 9. The two reference genes were
validated by the Bestkeeper algorithm [41].

Data analysis

Single-marker association analyses were conducted
using a Fisher's exact test and a Bonferroni
correction has been applied to check for significance
levels. The chromosome-wide and genome-wide
values have been established as mentioned by
Balding et al. 2006 [42] . Statistical analyses were
done using PLINK1.9 software under a case/control
design [43]. Among the 79 datasets of 47446 SNPs
analyzed, the LS trait was considered as case when
mean LS = 2.18 (n=39) and control when LS =< 1.45
(n=40). Haplotypic association analysis on X
chromosome were performed using FastPhase
software [44]. Empirical significance levels were
calculated using maximum statistic permutation
approach (max (T), n=1000).

Allele effect on LS was estimated in NV and BMC
breeds on data extracted from the French national
database for genetic evaluation and research
managed by the Institut de [I'Elevage (French
Livestock Production Institute) and the CTIG (Centre
de Traitement de I'Information Génétique, Jouy-en-
Josas, France). Only females born after 2000 were
retained (27 754 NV ewes with 122 110 LS records
and 110 848 BMC ewes with 461 405 LS records)
with their pedigree over 5 generations. FecX"
genotype effect on the subset of 79 case/control
animals was assessed by one-way ANOVA, follow by
Newman-Keuls post-hoc test. For the large animal
cohort analyses, the linear mixed models used were
as similar as possible to those of the national genetic
evaluation system [45]. In the present study, the
following fixed effects were considered: i) the
genotype at the FecX locus, ii) the month of birth (12
levels) iii) a physiological status effect combining
parity, age at first lambing, rearing mode and
postpartum interval (44 levels) and iv) a combination
of the flock year and season effect. Two random
effects were added to the model: a permanent
environmental effect and an animal additive genetic
effect. Moreover, an additional fixed effect of the
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reproduction type was considered for the BMC breed
for which some hormonal treatments are used each
year (87% and 13% after natural and induced estrus
in the data set). For the NV breed, since the FecL*
allele is also segregating in the population [15], the
effect of the genotype at this locus (2252 known and
25502 unknown genotypes) as well as its interaction
with the genotypes at the FecX locus were
considered. All these models were fitted using the
ASReml software [46].

For reporter luciferase assays, differences between
constructs were analyzed by one-way ANOVA follow
by Newman-Keuls post-hoc test. The comparison
between FecX genotypes data (blot quantification,
gPCR) were analyzed using Student’s t-test, using
Welch’'s  correction when variances were
heterogeneous. P > 0.05 was considered as not
significant. All these experimental data are presented
as means * SEM and were analyzed using Prism 6
(GraphPad Software Inc.).
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14

S3 Figure Genome-wide and chromosome-wide
association results integrating the SNP OARX:
50977717T>A.

S2 Table. List of primers used in the study. Locations of
primers are based on the OARv3.1 ovine genome assembly

available on ensembl.org.

Position (start,
Gene Primerse bp) or icati
quence d Application
accession
number
TGGAAGTAGGGTGGGAACAG 50977851 Tena PCR
CACAAAGGATAGG GLAAGGA 5007750 FeoX"
GCATGGTACCTGGAAGTAGGG TGGGAACAG  sog77as1
Plas mi
TOAAAAGCTTCACARAGGATAGGGCAAGGA sog778m corimmtion
CCCACACAGAATC TARACACC BMP15
50978310 promter
GAGGCCTTGCTACACTAGCC 50077100
CCTTTTAAATACGATCTTGTTCC 50078310 Eas
BMP15 CCTTTTATATACGATCTTGTTCC 50078310 amplification
full length
GTCACCTGCATGTGCAGGACTG o g
GTCAAGCAGGCAGTATTG 50071300 quantitative
AGAATTGAGACCATAG TGTAGTA 50071115 RER
CACAAAGGATAGG GCAAGGAA 50077530
ACTTTTCTTCCCCATTTTCTCCE 50077044 Saiienoig
GAGGGAACAAGAG CAMAGLG 50071907
GGLAATCATACCCTCATACTCC 50070050
TGG TTCAAACTCCTACATGCAAGA 28938150 Tena PCR
TATGCATGGCATGTGATAGS 25038314 Fecl:
4GA
BT ¢ TGCATGGCATGTGATAGS 38038314
GCAAGAAGCTGCGTGTGT 38038207 KAFS:; ,F_'PR
GCAAGAAGCTGCGTGTGA 36038207
CATTTCCCCATACCAGTCTTC 41843543
CCAATCTGCTCCTACACACCT 41343102
Sequencing
opFg  AAAACAATCCAACAGTAATGCCA 41842008
GCTCCTCCTTACACAACACACAG 41840002
TAGTCAGCTGAAG TG GGACA 41841000 quantitative
PCR
AGCCATCAGGCTCGATGGLC 41841204
GAPDH CGACTTCAACAGCGACACTC
CAATGAATTCGGCTACAGLA NM_001190690  quantitative
GAATGGTCTG GAACACTG PCR
SDHA
AGTAATCGTACTCGTCAAC XM 012125144

1Start positions of primers (in base pair) localized onthe OARY3.1 ovine genome assembly



S1 Table. List of variants found in the OARX: 50639087-54114793 region. 60 SNPs and 90 small INDELs with quality score
>30 were detected.

Position on OAR X Gene Mutation type QUAL Localisation Potential impact
50683780 | GSPT2-ENSOARG00000005651 InDel 260.8 intergenic_region MODIFIER
50683788 | GSPT2-ENSOARG00000005651 InDel 260.8 intergenic_region MODIFIER
50684673 | GSPT2-ENSOARG00000005651 SNP 64.62 intergenic_region MODIFIER
50685195 | GSPT2-ENSOARG00000005651 SNP 180.6 intergenic_region MODIFIER
50774266 | ENSOARG00000005651-ENSOARG00000009353 SNP 332.1 intergenic_region MODIFIER
50776441 | ENSOARG00000005651-ENSOARG00000009353 SNP 242.1 intergenic_region MODIFIER
50790680 | ENSOARG00000009353 InDel 225.0 downstream_gene MODIFIER
50791527 | ENSOARG00000009353 SNP 98.3 downstream_gene MODIFIER
50808732 | ENSOARG00000009353-CXorf67 SNP 108.7 intergenic_region MODIFIER
50850358 | CXorf67-ENSOARG00000005667 InDel 108.7 intergenic_region MODIFIER
50925461 | ENSOARG00000005667-BMP15 SNP 67.3 intergenic_region MODIFIER
50936876 | ENSOARG00000005667-BMP15 SNP 217.5 intergenic_region MODIFIER
50960665 | ENSOARG00000005667-BMP15 SNP 426.1 intergenic_region MODIFIER
50967353 | BMP15 InDel 258.4 downstream_gene MODIFIER
50977717 | BMP15 SNP 185.9 upstream_gene MODIFIER
51169689 | ENSOARG00000005682-SHROOM4 InDel 600.4 intergenic_region MODIFIER
51171209 | ENSOARG00000005682-SHROOM4 SNP 63.41 intergenic_region MODIFIER
51171228 | ENSOARG00000005682-SHROOM4 SNP 61.38 intergenic_region MODIFIER
51187703 | SHROOM4 InDel 236.4 upstream_gene MODIFIER
51187721 | SHROOM4 SNP 284.5 upstream_gene MODIFIER
51209024 | SHROOM4 InDel 48.85 intron_variant MODIFIER
51218821 | SHROOM4 InDel 428.1 intron_variant MODIFIER
51274978 | SHROOM4 SNP 179.5 intron_variant MODIFIER
51309476 | SHROOM4 InDel 183.1 intron_variant MODIFIER
51311142 | SHROOM4 InDel 141.8 intron_variant MODIFIER
51373045 | SHROOM4 InDel 283.4 intron_variant MODIFIER
51384668 | U6 SNP 64.14 upstream_gene MODIFIER
51410216 | SHROOM4 SNP 193.4 intron_variant MODIFIER
51430073 | SHROOM4 SNP 271.4 intron_variant MODIFIER

splice_acceptor&
51498805 | ENSOARG00000009517 InDel 52.98 splice_donor& HIGH

intron_variant
51597462 | ENSOARG00000009561 InDel 370.4 downstream_gene MODIFIER
51628714 | ENSOARG00000009561-DGKK InDel 165.9 intergenic_region MODIFIER
51669479 | ENSOARGO0000009561-DGKK InDel 151.4 intergenic_region MODIFIER
51712754 | DGKK InDel 435.4 intron_variant MODIFIER
51746018 | DGKK InDel 228.9 intron_variant MODIFIER
51820552 | DGKK SNP 665.4 intron_variant MODIFIER
51824476 | DGKK SNP 44.95 intron_variant MODIFIER
51830181 | DGKK InDel 78.91 intron_variant MODIFIER
51830183 | DGKK InDel 82.28 intron_variant MODIFIER
51830185 | DGKK InDel 82.28 intron_variant MODIFIER
51862972 | DGKK SNP 267.8 intron_variant MODIFIER
51872169 | DGKK-CCNB3 InDel 396.3 intergenic_region MODIFIER
51898542 | CCNB3 SNP 37.42 intron_variant MODIFIER
51964533 | AKAP4 InDel 87.55 intron_variant MODIFIER
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52059459
52123748
52151774
52157764
52194284
52194285
52194287
52194292
52194293
52195091
52198430
52200617
52231408
52232868
52242121
52252970
52296947
52315094
52385758
52388718
52398685
52419154
52435375
52435376
52442635
52442742
52449513
52450227
52462574
52471415
52488251
52488253
52488257
52488261
52488265
52503680
52505651
52571083
52572019
52572022
52592521
52634032
52648352
52688623
52694287
52694288
52699828
52716181

AKAP4-CLC5
CLC5

ENSOARG00000021616
ENSOARG00000021616

CLCS

CLC5

CLC5

CLC5

CLC5

CLC5

CLC5

CLC5

CLCS

CLC5

CLCS

CLC5
CLC5-USP27X
CLC5-USP27X
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
USP27X-PPP1R3F
PPP1R3F
CACNALF
CACNALF
PRICKLE3

PLP2

PLP2

MAGIX
MAGIX-GPKOW

InDel
SNP
SNP

InDel
SNP
SNP
SNP

InDel

InDel
SNP
SNP

InDel

InDel
SNP

InDel

InDel
SNP
SNP

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel
SNP

InDel
SNP

InDel

InDel

InDel
SNP
SNP

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel

InDel
SNP
SNP
SNP

InDel

InDel

InDel

InDel

498.8
30.88
46.18
166.1
103.9
103.9
103.9
93.97
93.97
184.9
126.5
266.4
115.8
183.5

96.4
182.4
303.4
135.4

46.1
204.2
398.1
246.4

92.8

92.8
290.8

a1
249.8
126.8
2175
595.6
97.26
97.26
97.26
107.3
107.3
3211
184.1
265.4
55.91
55.91
84.79

95.3
85.26
85.18
240.8
240.8
108.4
150.8

intergenic_region
intron_variant
downstream_gene
upstream_gene
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intron_variant
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
intergenic_region
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Tableau 20 : Premiére estimation de la fréquence et effet brute de la mutation FecX" en Belle-ile.

+/+ N/+ N/N N/+  N/Y

Effectif 37 19 2 1 1
Prolificité moyenne | 2,22 (n=13) 2,11 (n=12) 2,33 (n=2)

Tableau 21 : Effectif et effet brute de la mutation FecXN sur la totalité de la population Belle-ile.

+/+ N/+ N/N Total
n Prolif n Prolif n Prolif n Prolif
. 10 1,65 21 1,71 10 1,90 41 1,74
Elevage 1
. 19 1,85 31 2,10 1 2,50 51 2,01
Elevage 2
Elevage 3 5 2,20 5 2,20
Elevage 4 20 1,69 5 1,68 25 1,69
. 3 2,00 13 2,29 3 3,44 19 2,43
Elevage 5
Elevage 6 3 2,22 5 2,03 8 2,10
60 1,82 75 1,99 14 2,27 149 1,95
Total




B. Population Belle-ile

L'hypothese de ségrégation d’'une mutation a effet majeur sur la prolificité dans la
population Belle-lle a été posée dés 1998 par Malher and Le Chere, les portées de 3 a 4 agneaux
étant courantes. L'association « Denved ar vro-moutons » des pays de Bretagne a été créée en 2004
dans le but de sauvegarder et valoriser les races Belle-ile et Landes de Bretagne. En collaboration
avec cette association, un premier échantillonnage de 62 brebis et deux béliers a été réalisé.
L'approche mutation candidate a été préférée avec le génotypage des mutations qui ségrégent en
France FecBE, Feclt, FecX‘, FecX® et FecX". Parmi les 64 échantillons, seule la mutation FecX" est
retrouvée a I'état hétérozygote chez 19 brebis et a I'état homozygote mutant chez 2 brebis ainsi
qu’un male hémizygote (Tableau 20), soit une fréquence de 'alléle FecX" de 17,9%. J’avais a ma
disposition I'enregistrement de la taille de portée pour 27 brebis dont la moyenne de prolificité est
de 1,90 [entre 1 et 7].

Fort de ce résultat, la totalité de la population a été prélevée soit 243 animaux dans 6
élevages. Les enregistrements de taille de portée et de paternité sont peu suivis car il s’agit pour la
plupart d’élevages amateurs avec peu d’animaux et j’avais donc a ma disposition des données de
prolificité pour 149 brebis. J’ai pu estimer la fréquence allélique de la mutation FecX" a 34,6%.
Globalement, la présence d’une copie de I'allele N fait augmenter la prolificité de +0,20 agneau par

mise bas (Tableau 21). Concernant les béliers, un seul est hémizygote N/Y parmi les 7 prélevés.

C. Population Lacaune

La race Lacaune du rameau viande est connue pour avoir deux mutations qui ségrégent,
Fecl! (Drouilhet et al., 2009, 2013) et FecX* (Bodin et al., 2007). Cependant, I'hypothése d’un
troisieme gene a été posée suite a l'identification de brebis hyper prolifiques mais non porteuses de
ces deux mutations (Tableau 6 page 49). Dans le cadre du projet PIRINNOVI, nous avions projeté de
réaliser une approche tout génome avec I'utilisation d’une puce SNPs haute densité 600k (lllumina),
et des brebis non porteuses de FecL' et de FecX* ont été sélectionnées sur la base de leur prolificité
moyenne sur cestrus naturel et sur au moins 3 mises bas. La sélection s’est portée sur 44 brebis peu
prolifiques (prolificité moyenne entre 1 et 1,33 agneau par mise bas) et 127 tres prolifiques
(prolificité moyenne entre 1,67 et 4 agneaux par mise bas). Dans le méme temps, suite aux
recherches menées pour le deuxiéme géne en race Noire du Velay (Article Il en page 75), j’ai testé

la présence de la mutation FecX" sur le panel de diversité (Rochus et al., 2018).
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Tableau 22 : Tableau de contingence de la mutation FecXN chez les brebis Lacaune sélectionnées pour le GWAS.

Groupe / génotype Effectifs Moyenne de
Pron

basse 44 1,04
+/+ 17 1,07

haute 127 2,78
+/+ 49 2,79
N/+ 18 2,79
N/N 5 3,43

Total général 171 2,33

Pron : prolificité sur cestrus naturel



Dans ce panel, 42 brebis Lacaune viande étaient présentes et 2 d’entre elles se sont avérées
hétérozygotes FecXN/FecX*, confirmant I’hypothése de la ségrégation d’une troisiéme mutation.

Jai réalisé le génotypage par PCR-RFLP (PE 3) sur les échantillons recueillis pour I'analyse
d’association (n=171). Aucune brebis appartenant au groupe non prolifique (basse) n’est porteuse
de la mutation FecX", alors que 23 brebis sont porteuses parmi les trés prolifiques (haute) (Tableau
22). A la suite de ces résultats, j’ai également réalisé le génotypage de 'ensemble des males du
centre d’IA, soit 117 béliers. 10 béliers sont hémizygotes FecX"V/Y et ils transmettent la mutation a
toutes leurs filles.

I ne m’a pas encore été pas possible d’estimer ni la fréquence ni I'effet de la mutation dans
ce cadre, I’échantillonnage étant biaisé. Ce résultat arrivant tardivement au cours de ma théese, les

travaux seront poursuivis ensuite en collaboration avec OVI-TEST.

D. Population Rasa Aragonesa

Dans le cadre du parcours Agreenium EIR-A et du projet PIRINNOVI, j’ai eu la chance de
collaborer avec le CITA (Centro de Investigacion y Tecnologia Agroalimentaria de Aragdn Zaragosa,
Espagne) et d’aller en mobilité au sein du laboratoire « Produccion y Sanidad Animal » durant 3
mois. J'ai travaillé sur la recherche d’'un deuxieme gene de prolificité au sein de la race Rasa
Aragonesa. La Coopérative Oviaragon Grupo Pastores réalise depuis 1994 un programme de
sélection pour la prolificité de cette race, avec 490 337 brebis contrélées actuellement et gere la
mutation de prolificité FecX® (aussi appelée ROA) dans le géne BMP15 (Martinez-Royo et al., 2008).
Ce polymorphisme entraine une prolificité accrue chez les hétérozygotes (+0,35 agneau par mise-
bas sur cestrus naturel), mais de la stérilité chez des brebis homozygotes. Comme dans les autres
races que j’ai pu étudier précédemment, des brebis trés prolifiques non porteuses de Ialléle Fecx®
ont été retrouvées dans la population et particulierement dans la descendance d’un méme bélier.
Les filles prolifiques de ce male ont été séquencées pour les 4 génes connus pour affecter la
prolificité, mais aucun polymorphisme causal n’a été identifié (J. Calvo, communication
personnelle). L'équipe du CITA a donc engagé une approche tout génome afin de vérifier

I'hypothése de la ségrégation d’une nouvelle mutation.
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Figure 62: Résultat de I'analyse d'association pour la race Rasa Aragonesa au niveau génomique et chromosomique.

Tableau 23 : Tableau de contingence pour la mutation FecX® en Rasa Aragonesa.

Génotype / groupe  Effectif Prolificité

ON
Gr/+ 13 241
Haute 13 2.41
+/+ 159 1.54
Haute 74 2.10
Basse 85 1.06
Total général 172 1.61

ON : cestrus naturel

Tableau 24 : Fréquences des mutations FecX®" et FecX? dans 4 élevages Rasa Aragonesa.

Prolificité FecX®[FecX* FecX®[FecX*
Elevage n°1 1,47 0,02 0,28
Elevage n°2 1,50 0,01 0,02
Elevage n°3 1,72 0,0015 0,58

Elevage n°4 1,38 0 0,02



1) Analyse génétique d’association génome complet

Pour I'analyse d’association GWAS, I'équipe du CITA a retenu 158 brebis génotypées a I'aide
d’une puce de génotypage SNP haute densité (lllumina AgResearch Sheep HD 680K). Ces brebis ont
une prolificité moyenne de 1,6 agneaux par mise-bas mais avec des animaux extrémes allant de 1,0
a 2,7. Elles ont été choisies le moins apparenté possible dans 69 élevages différents grace a la base
de données de la coopérative Oviaragon-Grupo Pastores. Les brebis avaient au moins trois mises-
bas enregistrées (sans distinction d’cestrus naturel ou d’cestrus induit par la PMSG) et elles sont non
porteuses de |'alléle FecX®.

Dans le cadre de mon séjour, j’ai réalisé I'analyse d'association avec le logiciel PLINK selon le
modele de phénotype quantitatif (PE 4). Suite aux différents filtres, 'analyse a porté sur 576 086
SNPs informatifs chez I'ensemble des 158 individus. J'ai trouvé une association significative au
niveau génomique (psonferroni <0,05) pour un unique SNP sur le chromosome X (Figure 62). Il s’agit
du marqueur oar3_0AR27_50971170_dup situé dans le gene BMP15 en position OARX:50971170
(OARv3.1). Ce marqueur correspond a la mutation de prolificité FecX® (NM_001114767.1:
€.950C>T) mise en évidence pour la premiere fois en race Grivette (Demars et al., 2013), et que j’ai
identifiée au cours de ce travail de thése également en races Mouton Vendéen (Chantepie et al.,
2018) et Flemish (Meyermans et al., 2018). En reclassant les brebis selon deux groupes de prolificité,
haute et basse, 13 brebis hétérozygotes FecX® /FecX* sont trouvées dans le groupe des brebis
hautement prolifiques avec une prolificité moyenne de 2,41 agneaux par mise-bas contre seulement
1,54 agneau par mise-bas chez les brebis de génotype sauvage (Tableau 23). La présence de FecX®"

chez ces brebis a été vérifiée par séquencage du géne BMP15.
2) Fréquence et effet de FecX® sur la prolificité

Afin de valider la présence de la mutation FecX®" dans la population et estimer sa fréquence
et son effet, 3428 brebis Rasa Aragonesa de 4 élevages ont été génotypées par une approche PCR-
KASP (Tableau 24). Seulement deux brebis ont été identifiées doubles hétérozygotes pour FecX® et
FecX®" et I'effet ne semble pas étre additif puisqu’on observe un effet brut de +0,35 sur la prolificité,

mais I'effectif est trop faible pour conclure.

3) Poster ISAG 2019
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). La fréquence de l'alléle FecX®" est trés basse dans cet échantillonnage, moins de 2%. Dans ce
méme échantillon, la mutation FecX® ségrége a une fréquence entre 2 et 50% en fonction des
élevages (

). Leffet brut de la mutation FecX®" dans la race Rasa Aragonesa a été établie uniquement sur les
oestrus naturels a +0,41 agneau par mise-bas par rapport a la moyenne dans chacun des élevages a
I'état hétérozygote. Il semblerait que I'effet soit équivalent a ce qui a pu étre décrit en race Grivette
avec +0,10 a +0,57 agneau par mise-bas (Demars et al., 2013) ou en race Mouton Vendéen avec

+0,30 agneau par mise-bas (Article 1 ;Chantepie et al., 2018).
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*Highlights (for review)

Highlights

e A novel FecX-mutated allele (FeCXRA) associated with prolificacy was found.

e The FecX™ allele leads a change of a Threonine to Isoleucine (T400l),
predicted as deleterious.

e The already known FecX®R allele associated to prolificacy was also found.

e Three alleles in the BMP15 gene that affect prolificacy co-segregate in Rasa
aragonesa sheep.






24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

Abstract

A FecX-mutated allele called FecX” in the BMP15 gene has been described in
Rasa aragonesa sheep. FecX® causes increased prolificacy when
heterozygous and sterility when homozygous in ewes. However, highly prolific
ewes without the FecX” allele have been found in this breed. Therefore, a
genome-wide association study (GWAS) was performed in 158 ewes (tail H: N
= 73, mean prolificacy + standard deviation = 2.14 * 0.26; tail L: N = 85, mean
prolificacy = 1.06+0.08) with the Ovine HD SNP BeadChip. In this analysis, the
FecX®R allele was found to have genome-wide significance associated with
prolificacy, first described in the Grivette sheep breed. We also identified a
novel polymorphism in exon 2 of BMP15 associated with prolificacy by Sanger
sequencing. This new mutation, called FecX™, is a SNP (Oar3.1_X: g.
50970948C>T; NM_001114767.1: ¢.1172C>T) that produces an amino acid
substitution (ENSOART00000010201: p.T400l) that is predicted to be
deleterious and to alter the predicted secondary structure of the mature protein.
We found one hemizygous sire for the FecX™ allele with the highest EBV
(Estimated Breeding Value) in the breeding program (+ 0.40). Finally, to
validate these results and their implications for the FecX®®, FecX™ and Fecx®
alleles on prolificacy, we genotyped the three SNPs in 3,826 ewes. A very low
frequency was found for the FecX®? and FecX™ alleles in the population
studied. Only significant differences between FecX® and FecX® were found
among the three alleles associated with increased prolificacy. However,
significant increased prolificacy of 0.52 + 0.05, 0.42 + 0.05 and 0.32 + 0.01
were found when comparing FecX®?, FecX™ and FecX” heterozygous ewes to

wild type homozygous ones. However, we cannot confirm the effect of the
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FecX™ allele at homozygous state because we did not find any homozygous
ewes. These results confirm that these three alleles in the BMP15 gene that

affect prolificacy co-segregate in Rasa aragonesa sheep.

Keywords: Prolificacy, Rasa aragonesa, sheep, BMP15, FecX™, FecXF,
FecX®R

1. Introduction

Rasa aragonesa is an autochthonous Mediterranean sheep breed from
northeastern Spain raised for meat purposes. Prolificacy is one of the most
important factors for the economic profitability of meat flocks [1]. Efficiency
improvements on farms are made possible by exploiting changes in genetics
and environmental factors, such as the nutrition and management of the flock.
In this context, since 1994, the Cooperative Oviaragon-Grupo Pastores has
carried out a selection program for prolificacy in this breed, with 490,337
controlled ewes at present. A FecX-mutated allele called FecX” in the BMP15
gene was previously described in Rasa aragonesa sheep [2]. This
polymorphism causes increased prolificacy in heterozygous ewes and sterility in
homozygous variant ewes.

The first causal mutation associated with increased prolificacy in sheep was
FecB® in the Bone Morphogenetic Protein Receptor 1B (BMPR1B) gene [3-5].
After this discovery, many alleles associated with increased ovulation rates in

ewes have been described in BMP15 (known as FecX) [6], Growth
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Differentiation Factor 9 (GDF9, known as FecG) [7], and, more recently, p-1,4-
N-Acetyl-Galactosaminyl Transferase 2 (B4GALNT2, known as FecL) [8] genes.
BMP15 has the highest number of alleles associated with hyperprolificacy in
different breeds: the Rommey (FecX!, FecG") [6], Belclare and Cambridge
(FecX®, FecX®) [7], Lacaune (FecX') [9], Rasa aragonesa (FecX") [2], Grivette
and Olkuska (FecX®R, Fecx®) [10], and Tunissian Barbarine (FecX®'®) [11]
breeds. These alleles are associated with increased prolificacy when
heterozygous and sterility when homozygous, except for homozygous FecX®R
and FecX® animals, which are not sterile but are instead hyper-prolific.

In the selection program for prolificacy in Rasa aragonesa sheep, highly prolific
ewes without the FecX” allele were found in the population. We hypothesized
that other hyper-prolific genetic variants could co-segregate in this breed. Thus,
the objectives of this study were to perform a genome-wide association study
(GWAS) and sequence the BMP15 gene in hyper-prolific animals to identify

other hyper-prolific genetic variants in Rasa aragonesa sheep.

2. Materials and methods

2.1 Animals

2.1.1 GWAS
Two groups of ewes with extreme values for prolificacy EBVs were chosen for a
GWAS from a total of 15,047 live ewes from the selection nucleus of the
Cooperative Oviaragon-Grupo Pastores breeding scheme, each with at least
three lambings records and without the FecX” allele. The ewes selected for
these groups were in the highest (H) 2.52% and lowest (L) 4.23% tails of EBV

distribution of the nucleus. Finally, the samples included 158 ewes with EBVs
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2.2.2 Frequency studies, and validation and quantification of the alleles
associated with prolificacy
Genomic DNA was extracted as described above. The FecX” allele was
genotyped as described by Martinez-Royo et al. [13] A genotyping test using
fluorescent Kompetitive Allele Specific PCR (KASP) was established for the
detection of the FecX®? and FecX™ alleles. Sequences flanking SNPs for both
alleles in Rasa aragonesa sheep were used to design primers for genotyping by
the platform provider (LGC Genomics, UK). KASP reactions were performed
following the manufacturer’'s protocol. For all samples, KASP assays were
carried out in a 10 pl volume containing 20 ng of genomic DNA, 5 ul of KASP
V4.0 2x Master mix standard ROX (LCG Genomics, Beverly, MA, USA) and
0.14 pl of KASP-by-Design assay mix (LGC Genomics, Beverly, MA, USA).
Reactions were carried out in a CFX96 BioRad thermocycler (BioRad, Madrid,
Spain) using the following conditions for both pairs of primers: 15 min at 94°C,
followed by 10 cycles of 94°C for 20 s and 61°C for 1 min (dropping —0.6°C per
cycle to achieve a 55°C final annealing temperature) and 25 cycles of 94°C for
20 s and 55°C for 1 min. Following PCR, fluorescence was detected using a

single quantification cycle of 37 °C for 1 s after cooling at 37 °C for 1 min.

2.3 DNA sequencing

Sanger sequencing was carried out to search for other polymorphisms in exon 2
of BMP15 that affected prolificacy. PCR was performed in a final PCR volume
of 25 pl containing 50 ng of genomic DNA, 7 pmol of each primer (5-

CATCTCAAGGCTGCTTGTCA-3* and 5-TTCGAATTTCTTGGGCAAAC-3',
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which amplified a fragment of 1008 bp), 200 nM dNTPs, 2.5 mM MgCl,, 50 mM
KCI, 10 mM Tris—HCI, 0.1% Triton X-100 and 1 U Taq polymerase (Biotools,
Madrid, Spain). The cycling conditions were as follows: an initial denaturation
step of 94°C for 3 min followed by 35 cycles of [94°C for 45 s, 53°C for 45 s,
and 72°C for 45 s] and a final extension step of 72°C for 10 min. All PCR
amplifications of genomic DNA were performed in a MyCycler thermal cycler
(BioRad, Madrid, Spain). The PCR products were purified using the FlavorPrep
Gel/PCR purification mini kit (Flavorgen, Ibian, Zaragoza, Spain) according to
the manufacturer’s instructions. The PCR products were sequenced in both
directions by STAB Vida Lda. (Caparica, Portugal) using an ABI 3730XL

sequencer (Applied Biosystems, CA, USA).

Homology searches were performed using BLAST (National Centre for
Biotechnology Information: https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). To align the
sequences, the CLUSTAL Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)
software was used. The Variant Effect Predictor software (VEP:
http://www.ensembl.org/Ovis  aries/Tools/VEP?db=core) and PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) [14], which predicts the possible impact
of an amino acid substitution on the structure and function of a protein, were
used. The secondary structure of the protein was determined from the amino
acid sequence using CFSSP software (http://www.biogem.org/tool/chou-

fasman/) [15].

2.4 Cloning for studying double heterozygous animals
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DNA from three double heterozygous animals (two for FecX®?/FecX® and one
FecX™|FecX®) was amplified using the primers and conditions described in the
DNA sequencing section. The PCR products were cloned into the pGEM®-T
basic vector (Promega, Madison, USA) according to the manufacturer's
protocol. The ligated construct was transformed into JM109 High Efficient
Competent cells (Promega, Madison, USA). Transformed colonies were
selected based on boiling PCR. Briefly, colonies were boiled for 15 minutes in
50 pl of sterile water. Five microlitres of the boiled bacteria after centrifugation
at 15,000 g for five minutes was used as a template for PCR. PCR for the three
alleles was carried out as described in the genotyping section. Finally, positive
selected colonies were transferred to LB culture medium with ampicillin for a
miniprep culture overnight. Plasmid DNA was extracted using a GenElute
Plasmid Miniprep Kit (Sigma, Merck, Madrid, Spain). The sequences of all the
plasmids were verified by Sanger sequencing using the SP6 and T7 primers by

STAB Vida Lda. (Caparica, Portugal).

2.5 Statistical analysis
2.5.1 GWAS

We applied the quality control (QC) criteria to the raw genotypes as follows: i)
Individuals with low call rates (<0.97) were excluded from additional analysis; ii)
SNPs were also excluded if they had a low call rate (<0.97), a minor allele
frequency (MAF) <0.01, or significant deviations from Hardy-Weinberg
equilibrium (HWE) (P-value < 0.00001). QC was performed using PLINK 1.9
[16]. The GWAS was performed for prolificacy data with the GCTA software

(Yang et al.,, 2011) using a mixed linear model association (MLMA) and
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including a genetic relationship matrix (GRM) to control for the random effects
of genetic similarity. The Bonferroni correction was applied to adjust for the
detection of multiple SNP loci. We stablished that a SNP was genome-wise
significant when the raw P-value was lower than or equal to 0.05/N, where N is
the number of SNP loci tested in this study. Chromosome-wise significance
level refers to the raw P-value 0.05/n, where n is the number of SNP loci on
each chromosome tested in this study. Visualization of the association data in
Manhattan plots and quantile-quantile plots was performed using SNPEVG

software [17].

2.5.2 Gene association analysis

The effects of the genotype on prolificacy were analysed using a linear mixed
model fit by maximum likelihood using the Ime4 package for R. The
Satterthwaite's method was used for the t-test. A P-value lower than 0.05 was
considered statistically significant. Because of the low number of FecX® and
FecX™ heterozygous ewes, we restricted the analysis to the farms and years of
lambing in which FecX®® and FecX™ ewes had lambings. The effects of the
farm (16 levels), genotype (4 levels: + (wild type)/+, +/FecX®R, +/FecX™, and
+/FecX®), year of lambing (23 levels), month of lambing (12 levels), number of
lambings (12 levels), reproduction management (7 levels: natural mated ewes,
natural mated ewes following FGA sponge and eCG, melatonin treatment,
artificially inseminated (Al) ewes following FGA sponge and eCG treatment,
natural mated ewes returning to estrus after previous mating or Al using FGA
sponge and eCG treatment, and unknown), interval between lambings (6 levels:

first lambing, less than 90 days, between 90 and 160 days, more than 160 days,
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and two levels that included mistakes because of very long or short intervals
recorded between lambings) were considered fixed effects, and the animal was
considered to be a random effect. To test differences between genotypes, the
least square means (LSMs + standard error) for each pair-wise comparison
were estimated. The FecX® genotypes in these farms and years are based on
genotyping records from 2007. Before 2007, daughters of FecX® rams were
considered to be heterozygous FecX” ewes. In total, 63,865 ewes with 378,042
lambing records were included in the analysis: 37 (231 lambing records), 46
(241) and 5,250 (24,398) ewes for FecX®? FecX™ and FecX® alleles,

respectively.

3. Results and Discussion

The GWAS was performed after QC of the raw genotype. A total of 570,635
SNPs distributed on the 27 ovine chromosomes were included in subsequent
analyses. Figure 1 shows Manhattan plots across the whole genome for the
prolificacy traits, with SNP associations represented as log1o (1/P-value) on the
y-axis. The genome-wise significance threshold adjusted for multiple testing
was established at 8.76 x 108, The SNP oar3_OAR27 50971170 _dup was
significant at the genome-wise threshold. This SNP (Oar3.1_X: g. 50971170
C>T) is located in the BMP15 gene and is known as the FecX®R allele [10]. We
only found 13 heterozygous ewes with a mean prolificacy of 2.41 + 0.19, all
from the tail H.

Exon 2 of the BMP15 gene was sequenced in these ewes to confirm the results.
We only found a non-conservative mutation of the FecX®® allele
(NM_001114767.1: c.950C>T; Oar3.1_X: g. 50971083 C>T;

10
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ENSOART00000010201: p.T3171). No homozygous animals were found to
have this allele, but the FecX®? allele does not induce sterility when
homozygous in other breeds [10]. This allele was first described in Grivette
sheep [10] and, more recently, in Mouton Vendeen [18], Romanov, Dorper and
Ovella Galega [19] sheep breeds.

We decided to sequence exon 2 of BMP15 in the remaining 158 ewes to search
for other possible polymorphisms associated with prolificacy. We found a new
mutation in 9 animals, also located in the region that encoded the mature
BMP15 protein (Oar3.1_X: g.50970948C>T; ENSOART00000010201: p.T400I;
NM_001114767.1: ¢.1172C>T). This mutation had not been previously
described and was predicted to be deleterious and probably damaging by VEP
(with a SIFT value of 0.00) and PolyPhen-2 (with a score of 1.00), respectively.
Threonine is a slightly polar amino acid, whereas isoleucine is an aliphatic,
branched hydrophobic amino acid, and this change clearly affects the
hydrophobicity of the protein. This mutation also alters the predicted secondary
structure of the mature protein, losing a turn and increasing the length of a -

pleated sheet by one amino acid (Supplementary Figure 1).

Nine ewes from the H tail were heterozygous for this SNP, with a mean
prolificacy of 2.11 + 0.25. No homozygous animals were found among the 158
animals. We included this SNP in the GWAS dataset and performed a new
analysis. No genome or chromosome-wise significance was found except for
the FecX®F allele possibly because the GWAS did not have enough power to
detect an effect on prolificacy considering that we only found 9 heterozygous

ewes.
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To confirm the effect of this SNP on prolificacy, we genotyped sires with EBVs
from the Cooperative Oviaragon-Grupo Pastores breeding scheme for the SNP
c.1172C>T and the FecX®R allele. We only found one deceased hemizygous
ram for SNP ¢.1172C>T with 206 daughters at 47 different farms, with a mean
prolificacy of 1.62 (accounting 1347 lambings). All the daughters had medium-—
high EBVs, between +0.10 and +0.35. The EBV for this sire was +0.39, the
highest EBV in the breeding program. These data together with the low mean
prolificacy of this breed (1.35) suggest an effect of this SNP on the prolificacy
trait. This new allele of the BMP15/FecX gene in the Rasa aragonesa

population was named FecX™.

To validate these results and the implications of the FecX™ allele on prolificacy,
we genotyped for the presence of FecX®?, FecX™ and FecX” alleles in 3826
ewes. Very low frequencies were found for the FecX®? and FecX™ alleles in
the population studied, ranging from 0.13 to 2% (Supplementary Table 1). In the
farm with a 2% frequency of the FecX™ allele, a hemizygous ram for this allele
was found. However, we found a higher percentage of these variants in the
group of 325 ewes with high prolificacy records: 23 FecX®? and 23 FecX™ (7%
for each allele). We did not find homozygous animals with these variants, but
we found three double heterozygous ewes (two for FecX®F/FecX® and one
FecX™/FecX®). We verified by cloning that the two alleles were on different
chromosomes. Although homozygous animals with FecX® are sterile [13],
homozygous FecX®R are hyper-prolific [10]. The two FecX®f/FecX® animals
were not sterile and had, in total, 9 lambings, with a mean prolificacy of 2.33 +
0.16, a similar prolificacy to heterozygous FecX®R animals found in the tail H

(2.41 + 0.19). The double heterozygous ewe for FecX™/FecX” is 2.5 years old,
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and it has not had any lambings to date. This ewe could be unfertile, and thus,
the homozygous FecX™ allele may produce sterility. However, we cannot

confirm this because we did not find any homozygous ewes for this allele.

To validate and quantify the effects of the FecX®? and FecX™ alleles, an
association study was performed. In total, we recorded 231 and 241 lambings
from 37 and 46 ewes for the FecX®? and FecX™ alleles, respectively. The
FecX™ ewes were not the daughters of the hemizygous ram. Significant
differences (p<0.001) were found in the genotype effects between FecX'/FecX"
ewes and those with one copy of the FecX®, FecX™ or FecX” alleles (Table
1). Prolificacy was increased by 0.52 + 0.05, 0.42 + 0.05, and 0.32 £ 0.01 when
comparing the FecX®R, FecX™ or FecX® ewes to wild type ewes, respectively.
With respect to FecX™, no significant differences were found from the FecX®?
or FecX” alleles after Bonferroni correction. These results confirm the effect of
the new allele of BMP15/FecX on prolificacy. However, we have to consider that

only a low number of FecX™ ewes have been identified to date.

With respect to the other alleles, the FecX” results show a similar prolificacy to
those described previously considering all of the databases [20,21]. The effect
of the FecX” allele seems to be the lowest of the three known prolific alleles in
Rasa aragonesa sheep. Nevertheless, this requires confirmation with a higher
number of ewes, as the difference between the FecX™ and FecX” alleles has
not reached statistical significance after Bonferroni correction. It is important
that FecX®R showed an increase of prolificacy of 0.20 + 0.05 (p<0.001) with
respect to the FecX® ewes. The effect of the FecX®F allele is the greatest in
Rasa aragonesa sheep (+0.52) and greater than in other breeds, which showed

an increased litter size of +0.10 and +0.30 in Grivette [10] and Mouton Vendeen

13
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[18], respectively, at heterozygous state. However, homozygous FecX®® ewes
in Grivette showed an increasing prolificacy of 0.65 compared to non-carrier
ewes. The different allelic effects on litter size observed in Rasa aragonesa in
comparison with Grivette and Mouton Vendéen breeds could be due to the
lower litter size of wild type Rasa Aragonesa (1.35) when compared to wilt type
in Grivette (1.83) [10] or Mouton Vendéen (1.55) [18] ewes. As the FecL"
mutation, which is known to segregate in Lacaune, Noire du Velay and D’man
[22] breeds, the FecX®F allele is share between 5 different populations in
France, Belgium and Spain. The question of the origin of the mutations shared

by several populations is paused.

The only significant difference in the effect on prolificacy were found between
the FecX®® and FecX” alleles (0.20 + 0.05). The FecX” allele is a deletion of 17
nucleotides at the beginning of exon 2, before the coding region of the mature
protein, that introduces a premature stop codon and produces a non-functional
peptide [2]. However, the FecX®R and FecX™ mutations involve the substitution
of a threonine to an isoleucine at positions 49 and 123 of the mature protein,
respectively (the active mature peptide is 125 amino acids long; Galloway et al.,
2000). However, we were unable to find homozygous FecX™ ewes to confirm a
hyper-prolific or sterile phenotype similar to that found in homozygous FecX®R

or FecX” ewes, respectively

4, Conclusions

In conclusion, along with FecX®, two other mutations impacting the BMP15

coding sequence, the already known FecX®® (T3171) and the new FecX™
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(T400I), are associated with increased prolificacy in Rasa aragonesa sheep.
Different effects are found for the three mutations segregating in this breed. The
selection program for prolificacy should implement the genotyping of
reproducers for the three alleles to determine their frequencies and the size of
their effects and also to search for homozygous animals. All this information will
help to make management decisions for the Rasa aragonesa population,
knowing that management of 3 different mutations affecting the same ftrait is

very challenging.
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Figure captions

Fig. 1. Manhattan plots of the genome-wide association study with the
prolificacy trait. Chromosomes 1-26, and X (27) are shown separated by colour.
Values above log10 (1/p) (observed value) >7.06 (green horizontal) are of

genome-wise significance.

19



Table 1

Table 1. Effect of the BMP15 genotypes on the prolificacy of Rasa aragonesa
sheep. Means with a different letters indicate significant differences at P < 0.001

according to Bonferroni correction.

P-value
BMP15 genotype
genotype

Wild type FecX°™ FecX™ FecX™
<0.001 1.49+0.01a 2.01+0.05b 1.91 + 0.03b,c 1.81 + 0.01c




Supplementary Table 1

Supplementary Table 1. Mean prolificacy of the flock and the FecX™, FecX®? and Fecx® alleles
frequencies in almost the total population of one flock (Flock 1), and 1904 replacement ewe lambs

from three flocks (Flocks 2—4).

Frequency
Prolificacy FecX®" FecX™ FecX®
Flock 1 (n=1,524) 1.47 0.005 0.003 0.28
Flock 2 (n=779) 15 0.008 0.02 0.02
Flock 3 (n=765) 1.72 0.0013 0.0013 0.58

Flock 4 (n=360) 1.38 0 0 0.02







Dans le cadre du projet PIRINNOVI ciblant les races ovines pyrénéennes, j'ai eu acceés a un
panel de 288 échantillons d’ADN provenant des races espagnoles Rasa aragonesa, Navarra,
Xisqueta, Ansotana, Ojinegra, Cartera, Maellana, Churra Tensina et Roya bilbilitana. Hormis pour
une brebis hétérozygote Rasa Aragonesa, la mutation FecX® n’a pas été retrouvée dans les autres
races espagnoles testées. Au cours de cette étude par une approche génome complet, c’est
finalement une mutation déja connue qui a été identifiée. L'identification a été immédiate puisque
le SNP causal FecX®" était présent sur la puce de génotypage 680k démontrant I'utilité de la mise a
jour de ces outils génomiques avec les mutations découvertes ayant un effet majeur sur les
phénotypes d’intérét pour la sélection. Cependant, I’hypothése de départ de la ségrégation d’'une
seconde mutation dans la race Rasa Aragonesa qui reposait sur la descendante d’'un male a fort
index de prolificité, finalement non porteur de FecX®, laisse maintenant présager d’une troisiéme

mutation en ségrégation controlant ce caractére.

4) Article lll = A new allele in the BMP15 gene (FecX®) that affects prolificacy co-

segragate with FecX® and FecX®" in Rasa Aragonsa sheep.
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[Il. Discussion — Partie 1

L'objectif de cette premiére partie des résultats correspondant aux objectifs du projet
PROLIGEN (APIS-GENE) était d’identifier de nouvelles populations ovines francaises dans lesquelles
pouvait ségréger une mutation a effet majeur sur la prolificité et d’identifier ces mutations. Par des
approches statistiques sur la relation moyenne/variance de la prolificité, des observations
empiriques des performances sur la taille de portée et les éléments de la littérature, couplées aux
approches de génétiques moléculaires s’appuyant sur les mutations candidates déja identifiées ou
les outils de la génomique a haut-débit, j’ai pu caractériser au cours de ce travail de thése 7
populations francaises différentes (Noire du Velay, Mouton Vendéen, Blanche du Massif Centrale,
Lacaune, Belle-ile, lle de France et Martinik Black Belly) et deux populations européennes (Rasa
Aragonesa et Flemish) dans lesquelles ségrége au moins une des trois mutations déja identifiées
dans d’autres populations (FecL' dans B4GALNT2, FecX®" dans BMP15 et FecGt dans GDF9) ou une
des deux mutations nouvellement identifiées par ce travail, FecX" et FecX” dans BMP15. Seul le
polymorphisme FecX® dans BMP15 découvert dans la population Causse du Lot ne semble pas étre

causal d’'une augmentation de prolificité de cette race.

A. Origine des mutations de prolificité partagées dans plusieurs

populations

L'aboutissement de ce travail de découverte, m’a permis de montrer qu’'une méme mutation
de prolificité pouvait ségréger dans différentes populations ovines en France et méme plus
largement au niveau mondial. En effet, jJai pu montrer que la mutation Fecl! originellement
découverte en race Lacaune ségrége également dans la population Noire du Velay (Article 1 ;
Chantepie et al., 2018) et les travaux de I'équipe ont pu I'identifier aussi dans la race Nord-Africaine
D’Man (Ben Jemaa et al., 2018). De la méme facon, la mutation FecX®" identifiée en Race Grivette,
est retrouvée dans les populations Mouton Vendéen (Article | page 55; Chantepie et al., 2018),
Flemish (Poster 1 en annexe ; Meyermans et al., 2018), Rasa Aragonesa (Poster page 87 ; Chantepie,
2019), mais elle vient aussi d’étre identifiée dans les races Romanov, Dorper et Ovella Galega (Vera
etal., 2018). J’ai également identifié la mutation FecGt découverte en race Santa Inés au Brésil, dans
la population Martinik Black Belly originaire des Antilles. Enfin, la nouvelle mutation FecX" que j’ai
découverte en Noire du Velay, se trouve également dans les populations Blanche du Massif Central,

Lacaune et Belle-le (Article 2, Chantepie et al., soumis).
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Figure 63: Structure des populations de mouton francgais.

(Rochus et al. 2018) (a) Coefficients d'ascendance individuels moyens au sein de la race pour quatre populations
ancestrales. Les races sont cartographiées en fonction de leur origine géographique. Coefficients d'ascendance
individuels pour (b) quatre populations ancestrales et (c) 16 populations ancestrales. d) Arbre de population a
probabilité maximale avec quatre événements migratoires.



Toutes ces observations confirment celles déja rapportées pour d’autres mutations et d’autres races
et posent la question de I'origine et de la diffusion de ces mutations entre populations. Ainsi, la
mutation Booroola, FecB?, identifiée en Mérinos australien, mais retrouvée également dans les
populations Garole (Inde), Javanese (Indonésie), Hu et Han (Chine), aurait son origine dans la race
Garole, ou elle est fixée, et aurait été diffusée par croisement avec les autres races a partir du 18°me
siécle (Davis et al., 1982, 2001, 2006). Par ailleurs, les mutations FecX® et FecG" présentent dans les
races composites Belclare et Cambridge créées dans les années 60, auraient leur origine dans la race
galloise Lleyn (Mullen et al., 2013). S'il est encore difficile de faire le lien entre les races D’Man et
Lacaune pour la mutation FeclLt, ou Belle lle et Noire du Velay pour la mutation FecXV, certaines
données de diversité génétique aident a mieux comprendre que les races de massifs localisées dans
le centre de la France comme la Lacaune, la Noire du Velay et la Blanche du Massif Central puissent
partager les mémes mutations. En effet, la Figure 63 représente la structure phylogénétique des
races domestiques de mouton en France en deux groupes principaux, ceux d’origine de la voie de
domestication Nord et ceux d’origine de la voie Sud (Rochus et al., 2018). Les races de massifs que
j’ai étudiées (NVE, LAC et BMC, Figure 63) ont une origine méridionale et semblent appartenir a un
méme ensemble phylogénétique qui laisse penser que les mutations identifiées auraient une méme
origine ancestrale antérieure a la création de ces trois races, mais qui reste a démontrer.

En ce qui concerne la mutation FecX®, la relation phylogénétique entre la race de massif
Grivette et la race nordique Mouton Vendéen est moins évidente et encore moins avec les races
espagnoles Rasa Aragonesa, Ovella Galaga ou encore Romanov, d’origine russe. Entre les races
Grivette et Mouton Vendéen, la mutation FecX®" pourrait trouver son origine dans la population
Mouton Vendéen plut6t que dans la race Grivette, ou elle a été identifiée. En effet, la fréquence de
la mutation de 5 % est relativement importante dans la race Mouton Vendéen qui n’est pas
particulierement sélectionnée pour la prolificité. De plus, des béliers Moutons Vendéens sont
utilisés régulierement en croisement terminal par les éleveurs Grivette dans le but d’améliorer les
gualités bouchéres des agneaux.

En partant de la simple hypothése que certaines femelles, issues de ces croisements, aient
été conservées pour les renouvellements et du fait qu’un male porteur d’'une mutation sur le
chromosome X la transmet a toutes ces filles, la mutation a pu se propager dans les troupeaux
Grivette qui sont sélectionnés pour la prolificité. La découverte de FecX®" dans la race rustique
nordique Flemish pourrait favoriser I’'hypothése de I'origine de cette mutation dans la race Mouton

Vendéen classée aussi parmi les races du Nord (Figure 63).
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Au final, et pour tenter de répondre a la question de I'origine de ces mutations, il pourrait
étre envisagé le séquencage de génome complet d’animaux porteurs des mémes mutations dans
les différentes races de facon a visualiser la longueur des haplotypes locaux porteurs des alléles
mutés et ainsi pouvoir hiérarchiser dans le temps les races entre elles, sur le principe que plus
I"'haplotype est court, plus la mutation est ancienne, son environnement local ayant subi plus de

recombinaisons au cours des générations.

B. Robustesse de 'effet prolifique des mutations dans différentes

populations

En dehors du questionnement sur I'origine et la diffusion de ces mutations entre races, la
présence d’'une méme mutation dans des fonds génétiques différents pose la question de la
robustesse de son effet sur la prolificité. Les nombreux programmes d’introgression de la mutation
Booroola, FecB? pour améliorer la prolificité de races peu prolifiques montrent bien I'efficacité de
cette approche (Walkden-Brown et al., 2009). A titre d’exemple, la mutation a été introgréssée avec
succes dans la race Deccani permettant ainsi d’augmenter la taille de portée moyenne a 1,2 agneau
chez les brebis B/+ contre 0,9 chez les +/+. De la méme facon, des croisements entre les races Garole
et Malpura (porteuse de FecB?) ont permis d’augmenter le taux de sevrage en plus de la prolificité.
La productivité de ces brebis croisées est améliorée grace a des poids plus élevés de leurs agneaux
a la naissance, au sevrage et a 6 mois.

Dans les populations étudiées dans cette thése j’ai pu avoir accés a deux niveaux
d’échantillonnages pour estimer la fréquence et |'effet sur la prolificité des mutations découvertes.
Dans un cas, mes résultats se basent sur les génotypages et les données de tailles de portée d’une
a quelques centaines de brebis ne me permettant de comparer que des données brutes. Dans |'autre
cas, j’ai pu réaliser un a plusieurs milliers de génotypages et collecter les performances de prolificités
associées permettant d’appliquer des modeles de corrections statistique des données pour
approcher les estimations les plus réalistes possibles de I'effet de ces mutations.

Dans le cas des petits effectifs, toutes les données obtenues mériteraient d’étre confortées
par l'acquisition de génotypes supplémentaires. Néanmoins, avec les données acquises, j'ai pu
observer que la mutation FecX®" qui ségrége en Rasa Aragonesa augmente la
prolificité de +0,41 agneau par mise-bas ce qui est comparable a 'effet estimé apres correction des
effets d’environnement de +0,30 en Mouton Vendéen (Article 1; Chantepie et al., 2018). Ces

chiffres sont difficilement comparables a ceux disponibles en race Grivette qui portent sur un
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Figure 64: Conservation des acides aminés de la protéine BMP15 entre les positions p.83-163 de plusieurs espéces.




effectif un peu biaisé, avec +0,1 pour la premiére copie de l'allele et +0,58 pour la seconde copie
(Demars et al., 2013). Un effet comparable d’environ +0,30 agneau par mise -bas est également
retrouvé pour la mutation FecGt que ce soit en race Martinik Black Belly ou en race Santa Inés (Silva
et al., 2010).

Dans le cas ou j’ai pu travailler sur de grands effectifs, et calculer un effet corrigé pour les
conditions d’environnement, j’ai pu observer que la mutation Fecl! avait un effet trés proche de
+0,42 agneau par mise-bas en Noire du Velay (Article 1 ; Chantepie et al., 2018); Article 2, Chantepie
et al. Soumis) et +0,47 en Lacaune (Martin et al., 2014). Cet effet assez fort de la mutation Fecl’ se
maintient a +0,3 agneau par mise-bas en race D’Man dans des conditions climatiques et d’élevages
certainement moins favorables qu’en France pour I'expression du caractere de prolificité (Ben
Jemaa et al., 2018). Pour la nouvelle mutation FecX" présente en races Noire du Velay et Blanche
du Massif Central, la encore son effet est identique (+0,20 agneau par mise-bas) pour les deux races.
Je peux difficilement estimer son effet dans la race Belle-lle a petits effectifs, par une variabilité
importante entre élevages et un manque d’enregistrement de taille de portée. Cependant, la
comparaison des moyennes brutes entre porteuses et non porteuses de FecX" donne également un
effet de +0,20 agneau par mise-bas.

L’ensemble de ces données montrent bien la « robustesse » des effets de ces mutations de
prolificité quel que soit le fond génétique et ouvre des perspectives pour I'introgression de ces

mutations dans des populations peu prolifiques qui souhaiteraient progresser sur ce caractere.

C. Impact fonctionnel des nouvelles mutations découvertes dans

BMP15

1) FecX®— Mutation Causse du Lot

Lors de ma recherche d’'une mutation pouvant expliquer la prolificité extréme de certaines
brebis en race Causse du Lot, j'ai identifié un nouveau polymorphisme ¢.395C>T dans 'ADNc de
BMP15 non référencé dans les bases de données SNP. L’alléle variant T que j’ai nommé FecX¢, induit
une substitution d’une alanine par une valine en position 132 sur la séquence de la protéine
(p.A132V). Ce changement se fait entre deux acides aminés a chaine latérale hydrophobe proches
en structure qui laisserait penser a un impact minimal de la substitution sur la fonction de BMP15.
Cependant, la position de I'alanine et des autres acides aminés qui I’entoure apparait conservée

entre especes (Figure 64).
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Figure 65: Prédiction des mutations FecX sur I'effet fonctionnel de la protéine BMP15 par PolyPhen-2.

Le curseur noir indique la force de I'effet de dommage présumé sur la fonction de la protéine pour le SNP, évalué a l'aide du
prédicteur HumDiv.



De plus, I'utilisation de I'outil bio-informatique PolyPhen-2
(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) pour la prédiction d’effet fonctionnel des SNP indique une
forte probabilité d’altération de la fonction de BMP15, a 'image de celle observée pour toutes les
autres mutations causales connues dans BMP15 (Figure 65). Néanmoins, cette mutation ne semble
pas étre associée a une augmentation de la prolificité dans la race Causse du Lot. Le faible nombre
d’animaux génotypés (une centaine) et le manque d’information de paternité enregistrée dans la
base de données OVALL qui pourrait nous permettre de déduire facilement des filles porteuses
hétérozygotes a partir de males porteurs, ne m’a pas permis de conclure sur l'effet de ce
polymorphisme. Il faudrait donc avoir acces a une cohorte de renouvellement comme ce que j'ai
fait pour les races Mouton Vendéen ou Blanche du Massif Central, pour estimer réellement I'effet
de FecX®. Cependant, la population Causse du Lot est la plus grosse population ovine allaitante en
France (26500 brebis en contréle de performance,(IDELE, 2019) ce qui nécessiterait prés de 5000
génotypages (20% de |'effectif de brebis). Avant de lancer un tel chantier de prélévement
d’échantillons, il serait souhaitable de contréler fonctionnellement I'impact de FecX¢ par une
approche d’expression de protéine recombinante dont on testerait la capacité de synthése et de
production comme pour FecX* (Bodin et al., 2007) et/ou 'activité de signalisation cellulaire in vitro
via les protéines SMADs comme ce qui a été réalisé au laboratoire pour les mutations FecX®" et FecX®
(Demars et al., 2013).

FecXC est située dans le pro-domaine de BMP15. Ce n’est pas la seule mutation découverte
ayant un effet sur la prolificité située dans le pro-domaine de BMP15, mais c’est la seule qui
n’entrainant qu’une substitution d’acide aminé. En effet, toutes les autres mutations causales du
pro-domaine, FecX®, FecX® ou FecX®?" entrainent |’apparition prématurée d’un codon stop, avec ou
sans changement préalable du cadre de lecture qui empéche la production de la protéine et de son
peptide mature (Hanrahan et al., 2004; Lassoued et al., 2017; Martinez-Royo et al., 2008). Il faut
envisager que FecX® soit un polymorphisme n’ayant pas d’influence sur I'activité de BMP15 et par
voie de conséquence sur le fonctionnement de l'ovaire et la prolificité. Ainsi, la délétion d’une
leucine en position 10 dans le pro-domaine de BMP15 repérée dans différentes races ovines n’est

pas associée a la prolificité (Demars et al., 2013; Hanrahan et al., 2004; Lassoued et al., 2017).
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Figure 67 : Représentation 3D de la protéine BMP15 et localisation de la mutation
p.Q303K.



2) FecX”— Mutation lle de France

Apres I'échec de la recherche dans la population francaise d’lle-de-France de la mutation
FecG" identifiée au Brésil, j’ai identifié chez des béliers avec un index de prolificité élevé un nouveau
polymorphisme ¢.907C>A dans I’ADNc de BMP15, lui aussi, non référencé dans les bases de données
SNP. L’alléle variant A nommé FecX”, induit sur la protéine une substitution non-conservative dans
le domaine mature de BMP15 (p.Q303K) qui change une glutamine (polaire et non chargée) en
lysine (polaire et chargée positivement). Cette mutation localisée dans un domaine trés conservé
entre especes (Figure 66), est prédite avec une forte probabilité d’altération de la fonction de
BMP15 par I'outil bio-informatique PolyPhen-2 (Figure 44 page 61). En effet, la glutamine 303 est
située a I'extrémité d’'une des deux boucles de feuillets beta (Figure 67) qui seraient en interaction
avec les récepteurs de type 1 et 2 d’aprés les modélisations de structures tridimensionnelles
(Mottershead et al., 2015 ; Figure 67). De la méme fagon que ce que j'ai proposé précédemment
pour FecXS, il faudrait développer un test d’expression et d’activité in vitro pour confirmer cette
altération fonctionnelle présumée de BMP15 qui pourrait passer par une moindre affinité pour les
récepteurs BMPR1B et BMPR2, se traduisant par une baisse ou perte d’activité de signalisation via
les protéines SMADs.

Contrairement a FecXS, pour laquelle j’ai des doutes sur sa causalité, la mutation FecX” est
associée a une augmentation de la prolificité estimée a +0,13 agneau par mise-bas et laisse donc
bien penser que I'activité biologique de BMP15 pourrait étre affectée. Cependant, I'effet observé
sur les moyennes brutes de prolificité entre les génotypes FecX*/FecX* et FecX*/FecX est peu
important en comparaison des autres mutations du géne BMP15, de +0,3 avec FecX®" a +1,0 avec
FecX® (Tableau 5 page 47). Cette observation pourrait suggérer un effet relativement modéré de
FecX sur I'activité biologique de BMP15. De plus, n’ayant pas trouvé de brebis homozygotes
porteuses de FecX”, je ne peux pas conclure sur la possible stérilité de ces brebis qui aménerait un
argument fonctionnel supplémentaire. Il est donc nécessaire de génotyper un plus grand nombre
d’animaux de la population lle-de-France afin de mieux estimer I'effet de FecX’ et aussi de
génotyper plus spécifiquement des agnelles issues de croisements entre brebis et béliers porteurs

de la mutation pour attribuer un phénotype aux brebis homozygotes.
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3) FecX" — Mutation Noire du Velay

La découverte et le génotypage de la mutation Fecl' dans la population Noire du Velay m’a
permis d’apporter une partie de I’explication du déterminisme génétique de la prolificité dans cette
race. Cependant, j’ai pu observer des animaux hautement prolifiques parmi les brebis non porteuses
de Fecl!. En étudiant ces brebis, j’ai pu apporter un élément supplémentaire a ce déterminisme
génétique en mettant en évidence la mutation FecX" issue d’'un SNP en amont du géne BMP15. A la
différence des 9 autres mutations causales publiées du géne BMP15, la mutation FecX" n’est donc
pas située dans le cadre de lecture du géne BMP15 et n’altére pas sa séquence protéique, posant
ainsi la question de son roéle fonctionnel pour tenter d’expliquer I'augmentation associée de
prolificité de +0,2 agneau par mise-bas.

La littérature offre peu d’exemples de polymorphismes des génes de prolificité en dehors de
la séquence codante de ces génes et associés a un phénotype. Le premier est celui de la mutation
de prolificité Fecl' située dans l'intron 7 du géne B4GALNT2 et associée & une surexpression
ectopique de ce géne dans les cellules de la granulosa des follicules des brebis mutées (Drouilhet et
al., 2013).

Si le mécanisme moléculaire précis du mode d’action de cette mutation sur la régulation de
I'expression de B4GALNT2 n’est pas encore connu, japporterai des éléments supplémentaires
guant a ses conséquences sur I’endocrinologie dans la seconde partie de cette these.

Concernant BMP15, un SNP situé dans la partie 5’UTR (c.-9C>G) est associé avec certaines
formes d’insuffisances ovariennes précoces (Dixit et al., 2006), mais également avec un syndrome
d’hyperstimulation ovarienne induite par les traitements gonadotropes chez la femme (Morén et
al., 2006). L’hypothése avancée de I'action de ce SNP serait sur I'expression ovocytaire du gene
BMP15, via une augmentation de la capacité de fixation d’un facteur transcriptionnel, PITX1 dans
cette région promotrice du géene (Fonseca et al., 2014). D’autres indications indirectes sur
I'importance de la régulation transcriptionnelle des génes de prolificité, sans relation avec des
polymorphismes génétiques, montrent que I'accumulation des ARNm de BMP15 et GDF9 est réduite
dans les follicules primordiaux, primaires et secondaires chez des patientes atteintes d’un syndrome
des ovaires polykystiques SOPK (Wei et al., 2014). De plus, le rapport d’expression entre BMP15 et
GDF9 semble étre un déterminant important du caractére mono ou poly-ovulant d’'une espéce
(Christoforou and Pitman, 2019; Crawford and McNatty, 2012). Ces éléments sont autant
d’arguments pour penser que la mutation FecX" pourrait agir via un mécanisme de régulation de
I'expression ovocytaire du gene BMP15 chez la brebis. In vitro, j'ai pu déterminer par une analyse

de transcription/traduction que FecX" ne semblait pas impacter la capacité de transcription puis de
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Figure 69 : Position du site consensus de liaison des facteurs LHX8, NOBOX, PTIX1 et TBP en regard de la
mutation FecX".

Le début de la région traduite du géne BMP15 est représenté en bleu. La position de la mutation FecX” est annoté
par une fleche rouge. La fleche grise représente le site de liaison des facteurs LHX8, NOBOX et PTX1 et TPB : TATA-
binding protein.

Sonde libre +/+ N/N

Figure 68: Retard sur gel d’un fragment de PCR incluant FecX" en présence d’extraits
nucléaires ou cytoplasmiques de cellules CHO.

1 et 4: sondes libres; 2 et 5 en présence d’extraits nucléaires, 3 et 6 en présence
d’extraits cytoplasmiques



traduction a partir de ’ADNc de BMP15. En revanche, lorsque la partie promotrice de BMP15 (entre
-743 et -11pb en amont de I'ATG) contréle I'expression d’un gene rapporteur luciférase, il apparait
que FecX" a une action inhibitrice de cette activité. La encore, la littérature est assez pauvre
concernant les sites de liaison des facteurs de transcription qui pourraient agir au niveau du
promoteur de BMP15. Des sites consensus de liaison des facteurs LHX8, NOBOX et PITX1 ont été
repérés au niveau du promoteur du gene BMP15 porcin mais seul le site LHX8 semble avoir un réle
fonctionnel (Wan et al., 2015). Par homologie de séquence, j'ai replacé ces sites sur la séquence
promotrice ovine (Figure 69), mais ils sont a distance de la position de FecX". En utilisant par la suite

le logiciel Genomatix et son outil MatInspector (https://www.genomatix.de) la seule hypothése

d’action de FecX" pourrait étre une altération d’une séquence de type TATA-box
(TTAAATA>TTATATA) pour la fixation potentiel de TBP (TATA-binding protein), le facteur crucial
d’initiation de la transcription chez les eucaryotes (pour revue, Kramm et al., 2019; Figure 69).
Malheureusement, par une approche d’incubation d’extraits nucléaires de cellules CHO (Chinese
Hamster Ovary) avec le fragment de promoteur de BMP15 portant ou non FecX", puis de
visualisation d’un retard de migration sur gel d’acrylamide, je n’ai pas pu démontrer la fixation de
protéines nucléaires sur ces fragments (Figure 68).

Cependant, par l'approche de RT-qPCR sur des ARN extraits des ovocytes de brebis
homozygotes porteuses et non porteuses de FecX", j’ai pu montrer une accumulation deux fois plus
faible des ARNm de BMP15 chez les brebis mutées, laissant penser que FecX" pourrait agir
négativement sur I'expression ovocytaire in vivo de BMP15, sans affecter celle de GDF9. Cette
observation au niveau des ARN pourrait étre vérifiée au niveau protéique par une approche de
western blot sur les liquides folliculaires qui accumulent BMP15 et GDF9 (Heath et al., 2017).
Néanmoins, I'analyse statistique de cette différence en ARN n’est pas significative au seuil de 5%.
En effet, pour des raisons logistiques de disponibilité d’achats d’animaux dans les élevages, j'ai dQ
cumuler des données assez variables dans les deux races Noire du Velay et Blanche du Massif Central
pour obtenir des effectifs de 5 brebis pour chaque génotype. De fagon a vraiment conforter cette
tendance dans une seule race, il faudrait utiliser soit des brebis hétérozygotes disponibles en
nombre plus important, mais avec le risque d’un effet différentiel moindre, soit de générer nous-
méme en installation expérimentale les brebis homozygotes porteuse de FecX". Nous n’avions pas
fait le choix de cette option a cause du délai nécessaire pour I'obtention de ce génotype chez des

brebis adultes avec un phénotype prolifique établi.
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Quoiqu’il en soit, 'ensemble des données que jai pu acquérir sur les conséquences
fonctionnelles de FecXM sur BMP15, m’aménent a penser que cette mutation, en agissant
négativement sur l'activité promotrice de BMP15 et en limitant son expression dans I’ovocyte, induit
une « perte de fonction », a I'image des autres mutations de prolificité dans BMP15, comme
mécanisme initiateur de régulation de l'activité ovarienne conduisant a I’hyperprolificité (Fabre et

al., 2006; Persani et al., 2014).
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Partie 2 — Caractérisation des conseqguences
physiologiques de la mutation FecL*

Dans la premiére partie des résultats de cette these, j’ai identifié la ségrégation de mutations
a effet majeur sur la prolificité dans de nombreuses populations ovines en France et en Europe.
Mais aprés cette phase de découverte, la gestion de ces mutations, dans les populations ou elles
ont été découvertes, est maintenant un enjeu majeur des schémas de sélection de ces races
allaitantes. Les organismes de sélection en charge de ces populations doivent prendre des décisions
guant a la prise en compte ou non de cette information génétique. Si tous les organismes de
sélection ont pour objectif d’atteindre, grace a la génétique, un optimum pour la rentabilité
économique des élevages, rares sont ceux qui incluent la gestion d’une mutation de prolificité. C'est
le cas du schéma de sélection OVIT-EST en race Lacaune allaitante, dont I'objectif est d’obtenir 50%
des agnelles de renouvellement porteuses hétérozygotes de la mutation prolifique FecL' (Martin et
al., 2014). Pour rappel, Fecl! a un effet sur la production de +0,47 agneau par mise-bas pour les
brebis hétérozygotes et les études technico-économiques réalisées indiquent une augmentation de
la marge brute de 12%, avec en moyenne un gain de revenu de 21€ par agnelage et par brebis (B.
Giral, directrice d’OVI-TEST, communication personnelle).

SiI'effet sur la prolificité est évident, OVI-TEST s’est associé avec le laboratoire d’accueil INRA
de cette thése dans le cadre du projet PIRRINOVI, afin de connaitre les effets connexes de Fecl* sur
d’autres parametres, permettant une gestion efficace d’un point de vue technique, économique et
environnemental des troupeaux par les éleveurs adhérents. Des résultats antérieurs a cette these
apportent quelques éléments, comme une fertilité améliorée des brebis porteuses de FecL!, mais
avec des agneaux dans leurs portées ayant un poids de naissance plus faible et une mortalité plus
élevée que les brebis non porteuses a taille de portée équivalente (Martin et al., 2014). De plus, les
profils hormonaux endogénes des hormones gonadotropes et de la progestérone sont impactés par
la présence de FecL' (Drouilhet, 2010).

Ainsi, dans le cadre du projet PIRINNOVI, mon second objectif de these était d’acquérir des
connaissances sur les effets de Ialléle de prolificité FecL' sur la mortalité et la croissance des agnelles
porteuses de la mutation, leur age a la puberté et leur fertilité sur cestrus naturel. De plus,
considérant le contexte réglementaire visant a réduire, voire a éliminer I'utilisation d’hormones a

usage vétérinaire, il était également important d'évaluer les interactions qui peuvent exister entre
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I'alléle prolifique Fecl® et I'utilisation de traitements hormonaux pour la synchronisation des cycles
oestriens en vue de I'Inséminations Animales (IA) trés utilisée dans le schéma de sélection OVI-TEST.
En effet, ces traitements (éponges intra vaginales de progestagéene et injection de PMSG, Pregnant
Mare Serum Gonadotropin) servent a la pratique de I'lA en contre-saison, en période d’anoestrus,

pour optimiser la fertilité et la prolificité, ainsi que pour I'utilisation de I'lA a temps fixe.

Pour répondre a cet objectif, je me suis appuyée d’une part sur le suivi depuis leur naissance
d’agnelles Lacaune en installation expérimentale INRA (numéro d'agrément C31-429-01 du
15/04/16 a I'expérimentation animale) et, lorsque c’était possible, sur des résultats collectés en
élevages commerciaux du schéma de sélection OVI-TEST. Pour la partie expérimentale, afin d’établir
des profils endocriniens, de nombreux résultats sont issus de dosages hormonaux décrits dans les
procédures expérimentales (PE 15), placées en annexe. L'ensemble des protocoles de cette partie
de la thése, faisant appel a des animaux expérimentaux, ont été approuvés par le comité d’éthique
en expérimentation animale n°115 et autorisés dans le projet « Déterminisme génétique de la
prolificité en races ovines » sous la référence 01171.02 du 25/04/16 (Ministére de I'Education

Nationale, de I'Enseignement Supérieur et de la Recherche).

|. Effet de Fecl’ de la naissance a la premiere
mise-bas

Quatre-vingt brebis Lacaune issues du schéma OVITEST (FecL*/FecL* n= 66 ; Fecl'/FecL* n=14)
ont été achetées dans deux élevages commerciaux, dans le but de générer des agnelles de
génotypes +/+ et L/+ au locus FecL par IA avec de la semence congelée de 8 béliers Lacaune (+/+ n=
2 ; L/+ n=6) ou, en monte naturelle avec un bélier L/L pour les retours en cestrus des brebis pour
lesquelles I'lA n’avait pas fonctionné. L'ensemble des animaux a été élevé au sein de I'installation
expérimentale du domaine de Langlade (INRA, Toulouse). Au bilan, 53 agnelles sont nées de ces
accouplements et j'ai sélectionné, sur la base du génotype, de la date de naissance et du pedigree,
43 agnelles (+/+ n=20; L/+ n= 23) afin de réaliser un suivi de leur croissance (une pesée tous les 14
jours) et de leur profil hormonal circulant (progestérone, FSH, AMH et inhibine A, une prise de sang

par semaine ou tous les 14 jours, PE 10) de leur naissance a leur premiére mise-bas.

112






Poids (kg)

\@ @ x
& ° e

) Q . N4
&8

Figure 70: Effet du mode de naissance sur le poids de naissance.
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Figure 71: Effet du génotype Fecl' par mode de naissance sur le poids de naissance.
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Figure 72:Croissance des agnelles entre 0 et 8 mois en fonction du mode de naissance.



Figure 73:Croissance des agnelles entre 0 et 8 mois en fonction de leur génotype au locus FecL.

Tableau 25 : GMQ 0-30 et 30-70 en fonction du génotype et du mode de naissance des agnelles Lacaune.

GMQ 0-30 (gr/j) GMQ 30-70 (gr/j)
Moyenne 266 (£ 80) 303 (£ 59)
+/+ 260 (+ 70) 299 (+ 57)
L/+ 271 (+ 59) 307 (+ 59)
Simple 270 (+ 81) 320 (+ 47)
Double 277 (£ 87) 302 (+ 65)
Triple et plus 231 (£ 71) 276 (£ 54)




A. Poids de naissance

Dans la Figure 70, sont représentées les moyennes des poids de naissance des agnelles en
fonction du mode de naissance (née simple, double ou triple et plus) indépendamment du génotype
de I'agnelle au locus FecL. Le mode de naissance a un effet trés significatif sur le poids a la naissance
(p < 0,0001). Les agnelles nées simples sont significativement plus lourdes que celles nées doubles
(p < 0,01) et que les nées triples et plus (p < 0,0001). De la méme facon, les nées doubles sont
significativement plus lourdes a la naissance que les nées triples et plus (p < 0,01). Néanmoins, le
génotype des agnelles au locus FecL n’influence pas le poids de naissance, quel que soit le mode de

naissance (Figure 71).

B. Croissance et Gain Moyen Quotidien (GMQ)

Au cours des deux premiers mois de la vie de I'agneau, |'alimentation lactée constitue
I’essentiel de sa ration et dépend des qualités maternelles de sa mére. On remarque que les agnelles
nées simples sont toujours plus lourdes jusqu’a I’age de 4 mois (p < 0,0001), mais que les courbes
des agnelles nées doubles ou triples et plus se confondent (Figure 72). A partir de 4 mois, les agnelles
les plus lourdes ont été placées au paturage. A cause de la transition alimentaire, nous avons
observé une perte de poids due a des diarrhées. Les nées simples sont plus particulierement
touchées car elles faisaient toutes, ou presque, partie de ce lot. Aprés I'age de 4 mois, plus aucune
différence sur le poids n’est observée entre les modes de naissance.

Comme pour le poids de naissance, le génotype des agnelles n’a pas d’effet sur la courbe de
croissance jusqu’a 8 mois d’age (Figure 73).

L'indicateur GMQ (Gain Moyen Quotidien) est tres utilisé en élevage afin de valider que la
croissance des agneaux se déroule de fagon optimale et permet d’anticiper la vente des agneaux
pour la commercialisation de la viande. Le GMQ 0-30 jours permet de mesurer la qualité laitiére de
la brebis alors que le GMQ 30-70 jours permet d’estimer la précocité de croissance de I'agneau.
Dans le cadre de ce protocole, nous avons obtenu les résultats présentés dans le Tableau 25.

Il 'y a aucune différence en ce qui concerne le GMQ que ce soit en fonction du génotype
des agnelles ou de leur mode de naissance. Les valeurs obtenues pour le GMQ 30-70 sont similaires
a la seule donnée que I'on peut retrouver en élevage pour les jeunes males Lacaune nés simples de

335 gr/jour (Loywyck et al., 2019).
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Figure 74: Evolution du poids en fonction du mode d'allaitement chez les agnelles nées multiples.
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Figure 75: Dosage de P4 en fonction du génotype au locus L chez des agnelles Lacaune entre 0 et 8 mois.
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Figure 76: Dosage de P4 en fonction du génotype au locus L et de la précocité, chez des
agnelles Lacaunes entre 0 et 8 mois.
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Tableau 26: Dosage de P4 pour chaque agnelle Lacaune.
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En bleu, les agnelles +/+ au locus L. En orange, les agnelles L/+. Les dosages surlignés sont supérieurs a
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Je me suis également intéressée a I'effet de I'allaitement artificiel sur I’évolution du poids
des agnelles. Au moment des naissances, nous avons fait le choix pour les portées triples et plus de
ne pas laisser tous les agneaux sous leur mere. Les agnelles les plus lourdes sont restées avec leur
mere afin de garder des portées homogenes. Les agnelles les plus Iégéres ainsi que les males ont
été mis a I'allaitement artificiel. L’allaitement artificiel consiste a remplacer le lait de la mére par un
aliment commercial distribué par un nourrisseur robotisé appelé « louve ». Comme nous pouvons
le voir dans la Figure 74, jusqu’a 4 mois les agnelles nées multiples restent plus légéres a
I'allaitement artificiel que celles, nées simples ou multiples, restées sous la mere. Cependant, une
fois la phase de transition alimentaire terminée, passant d’une ration essentiellement lactée a une
alimentation a base de fourrage et concentré, la différence n’est plus significative. Aucun effet du

génotype sur la croissance en fonction du mode d’allaitement n’a pu étre mis en évidence.

C. Mise en place de la puberté

Chez les agnelles Lacaune, la puberté en saison est atteinte vers I’age de 6 mois. J’'ai mesuré
la concentration circulante en progestérone (P4) a partir des prélevements sériés de plasma entre
2 et 8 mois d’age, afin de couvrir la période de mise en place de la puberté. J'ai considéré qu’un
événement d’ovulation a lieu lorsque la concentration en P4 dépasse le seuil de 0,5-0,6 ng/ml. Les
différents profils de P4 en fonction du génotype au locus Fecl sont représentés dans la Figure 75.
Les agnelles +/+ ont une concentration plasmatique de P4 stable et trés inférieure au seuil jusqu’a
I’age de 5 mois. La moyenne d’age a la premiére ovulation, approchée par le dépassement du seuil,
est de 6,2 = 0,6 mois et les agnelles +/+ démarrent un rythme cyclique d’ovulation (Tableau 26). Le
profil en P4 des agnelles L/+ est différent. On observe rapidement une augmentation de la
concentration plasmatique de P4 entre 3 et 4 mois qui dépasse le seuil de 0,6 ng/ml une premiere
fois, puis une seconde fois au méme age que les agnelles +/+ vers 5 mois et demi. La moyenne d’age
de la premiére ovulation pour les agnelles L/+ est de 5,2 + 1,3 mois et cet dge a la puberté est
significativement plus précoce d’un mois que les agnelles +/+ (p>0,001).

En observant plus précisément le Tableau 26, on distingue deux groupes parmi les agnelles
L/+. Le premier représente les agnelles « précoces», qui au vu de leur profil de P4, doivent présenter
des événements d’ovulation précoces. Le second groupe, semble se comporter de fagon similaire
aux agnelles +/+. En réalisant cette distinction représentée sur la Figure 76, les agnelles L/+
« précoces » commencent leur puberté des I'dge de 3,9 £ 0,3 mois et nous pouvons observer des
cycles cestriens réguliers par la suite (Tableau 26). Les autres agnelles L/+ commencent leur puberté

al'age de 5,9 £ 0,5 mois soit environ 3 semaines avant les +/+ (Figure 76).
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Figure 77: Courbes générales de I'AMH et de la FSH entre 0 et 6 mois chez des agnelles Lacaune.

Figure 78: Evolution de la concentration plasmatique de FSH entre 0 et 6 mois chez des agnelles Lacaune +/+ et L/+

* 1 p<0,05; **:p<0,01 ;*** : p<0,001

Figure 79:Evolution de la concentration plasmatique d'AMH entre 0 et 6 mois chez des agnelles Lacaune +/+ et L/+



On remarque qu’aucune agnelle +/+ n’est précoce, alors que la moitié des L/+ le sont (précoces : n=
10; normales: n=13; Tableau 26). Aucune des agnelles n’est pleine sceur parmi les agnelles
précoces, certaines sont cependant demi-sceurs par le pere.

Pendant la période de mise en place de la puberté, j'ai réalisé le dosage d’autres hormones,
FSH, AMH et inhibine A (PE 15). Ces choix ont été dictés par plusieurs éléments, comme leur
importance dans le fonctionnement ovarien, des données de la littérature assez limitées pour leur
profil de sécrétion au cours des premiers mois de vie chez les agnelles, et des éléments laissant
penser que linhibine A est la cible directe de la mutation Fecl! (Drouilhet et al., 2013).
Indépendamment du génotype, le profil de sécrétion de la FSH dans la circulation sanguine montre
une concentration de 0,5 a 1 ng/ml a la naissance, suivie de deux augmentations sous forme d’un
premier pic de sécrétion atteignant 1,5-2 g/ml a 1 mois puis un second a 3 mois environ. La
concentration revient a son niveau « naissance » entre et apreés ces événements (Figure 77).

Concernant 'AMH, son profil de sécrétion pendant cette période est différent. Indétectable
a la naissance, I’AMH voit sa concentration augmenter pour atteindre un maximum a 300-350 pg/ml
en moyenne vers |'age de 2 mois. Cette concentration redescend ensuite pour se stabiliser entre 50
et 100 pg/ml. De fagon marquante le moment de ce pic d’AMH se situe entre les deux pics de FSH
(Figure 77). L’inhibine A, apres une légere diminution apres la naissance, montre, comme la FSH,
un profil avec deux pics de sécrétion atteignant 10 a 15 ng/ml pendant cette période de mise en
place de la puberté. Dans les deux cas, ces pics sont décalés de quelques semaines suivant les pics
de FSH (Figure 77).

Si I'on détaille les profils de ces trois hormones en fonction du génotype au locus FecL et en
tenant compte de la précocité de la puberté observée chez certaines agnelles L/+, il apparait que le
profil de FSH n’est pas différent entre ces différentes catégories d’agnelles (Figure 78). En revanche,
j’ai pu observer un effet significatif de la mutation FecL’ sur les concentrations circulantes d’AMH et
d’inhibine A (Figure 79 et Figure 80). En effet, les agnelles L/+ ont en moyenne 3 fois moins d’AMH
circulante que les agnelles +/+, en particulier au moment du pic (p < 0,001, 28-70 jours). La
concentration plasmatique reste néanmoins plus basse méme apres le pic, entre 3 et 6 mois (Figure
79). Au sein du génotype L/+, le profil d’AMH n’est pas différent quelque soit la précocité a

d’ovulation des agnelles.
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* 1 p<0,05; ** : p<0,01

Figure 80: Evolution de la concentration plasmatique d'InhA entre 0 et 6 mois chez des agnelles Lacaune +/+ et L/+
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Figure 81: Détection de I'cestrus par les béliers en pourcentage cumulé chez des agnelles Lacaune +/+ et L/+.

Tableau 27 : Résultats de la mise a la reproduction naturelle des agnelles Lacaune +/+ et L/+.

Génotype Taux de gestation r.jjité  Prolificité

" 75% 75% 1.63

100% 95.6% 2.22
L+
(P<0.05) (P=0.08) (P<0.005)



La concentration moyenne d’inhibine A tend a étre plus faible chez les agnelles L/+ (p=0,06). Cette
différence est plus particulierement marquée au moment de I'augmentation de concentration pour
le premier pic et apres le second pic (Figure 80; p < 0,05). Comme pour I’AMH, il n’y a pas de
différence de concentration d’inhibine A circulante entre les agnelles L/+ « précoces » et celles qui

ne le sont pas.

D. Premiere mise a la reproduction, cestrus, fertilité et prolificité

naturelle

Le groupe de 43 agnelles a été placé a la reproduction a I’age de 8 mois en monte naturelle
en présence de deux béliers équipés de harnais marqueurs. Elles étaient réparties en deux lots
(indépendamment du génotype au locus Fecl) et les béliers ont été changés de lot toutes les
semaines afin d’éviter les préférences d’interaction. Les males ont été mis au contact des femelles
pendant 8 semaines afin de couvrir plusieurs cycles cestriens complets pour toutes les brebis.
L’enregistrement des marquages des chevauchements, traduisant les moments d’cestrus des brebis,
a été réalisé de facon journaliere.

Concernant le comportement d’cestrus, aucune influence du génotype n’a été mise en
évidence, méme au cours de la premiére semaine (p = 0,47). A la fin de la période de lutte, 80% des
agnelles +/+ et 87% des agnelles L/+ ont présenté un comportement d’cestrus (Figure 81).

Un mois apres les premiers marquages par les béliers, un diagnostic de gestation a été réalisé
par échographie (F. Rialand, CRYOPIC, Terre Ovine) et réitéré 2 fois, 15 jours apres le premier
diagnostic, puis 3 mois aprés le second. A I'issue du diagnostic, le taux de gestation apparait
significativement supérieur pour les agnelles L/+ comparé aux agnelles +/+ (100% vs 75%, p < 0,05;
Tableau 27). Aprés les mises-bas, j'ai pu observer que le taux de fertilité (nombre de brebis ayant
mis bas/nombre de brebis mises a la reproduction) pour les L/+(95,6%) tend a étre supérieur a celui
des +/+ (75%, p=0,08, test exact de Fischer ; Tableau 27). La prolificité moyenne est de 1,63 en
absence de la mutation Fecl' et de 2,22 chez les agnelles hétérozygotes, soit une augmentation de

la taille de portée de +0,59 agneau (p < 0,005 ; Tableau 27).
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a PMSG

Comme indiqué dans la partie introductive de cette partie des résultats, je souhaitais en lien

II. Effet de Fecl! sur la sensibilité a

avec OVI-TEST évaluer les interactions qui peuvent exister entre l'allele prolifique Fecl: et
l'utilisation de traitements hormonaux pour la synchronisation des cycles cestriens en vue des
inséminations animales (IA). En effet, il apparait que FecL' est associé a un gain de 11% de fertilité a
I'lA des brebis Lacaune du schéma de sélection OVI-TEST (Martin et al. 2014). Le protocole
classiquement utilisé en élevage se base sur la synchronisation du cycle cestrien des brebis par une
éponge intravaginale de fluogestone (20 mg) pendant 14 jours puis une injection de PMSG (ou eCG)
a la dose moyenne de 450 Ul au retrait de I’éponge (cette dose peut varier en fonction des élevages
de 300 a 600 Ul). L'insémination est réalisée 55h aprés l'injection de PMSG. Dans cette partie
concernant I’hypothése de 'effet de Fecl' sur la sensibilité des brebis a la PMSG, je détaillerai d’une
part les résultats obtenus en installation expérimentale INRA et d’autre part, en élevage commercial
sur un plus grand nombre d’animaux. Dans les deux cas, j'ai comparé I'absence de traitement avec

I'utilisation de deux doses différentes de PMSG, 250 et 450 Ul (PE 13).

A. En élevage expérimental INRA

Pour cette étude, je me suis appuyée sur |'utilisation de 60 brebis Lacaune (43 agnelles du
protocole précédent et 17 de leur mere) réparties en 3 lots homogenes (en age et en génotype au
locus Fecl) que j'ai utilisés dans 3 procédures consécutives différentes, « profils hormonaux »,

« dénombrement des ovulations » et « insémination animale ».
1) Profils hormonaux de réponse a la PMSG

Afin d’établir les profils endocriniens de réponse au traitement par la PMSG (0, 250 ou 450
Ul) pour certaines hormones (LH, FSH, progestérone, AMH et Inhibine A), nous avons réalisé des
prises de sang a interval régulier a partir du retrait de I’éponge intravaginale de fluogestone laissée
14 jours. D’abord toutes les 6h durant les 36 premiéres heures, puis, toutes les 4h durant les 36h
suivantes et enfin 1 fois par jour sur les 4 jours suivants (PE 11). Une endoscopie a été réalisée 7

jours apres l'injection de PMSG afin de dénombrer le nombre de corps jaunes (PE 14).
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Figure 82: Evolution des concentrations plasmatiques de LH au cours d'un cycle oestrien synchronisé chez les brebis Lacaune.

* : p<0,05

Figure 83: Evolution des concentrations plasmatiques de FSH au cours d'un cycle cestrien synchronisé chez les brebis Lacaune
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Figure 84:Evolution de la concentration plasmatique d’AMH au cours d'un cycle cestrien synchronisé chez les brebis Lacaune.



*:p>0,05; **: p<0,01

Figure 85:Evolution de la concentration plasmatique de InhA au cours d'un cycle cestrien synchronisé chez les
brebis Lacaune +/+ et L/+.

Figure 86 : Evolution de la concentration plasmatique de P4 au cours d'un cycle cestrien synchronisé
chez les brebis Lacaune +/+ et L/+.
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Figure 87 : Effet dose de PSMG sur la LH en fonction des génotypes sur le moment du pic de LH chez des brebis
Lacaune +/+ et L/+.



Dans un premier temps, j’ai réalisé les analyses sur les profils circulants de la LH de facon a
déterminer le moment du pic préovulatoire pour chaque brebis. Suite a cette analyse et confortée
par les endoscopies, jai retiré des analyses suivantes deux brebis n’ayant pas ovulé sur le cycle
induit étudié (n° 50040 : +/+, lot 250 Ul et n°® 72487 : L/+, lot O Ul).

Je me suis intéressée tout d’abord a l'impact du génotype au locus Fecl sur le pic
préovulatoire de LH en absence de traitement par la PMSG. La concentration basale de LH pendant
les 24 premieres heures de la phase folliculaire et lors du pic préovulatoire sont significativement
plus faibles chez les brebis L/+ (Figure 82 et Tableau 28). Les brebis L/+ tendent par ailleurs a avoir
le pic de LH avancé de 5 a 6h par rapport aux brebis +/+ (p = 0,08), retrouvant les observations faites
avec des brebis L/L (Drouilhet et al., 2010). De fagon a faciliter I'interprétation des profils, j’ai ensuite
présenté les résultats de dosages plasmatiques de FSH, d’inhibine A et d’AMH calés sur le moment
du pic de LH propre a chaque brebis (sous forme d’intervalle).

Les données de concentration circulante de FSH (ANOVA a 2 facteurs, temps et génotype)
ne montrent pas d’effet du génotype en absence de PMSG, que ce soit en phase folliculaire ou au
moment du pic de LH (Figure 83). Seule la concentration en FSH au moment du pic « rebond » 12 a
16h apres le pic de LH apparait significativement plus élevée chez les brebis +/+ (p<0,05 ; Figure 83).
Dans cette période autour du pic de LH, la concentration en AMH reste assez stable, et elle est
significativement inférieure chez les brebis L/+, confirmant les résultats observés avant la puberté
(Figure 84). Globalement, la concentration en inhibine A durant cette période du cycle est elle aussi
significativement plus faible chez les brebis L/+.

Cependant, les profils de sécrétion apparaissent tres différents entre les deux génotypes (Figure 85)
au moment du début de la phase folliculaire. Dans les premieres 24 heures, I'inhibine A chute chez
les brebis L/+, alors qu’elle augmente chez les brebis +/+.

En phase lutéale, la sécrétion de progestérone augmente plus rapidement chez les L/+, mais
la concentration moyenne durant la phase lutéale n’est pas différente entre les génotypes (Figure
86). Les concentrations sont tres faibles, a la limite de détection par le dosage.

En présence de PMSG, comme on peut le voir sur la Figure 87, 'administration de 250 ou
450 Ul a pour conséquence d’avancer le pic de LH des brebis +/+ pour le faire coincider avec celui
des brebis L/+ non traitées aux alentours de 40 heures aprés le retrait de I'éponge de fluogestone.
Par comparaison, le traitement PMSG n’a pas d’influence sur le moment du pic de LH, mais la

concentration circulante reste significativement inférieure chez les brebis L/+ (Tableau 28).
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Figure 88 : Effet dose de PMSG sur la FSH en fonction du génotype sur le moment du pic de LH
chez des brebis Lacaune +/+ et L/+.

Figure 89 : Effet dose de PMSG sur ’AMH en fonction du génotype sur le moment du pic de LH
chez des brebis Lacaune +/+ et L/+.

Figure 90 : Effet dose de PMSG sur la P4 en fonction du génotype sur le moment du pic de LH chez
des brebis Lacaune +/+ et L/+.



La concentration moyenne en FSH durant la phase folliculaire est diminuée chez les +/+ dés
I'utilisation d’'une demi-dose de PMSG et il y a un retard de la décharge de FSH pour une dose a 450
Ul (Figure 88). Le profil en FSH des brebis L/+ n’est pas modifié par I'utilisation de PMSG, mais la
concentration moyenne durant la phase folliculaire a tendance a étre diminuée.

La concentration en AMH est stable au cours du cycle avec une légére chute 30h apres le pic
de LH (Figure 89). Le profil et le niveau d’AMH ne sont pas modifiés, quelle que soit la dose de PMSG
utilisée par rapport a 'absence de PMSG. Le niveau d’AMH est resté stable pendant toute la durée
du cycle. Le niveau est cependant plus élevé chez les brebis +/+ que les L/+ quelle que soit la dose
de PMSG, de fagon similaire a ce qui avait été observé avec des brebis L/L (Drouilhet et al., 2010).

Il semblerait que les profils hormonaux des brebis hétérozygotes au locus Fecl ne soient pas
modifiés par |'utilisation de PMSG, quelle que soit la dose. Au sein d’'une méme dose de PMSG, on
peut retrouver un effet du génotype au locus FecL. Par exemple, pour une demi-dose, la
concentration en LH, pendant la phase folliculaire, et au moment du pic, est significativement plus
faible parmi les L/+. La méme observation est valable pour la concentration en LH au moment du
pic pour une dose a 450 Ul. On retrouve un effet de FecL’ sur la concentration en FSH pendant la
phase folliculaire plus élevée chez les L/+.

Durant la phase folliculaire et le début de la phase lutéale, il n'y a pas d’effet de la dose de
PMSG sur la conventration en P4. De la méme facon, aucun effet du génotype n’est observable

(Figure 90).
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** 1 p<0,01 ;*** : p<0,001

Figure 91: Effet de différentes doses de PMSG sur le nombre d'ovulations chez des brebis Lacaune
+/+etL/+.

DG : diagnostique de gestation ;
MB : Mise bas

Figure 92 : Diagnostic de gestation et fertilité en installation expérimentale chez des brebis Lacaune +/+
et L/+.



2) Dénombrement des ovulations

Pour évaluer I'impact de la PMSG sur le nombre d’ovulations en lien avec le génotype au
locus FecL, nous avons réalisé deux séries d’endoscopie pour visualiser les corps jaunes, 7 jours
apres le retrait de I'éponge intravaginale de fluogestone (Figure 91). La premiére série a été réalisée
suite aux prélévements sanguins du protocole précédent au mois d’octobre 2018 (en période
d’activité sexuelle saisonniere) et la seconde série, 3 mois plus tard en janvier 2019 (début de
I'ancestrus saisonnier, sans prélévements sanguins préalables). Entre les deux séries, jai fait
« tourner » les traitements : les brebis sans traitement de la premiere série ont recu 250 Ul de
PMSG, celles avec 250 Ul ont recu 450 Ul et celles avec 450 Ul n’ont pas été traitées a la PMSG.

Pour les endoscopies d’octobre, en période d’activité cyclique saisonniére, 95% des brebis
sans PMSG ont ovulé (19 sur 20). Sans traitement, les brebis L/+ ont présenté significativement plus
de corps jaunes que les brebis +/+ (3,6 vs 2,2 p < 0,01). L'utilisation de 450 Ul de PMSG tend a
augmenter le nombre de corps jaunes des brebis +/+ passant de 2,2 a 2,8 (p = 0,1; test-T de
Student). A contrario, les brebis L/+ ne sont pas sensibles a I'injection de PMSG a cette période de
I'année (Figure 91).

En janvier, qui pourrait correspondre au début de la période d’ancestrus, j'ai pu encore
observer 95% de brebis ayant ovulé sans traitement PMSG. Par contre, je n’ai pas observé d’effet
de la mutation FecL’ sur le nombre de corps jaunes en absence de PMSG. La tendance observée en
octobre pour I'effet de la PMSG a 450 Ul pour les brebis +/+, ne se confirme pas en janvier. Ce sont
en fait les brebis L/+ qui montrent une sensibilité forte aux deux doses de PMSG utilisées avec deux

fois plus de corps jaunes que sans traitement (p < 0,001, Figure 91).
3) Fertilité a I'insémination animale

J'ai réalisé un troisieme protocole de synchronisation sur les mémes lots de brebis, au cours
du mois de mars 2019. Une nouvelle fois, j'ai fait « tourner » les traitements. Les brebis sans
traitement de la deuxieme série ont recu 250 Ul de PMSG, celles avec 250 Ul ont recu 450 Ul et
celles avec 450 Ul n‘ont pas été traitées a la PMSG. Toutes les brebis ont été inséminées
artificiellement 55 heures aprées le retrait de I'éponge et 'administration des diverses doses de
PMSG. Nous n"avons pas réalisé d’endoscopie afin de limiter le risque de perte foetale. Un diagnostic

de gestation par échographie a été réalisé a deux mois de gestation (Figure 92).
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Tableau 29 : Effet dose de PMSG sur la prolificité en installation expérimentale chez des brebis Lacaune +/+ et L/+.

Tableau 30 : Effet de la dose de PMSG sur la fertilité et la prolificité a I’insémination animale (IA) dans I’élevage A pour
des brebis Lacaune +/+ et L/+.

Génotype et dose de PMSG IA Mise-bas | Agneaux nés Fertilité (%) Prolificité
L/+aoul 46 21 49 46,7 2,33
L/+a 250 Ul 56 39 92 70,9 2,36
+/+a 250 Ul 77 42 74 54,5 1,76

+/+a 450 Ul 72 52 96 72,2 1,85



Globalement, le taux de gestation est amélioré significativement par |'utilisation de la PMSG,
mais le génotype n’influe pas sur ce parameétre. Sans PMSG, les brebis +/+ présentent un taux de
gestation de seulement 20%. Ce taux passe a 80% en présence de 450 Ul de PMSG. La méme
observation est faite pour les brebis L/+ (de 40 a 100%). La fertilité a la mise bas en septembre 2019
donne sensiblement les mémes résultats, un effet significatif de la PMSG mais pas d’effet du
génotype (Figure 92). On peut remarquer qu’une brebis +/+ non traitée a mis bas sans diagnostic
positif de gestation, et inversement, qu’une brebis L/+a 250 Ul de PMSG n’a pas mis bas alors qu’elle
était gestante, correspondant a une perte embryonnaire.

En terme de prolificité, quelle que soit la dose de PMSG, de 0 a 450 Ul, les brebis L/+
présentent une prolificité significativement plus élevée que les brebis +/+ (Tableau 29 ; p<0,01). De
plus, pour chague génotype, la PMSG a 450 Ul augmente la prolificité, alors qu’a la dose de 250 Ul
elle n’a pas d’effet sur ce paramétre (0 vs 450 Ul : +/+ p=0,54 ; L/+ p=0,37).

Finalement, sur cette expérimentation utilisant 60 brebis Lacaune mimant les pratiques
d’élevage, nous avons obtenu une fertilité globale de 55% pour une prolificité moyenne de 2

agneaux par mise-bas, le protocole classique utilisant 450 Ul de PMSG apparaissant le plus efficace.

B. En élevage commercial

Sur le modeéle des doses de PMSG testées expérimentalement, nous avons proposé a OVI-
TEST de réaliser les mémes tests en condition d’élevage sur un plus grand nombre d’animaux
porteurs et non porteurs de la mutation FecL. Ces essais ne concernent que des données de fertilité
a I'lA et de prolificité selon la procédure classique d’IA en contre-saison (IA de février). Nous avons
tenté d’inclure plusieurs élevages du noyau de sélection OVI-TEST a ces essais. Cependant, un seul
élevage (Elevage A) a accepté de constituer un lot sans utilisation de la PMSG et uniquement pour
le génotype L/+ au locus FecL, par anticipation d’une fertilité trop faible et d’une prolificité diminuée
pouvant impacter les revenus. Un second objectif étant la réduction de I'utilisation de la PMSG, un
élevage (Elevage B) a testé I'utilisation de la PMSG a la dose de 250 Ul sur les deux génotypes (+/+,
L/+) au locus FecL. Cependant pour ces deux élevages, je n’ai pas encore eu accés aux données
individuelles, seulement aux données synthétiques, ne permettant pas ainsi de faire les analyses
statistiques.

Dans le cas de I'élevage A (Tableau 30), 251 brebis ont été incluses dans I'essai (149 +/+ et
102 L/+). Les brebis +/+ ont recu 250 ou 450 Ul de PMSG et les brebis L/+ ont regu 250 Ul de PMSG

ou n’ont pas été traitées. Pour I’'ensemble du lot, la fertilité a la mise-bas est de 61,3% pour une
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Tableau 31 : Effet du génotype au locus Fecl a la dose de PMSG 250 Ul sur la fertilité et la prolificité a I'insémination
animale (IA) de brebis Lacaune dans I’élevage B.

Génotype 1A Mise-bas Agneaux nés Fertilité (%) | Prolificité

+/+ 40 26 54 65,0 2,08
L/+ 36 31 83 86,1 2,68



prolificité de 2,1 agneaux par mise bas en moyenne. La fertilité la plus faible (47%) est observée
pour le lot de brebis L/+ non traitées a la PMSG.

Par contre a 250 Ul de PMSG, les brebis L/+ montre une fertilité (70,9 vs 54,5%) et une
prolificité (2,36 vs 1,76) bien supérieures aux brebis +/+. Néanmoins, les brebis +/+ traitées avec
450 Ul de PMSG voient leur performance de fertilité égaler celle des brebis L/+ traitées par 250 Ul
de PMSG ; la prolificité reste plus faible (1,85).

Dans I'élevage A, la fertilité des 133 brebis traitées a 250 Ul de PMSG est de 60,1% pour une
prolificité de 2,06. Ces chiffres sont a rapprocher des données de I'élevage B (Tableau 31) ayant
traité, a la méme période, 76 brebis avec 250 Ul de PMSG (40 brebis +/+ et 36 brebis L/+) avec une
fertilité de 75,5% et une prolificité de 2,38. Dans cet élevage également, les brebis L/+ montrent

une fertilité (86 vs 65%) et une prolificité (2,68 vs 2,08) plus élevées que les brebis +/+.

[Il. Discussion — Partie 2

Dans cette partie de la thése, je me suis particulierement intéressée aux conséquences de la
mutation Fecl! en race Lacaune sur des caractéristiques zootechniques de facon plus large que la
prolificité, seule. Les résultats obtenus dans cette partie indiquent que la mutation Fecl! n’a
d’impact direct, ni sur le poids de naissance, ni sur la croissance des agnelles porteuses. Par contre,
certaines agnelles L/+ présentent une puberté qui apparait précocement, 2 mois avant |'age a la
puberté, classiqguement observée vers 6-7 mois pour cette race. Malgré des profils hormonaux
altérés pour 'AMH et I'inhibine A chez les agnelles L/+, ceux-ci ne permettent pas d’expliquer cette
précocité de la puberté. Nos résultats expérimentaux confirment également une meilleure fertilité
et une prolificité accrue des brebis L/+ suite a une reproduction naturelle, ou dans le cadre de
I'insémination animale. Enfin, dans le cadre de I'lA, il apparait que I'absence de traitement par la
PMSG réduit fortement la fertilité, méme si dans cette condition, les brebis L/+ semblent plus
performantes que les brebis +/+. L'utilisation de la dose classique de 450 Ul de PMSG, qui avance et
synchronise les pics préovulatoires de LH, confirme son efficacité pour des taux élevés de fertilité (>
80%) et de prolificité (> 2). Cependant, la dose de 250 Ul montre également une capacité a conserver
une fertilité acceptable en limitant I'hyper prolificité ; les brebis L/+ sont plus sensibles que les brebis
+/+ a cette dose. Ainsi, une proposition de gestion de I'lA en fonction du génotype au locus Fecl
pourrait étre faite sur la base d’un traitement des brebis L/+ avec 250 Ul de PMSG et des brebis +/+
sur la base de 450 Ul de PMSG pour obtenir un optimum de fertilité (> 70%) et une prolificité proche

de 2,20, tout en réduisant la consommation globale de PMSG.
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Figure 93 : Profils de la concentration circulante de progestérone (P4) d’agnelles L/+ précoces et cycliques.



A. Effet de FecL® sur les caractéristiques zootechniques des brebis

Lacaune

D’aprés des études antérieures, nous savons que la mutation Fecl: portée par une brebis
Lacaune, impacte négativement sur le poids de naissance et la croissance des agneaux de cette
brebis (sans connaissance de leurs propres génotypes) (Martin et al., 2014; Vilment et al., 2018). En
effet, dans la population OVI-TEST, la moyenne corrigée donne un poids de naissance des agneaux
Lacaune de 4,65 kg ce qui reste proche de celui de nos agneaux nés en installation expérimentale
INRA (3,95 kg). En revanche, les agneaux nés de brebis L/+ sont 182 gr plus légers que ceux nés de
mere +/+ et a 30 jours, aprés correction pour le mode de naissance (né simple ou multiple), cette
différence se confirme, elle est de 300 gr, en moyenne. Cependant, le poids global de la portée reste
plus élevé lorsqu’elle est issue d’une mere [/+. Ce type d’observation a également été rapporté avec
la mutation FecB® (Kumar et al., 2008). En raison des effectifs déséquilibrés en génotype des méres
Lacaune (+/+n= 28 ; L/+ n =6), qui m’ont servi a générer les animaux expérimentaux sur lesquels j’ai
travaillé, je n’ai pas pu évaluer cet impact du génotype de la mére possiblement en lien avec les
capacités maternelles, avec par exemple la capacité utérine qui pourrait étre un facteur limitant a
la croissance du foetus (Davis, 2008; Hanrahan, 1980; Souza et al., 2001), et la quantité et/ou la
qualité du lait pour la croissance postnatale.

Quoiqu’il en soit, j’ai bien retrouvé I'impact du mode de naissance sur le poids de naissance
de I'agneau et de leur croissance, les agneaux nés multiples étant significativement plus légers que
les agneaux nés simples, sans influence de leur propre génotype au locus FecL. Une étude similaire
en race croisée Garole x Malpura montre, a l'inverse, une influence du génotype de I'agneau au
locus FecB ; les agneaux B/+ ou B/B sont significativement plus légers que les agneaux +/+ de la
naissance a I’age de 12 mois (Kumar et al., 2008). En évaluant I'age a la puberté, par des mesures
régulieres de la progestérone circulante, j’ai observé que la moitié des agnelles Lacaune L/+ pouvait
étre qualifiée de précoce, avec un premier évenement d’ovulation, estimé par des valeurs de
progestérone au-dessus du seuil de 0,6 ng/ml, arrivant un peu avant I'dge de 4 mois.

Pour certaines d’entre-elles, une cyclicité réguliére s’est mise en place précocement (Figure
93). Cette observation est a rapprocher des quelques données disponibles pour la race D’man dans
laquelle la mutation FecL! ségrége a une fréquence trés élevée (75% de brebis porteuses, Ben Jemaa
et al., 2018). De facon remarquable, cette race, caractérisée par un age moyen a la puberté estimé

autour de 200 jours, montre également une variabilité importante de I'age a la puberté avec des
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brebis pubéres dés 110 jours (Boujenane, 1996). En Lacaune, la sélection du caractére « précocité »
est peut-étre concomitante a la sélection sur la prolificité. En effet, ces deux caracteres ont fait parti
des premiers critéres de sélection de I'organisme de sélection OVI-TEST (L. Bodin, communication
personnelle et www.lacaune-ovitest.com). La question se pose d’un effet direct de la mutation FecL*
sur la puberté précoce. Cependant, toutes les brebis porteuses de FecL! ne montrent pas de puberté
précoce. Alors que Fecl est associée a une diminution des concentrations circulantes de deux
hormones signant le fonctionnement ovarien (AMH et inhibine A), je n’ai pas mis en évidence de
lien entre ces profils hormonaux et I'apparition de la puberté. Un autre déterminisme génétique
pourrait étre recherché pour expliquer cette avance a la puberté. En effet, trois SNPs dans le géne
LEPR (récepteur de la leptine) sont associés a une variation de |'age a la premiére mise bas, en lien
avec un retard de puberté (Haldar et al., 2014). Nous pouvons imaginer que ce méme gene est
également impliqué dans la variation du phénotype de mise en place de la puberté en race Lacaune
et pour lequel nous pourrions rechercher des polymorphismes chez nos 10 brebis L/+ précoces
identifiées. Chez la chévre également des polymorphismes du géne KiSS1R/GPR54 sont associés

avec la maturité sexuelle (Ahlawat et al., 2013; Cao et al., 2011; Feng et al., 2009).

Lors de la premiere mise a la reproduction des agnelles a I’age de 8 mois, la détection
d’cestrus réalisée par I'utilisation de harnais marqueurs portés par des béliers actifs ne montre pas
d’effet du génotype au locus FecL. Mais, les agnelles L/+ ont montré une réussite a la reproduction
plus élevée que les agnelles +/+. Ces résultats pourraient s’expliquer par I'observation d’agnelles
+/+ tardives en puberté qui n’ont déclenché leur premier cycle oestrien qu’a partir de I'introduction
des males a environ 250 jours d’age (Tableau 26). Trois des quatre brebis vides n’avaient pas eu de
cyclicité préalable. Lors de cette premiére mise a la reproduction, la mutation Fecl! a bien exercé
son effet inducteur sur la prolificité avec en moyenne +0,5 agneau par mise bas.

Comme observé préalablement sur la population OVI-TEST, I'augmentation de prolificité liée
a Fecl! est aussi associée a une augmentation de la fertilité a I'lA de 5 a 11% en fonction du nombre
d’agneaux allaités a la mise-bas précédente (Martin et al. 2014). Cette augmentation de fertilité,
calculée sur le nombre de mise-bas en fonction du nombre de mise a la reproduction, pourrait étre
liée en partie, a la capacité prolifique de ces brebis. En effet, elles présentent une probabilité accrue
d’obtenir la fécondation d’au moins un des multiples ovocytes ovulés et/ou le développement a
terme d’au moins un des multiples embryons en développement. Cependant, comme la pratique

de I'lA utilise un traitement par ’hormone gonadotrope PMSG, qui a aussi un effet sur le nombre
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d’ovulations, la qualité des ovocytes ovulés, la prolificité et la fertilité (Cole and Miller, 1935;
Driancourt et al., 1991; Robinson, 1951; Saumande et al., 1984) nous avons voulu savoir si une
interaction peut avoir lieu entre la PMSG et le génotype au locus Fecl. Les résultats que j'ai obtenus
sur 60 brebis en installation expérimentale INRA, ne permettent pas de conclure sur cette
interaction. En effet, a la dose de 450 Ul de PMSG, la fertilité a I'lA est augmentée, mais aucun effet
de la mutation Fecl! n’est observé. Par contre, les résultats obtenus en élevage commercial sur un
plus grand nombre de brebis semblent indiquer une meilleure sensibilité des brebis L/+ a la PMSG
en contre-saison. En effet, a la méme dose de 250 Ul de PMSG les brebis L/+ ont une fertilité plus
élevée que les brebis +/+, et il faut traiter ces derniéres avec la dose de 450 Ul pour obtenir une
fertilité équivalente, supérieure a 70%. Cette sensibilité plus importante des brebis L/+ a la PMSG,
je I'ai également observée sur le nombre d’ovulations dénombré par endoscopie (Figure 91), mais
uniquement lors du protocole de janvier 2019, la PMSG n’ayant eu aucun effet en octobre 2018.
Pourtant, les mesures plasmatiques de LH en octobre 2018 ont montré un effet de la PMSG qui était
pourtant active sur le moment d’apparition du pic chez les brebis +/+, et s’est traduit par une trés
légére augmentation du nombre d’ovulations. En présence de la mutation prolifique FecX® en race
Rasa Aragonesa, la PMSG a 480 Ul augmente significativement le nombre d’ovulations des brebis
+/+ (2,82 vs. 1,36), mais un traitement a seulement 240 Ul de PMSG permet aux brebis R/+
d’atteindre ce méme nombre, indiquant un comportement similaire a la mutation Fecl! (Lahoz et
al.,, 2011). Cette sensibilité augmentée a la PMSG est également observée pour les races ovines
prolifiques et non saisonnées, Romanov et Finnoise, indépendamment de mutations a effet majeur
(Baril et al., 1993).

Les données que j'ai obtenues sur le délai entre I'injection de PMSG et le moment du pic pré-
ovulatoire de LH indiquent que, quelque soit le génotype, en présence de PMSG, le pic de LH a lieu
autour de 40 heures apres l'injection et le retrait de I'éponge de fluogestone. Cela correspond a
I'optimum observé pour le taux de fertilité chez les ovins avec une IA réalisée 55 heures apres le
retrait (Baril et al., 1993). Ce moment du pic de LH est celui observé pour les brebis L/+ sans
traitement par la PMSG, ce qui pourrait expliquer un taux de fertilité a I'lA non négligeable de ces
brebis sans PMSG (40% en expérimentation INRA ; ou 47% en élevage commercial) alors qu’il faut

au moins 250 Ul de PMSG pour obtenir un taux de fertilité de 50% chez une brebis +/+.
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brebis Lacaune +/+ et L/L.

(Mansanet, 2013) Les données représentent les moyennes + SEM. Le profil endocrinien moyen des animaux
+/+ et L/L a été calé sur le moment du pic de LH (ligne en pointillés). Le temps est donné en heures relatives
a la survenue du pic de LH.Les lettres a et b indiquent des différences significatives pour le profil de I'inhinbe

A au cours du cycle cestrien d’une brebis +/+, avec p<0,05.



B. Effet de FecL’ sur les profils endocriniens

Lors de deux théses précédentes, s’attachant a caractériser la mutation Fecl' et ses
effets en race Lacaune, un certain nombre de données ont été acquises sur les classes
folliculaires dans l'ovaire et sur les profils endocriniens des hormones gonadotropes FSH et
LH, de I'estradiol, de la progestérone, de 'AMH et de l'inhibine A lors d’un cycle cestrien
synchronisé par une éponge intravaginale de fluogestone (Drouilhet, 2010; Mansanet, 2013).
Ces profils présentés dans la Figure 94, sont comparés entre des brebis homozygotes L/L et
+/+ au locus Fecl.

Au niveau folliculaire, 'augmentation du taux d’ovulation chez les brebis homozygotes
L/L est associée a une augmentation du nombre de follicules a antrum (dépendants des
gonadotropines), d’un diamétre supérieur a 3 mm, ainsi qu’a une réduction de la taille des
follicules préovulatoires, plus petits d’1 mm (Drouilhet et al., 2010). Cette réduction du
diameétre des follicules préovulatoires avait déja été observée pour les mutations FecB et FecX
(Driancourt et al., 1985; Fabre et al., 2006; Montgomery et al., 1992, 2001). Dans les follicules
L/L, 'augmentation de l'activité aromatase (évaluée par le rapport des concentrations
cestradiol/testostérone) et I'augmentation de I'expression du récepteur a la FSH dans les
cellules de la granulosa laissent penser a une maturation plus précoce et une meilleure
sensibilité a I'action de la FSH. Cependant, cette maturation plus précoce est moins marquée
que pour les brebis Booroola (FecB8) ou Inverdale (FecX'). Les autres marqueurs de la
maturation des follicules ovariens (CYP19A1, CYP11A1, CYP17A1, LHCGR, et INHA) ne sont pas
différents entre les deux génotypes (Drouilhet et al., 2010). Au cours de ma these, je n’ai pas
eu acces aux ovaires des brebis expérimentales étudiées, et je n’ai pas pu compléter ces
données dans le but de continuer le travail sur les caractéristiques zootechniques des brebis
Lacaune L/+ au locus Fecl.

Les concentrations plasmatiques d’cestradiol mesurées au cours d’un cycle oestrien
sont plus importantes (en moyenne 2 fois plus) en phase folliculaire chez les brebis L/L,
conduisant a une augmentation de la fréquence des pulses de LH et in fine a un pic pré-
ovulatoire de LH plus précoce (Drouilhet, 2010). Lorsque les données sont recalées par rapport
au pic de LH, la concentration circulante de FSH reste inchangée au cours de la phase
folliculaire mais a tendance a étre plus élevée pendant la phase lutéale chez les brebis L/L, en

particulier au moment du pic rebond de FSH (Figure 94, Mansanet, 2013).
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J’ai également retrouvé cette avance du pic de LH chez les brebis L/+ (Figure 82) et une
concentration plus élevée de FSH au moment du pic rebond (Figure 83). En phase lutéale, les
brebis L/L montraient une concentration plus élevée de progestérone 5 jours apreés le pic de
LH (Figure 94).

J'observe également cette différence qui s’"amorce chez les brebis L/+ (Figure 90) mais que je
n’ai pas pu confirmer car nous n’avons pas continué les prélevements sur la totalité de la
phase lutéale. Ces profils endocriniens différents entre les brebis +/+ et porteuses de Feclt
sont un phénotype qui n’avait pas été observé chez les brebis prolifiques Booroola (FecB?) et
Inverdale (FecX').

Par contre, les observations d’une part, de la concentration circulante en AMH trés
réduite chez les brebis prolifiques Booroola porteuses de FecB? (Estienne et al., 2015) et
d’autre part que la mutation Fecl' dans B4GALNT2 pourrait cibler I'activité de I'inhibine A
(Drouilhet et al., 2013) ont amené a mesurer les concentrations en AMH et inhibine A chez les
brebis Lacaune. La Figure 95 montre que les brebis Lacaune L/L ont des concentrations
circulantes en AMH et en inhibine A fortement réduites par rapport aux brebis +/+ pendant
tout le cycle cestrien. J’ai également confirmé ces observations avec les brebis L/+, de facon
moins marquée, la mutation étant a I'état hétérozygote. Lors de sa these, C. Mansanet a
quantifié I’expression folliculaire (ARN et protéine) des génes codant pour '’AMH et les sous-
unités de I'inhibine A (Mansanet, 2013). Il apparait de fagon surprenante, que I'expression de
ces génes n’est pas influencée par la mutation Fecl'. Au contraire, en tenant compte des
populations folliculaires, il semblerait méme que les ovaires L/L soient en capacité de produire
plus d’inhibine A et d’AMH que les ovaires +/+. Une hypothése de rétention de ces hormones,
en lien avec une influence de Fecl! agissant sur la glycosylation d’éléments de la matrice
extracellulaire et sur l'inhibine A elle-méme, pourrait expliquer leur concentration circulante

plus basse (Mansanet, 2013).

L’'originalité de mon travail de thése par rapport aux profils endocriniens est d’avoir pu
les établir pendant les périodes pré et péri-pubertéres, assez peu documentées chez les ovins.
Alors que les profils d’AMH et d’inhibine A sont assez stables pendant le cycle cestrien, j’ai mis
en évidence des variations importantes de ces profils de la naissance a la puberté. Alors que
I’AMH est indétectable a la naissance, sa concentration plasmatique augmente réguliéerement

pour atteindre un maximum de 350 pg/ml en moyenne a I’dge de 2 mois. Cette concentration
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en AMH redescend ensuite jusqu’a 3 mois pour se stabiliser a 50-100 pg/ml pendant la période
pré-pubére. Ce pic précoce d’AMH en lien avec I'évolution du nombre de petits follicules en
croissance, dont I’AMH est un trés bon marqueur, (Monniaux et al., 2014) a également été
observé chez les agnelles de race Sarde (Torres-Rovira et al., 2014, 2016) et Rasa Aragonesa
(Lahoz et al., 2014), et également chez la génisse Maine-Anjou (Monniaux et al., 2013). Cette
croissance folliculaire pourrait avoir comme « moteur » I'augmentation préalable de la
concentration en FSH. En effet, cette derniére de 0,5 a 1 ng/ml a la naissance, augmente
rapidement, jusqu’a 2 ng/ml a I’dge de 1 mois, puis chute vers 2 mois, lorsque la concentration
en AMH est a son maximum. Cependant, chez les agnelles Sarde, ce méme pic de FSH n’est
observé que pour celles avec un nombre faible de follicules en croissance et donc peu d’AMH,
ce qui ne supporterait pas cette hypothése (Torres-Rovira et al., 2016). A I'inverse, en
présence de nombreux follicules antraux et une concentration élevée en AMH, la FSH reste
proche des taux de la naissance. Les auteurs avancent un role de I'inhibine pour expliquer les
profils de FSH a cette période trés précoce sans I'avoir quantifié. Les données que j’ai obtenues
indiquent effectivement une présence d’inhibine A circulante a la naissance, qui décroit
rapidement pendant les deux premieres semaines, pouvant permettre une synthése de FSH
par I'hypophyse. Avec la croissance folliculaire (signée par ’AMH), la concentration en inhibine
A augmente, pouvant expliquer la premiére baisse de FSH. Méme si elle n’est pas le support
de la croissance du nombre de follicules, cette baisse de FSH doit impacter la population des
follicules autraux, dont le nombre doit diminuer, si I’'on en croit la chute de la concentration
en AMH entre 2 et 3 mois. Cependant, d’aprés des résultats récents chez la souris, la FSH
interviendrait aussi directement pour inhiber I'expression de I’AMH a cette période (Devillers
et al., 2019a). Ceci aurait pour conséquence également une chute de la concentration en
inhibine A et par conséquent, une nouvelle montée de la concentration en FSH entre 3 et 4
mois. Ce nouveau pic de FSH pourrait entrainer la maturation d’une nouvelle vague de follicule
produisant a nouveau de lI'inhibine A dont la concentration remonte aprés 4 mois. Cependant,
cela ne semble pas étre suivi d’une augmentation du nombre de follicules antraux, puisque
I’AMH reste stable a cette période. Cette périodicité dans les profils de ces hormones semble
indiquer qu’un dialogue de I'axe hypophyso-gonadique, similaire a celui qui a lieu lors d’un
cycle cestrien, se met en place pour le contréle de la folliculogeneése tres rapidement apres la
naissance. Ce phénomeéne que I'on retrouve dans I'espéce humaine est décrit sous le terme

de « mini-puberté » (Devillers et al., 2019b).
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Ces données devront étre complétées par un dosage de I'cestradiol que je n’ai pas encore pu
réaliser et par des échographies ovariennes réguliéres pour suivre I'évolution des populations
folliculaires.

Ces profils et leurs interactions étant décrits de la naissance a I’dge de 8 mois, pour les
concentrations moyennes des 43 agnelles Lacaune étudiées. J'observe un impact négatif de la
mutation Fecl! sur les profils d’AMH et inhibine A dont les concentrations sont diminuées,
mais sans effet sur la FSH. L'AMH, en particulier, voit sa concentration diminuer d’environ 2 a
3 fois chez les agnelles L/+. Au pic d’AMH, qui intervient au méme moment que chez les
agnelles +/+, celui-ci atteint la concentration de 200 ng/ml chez les L/+ alors qu’elle est de 550
ng/ml chez les +/+, ce qui laisserait penser a une moindre population de follicules antraux en
croissance dans les ovaires des agnelles L/+ mais dans un environnement en FSH identique. La
encore il faudrait réaliser un suivi échographique des follicules pour s’assurer que I’AMH chez
les agnelles L/+ reste bien un marqueur du nombre de follicules en croissance. En effet, alors
gue le nombre de follicules en croissance est plus élevé dans les ovaires de brebis Mérinos
porteuses de la mutation FecB?, la concentration circulante en AMH chez ces brebis est
fortement réduite (Estienne et al., 2015). Ainsi, dans le cas de la présence d’une mutation
majeure de prolificité, 'AMH ne serait peut-étre plus un bon marqueur de cette population
de follicules. Cependant, la concentration en inhibine A, globalement plus faible chez les
brebis L/+, pourrait quand méme indiquer un nombre plus faible de follicules en croissance
sensibles a la FSH. Pourtant, cette concentration plus faible en inhibine A ne semble pas avoir
d’effet sur le profil de FSH des agnelles +/+.

Méme avec des concentrations moindres en AMH et en inhibine A, les brebis L/+
atteignent la puberté a un age normal, voire avancé, pour la moitié d’entre-elles. J'ai tenté
d’associer les données individuelles de ces hormones a I'apparition de la puberté et de la
cyclicité et a la fertilité, sans succes, ces profils obtenus dans le jeune age n’étant pas prédictifs
des performances adultes que ce soit chez les L/+ ou les +/+. Pourtant, chez les agnelles Rasa
Aragonesa, '’AMH mesurée avant 4 mois semble prédictive de la fertilité induite par la PMSG
a la premiére mise a la reproduction (Lahoz et al., 2012) et des données similaires ont été

obtenues chez la génisse (Mossa et al., 2017).
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Alors que le géne B4GALNT2 n’est pas lié au systéeme de signalisation TGFR/BMP a
I'image des autres genes de prolificité, il apparait que deux membres de ce systéeme, AMH et
inhibine A, sont impactés par la présence de la mutation FecL! qui induit une surexpression de
ce gene dans les cellules de la granulosa, placant encore ce systéme au cceur de la régulation
du nombre d’ovulations (Drouilhet et al., 2013). Contrairement a I'inhibine A, I'AMH n'a pas
été identifiée comme une cible directe de I'activité de glycosylation de BAGALNT2. Cependant,
il semblerait que ’AMH et I'inhibine A puissent étre retenues dans les follicules limitant leur
biodisponibilité via la circulation générale. Ce phénomene ne semble pas avoir d’'influence
directe en période pré et péri-pubére, et soit uniguement impliqué dans la régulation du taux
d’ovulation cyclique. Comme proposé dans le cas de la mutation Booroola FecB? (Estienne et
al., 2015), la baisse d’AMH pourrait mimer la perte de fonction de la signalisation BMP et
participer ainsi au mécanisme de controle de la prolificité chez les brebis Lacaune porteuses
de la mutation FecL'. Le role de I'inhibine A est moins clair, sachant que méme si elle est elle-
méme sous le controle de la signalisation BMP, elle ne serait pas impliquée dans le mécanisme
de régulation du quota ovulatoire (Estienne et al., 2017). Pourtant, une immunisation contre
I'inhibine est a I'origine d’'une augmentation du taux d’ovulation et de la prolificité via la
stimulation du développement folliculaire chez la brebis (Campbell et al., 1995; Campbell and
Scaramuzzi, 1995), la chévre (Hennies et al., 2001; Medan et al., 2003) et la vache (Medan et
al., 2006; Takedomi et al., 2005).
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Discussion générale et conclusion

Dans le cadre de ce travail de these j'ai pu atteindre mes deux principaux objectifs, qui
sont de mettre en évidence la ségrégation de mutations a effet majeur sur la prolificité dans
des populations ovines pour lesquelles cela n’avait jamais été décrit, et apporter des éléments
supplémentaires de compréhension des effets de la mutation prolifique Fecl' chez la brebis
de race Lacaune.

Hormis les éléments scientifiques apportés par ces résultats et discutés précédement,
ce travail de these a apporté une information pratique « vous avez une mutation a effet
majeur sur la prolificité qui ségrege dans votre population » a un certain nombre d’organismes
de gestion génétique des races ovines allaitantes. Si I'ensemble de la filiere ovine allaitante
s’accorde sur le fait que d’un point de vue technico-économique, la marge brute augmente
avec la productivité numérique, I'objectif optimal serait de ne produire que deux agneaux par
portée, par brebis et par an. Effectivement, en deca de cet optimum, un plus faible nombre
d’agneaux nés est synonyme d’un manque a gagner et au-dela, une production numérique
plus importante entraine des charges additionnelles associées a I'allaitement artificiel et
I'engraissement des agneaux surnuméraires (Caron, 2010; Fathallah et al., 2015; Jousseins et
al., 2015).

La nouvelle de la présence d’une mutation qui augmente la prolificité est donc regue
avec plus ou moins d’enthousiasme par les organismes de sélection et les éleveurs. L'effet
important des premiéres mutations découvertes et gérées, comme FecB? et Fecl!, qui
augmente la prolificité de +0,5 a +1,0 agneau par mise-bas, ainsi que les cas de stérilité
engendrés par les mutations dans les ggénes BMP15 et GDF9 inquiete la profession. Cependant,
maintenant qu’elles sont identifiées, la présence de ces mutations doit étre gérée en fonction
de I'objectif de sélection de chacune des races conduisant, soit a la conservation et au contréle
de la fréquence de la mutation, soit a son éradication. Dans le cas du schéma de sélection
Lacaune OVI-TEST, le progres génétique sur la prolificité fait partie des objectifs de sélection.
Dans ce cadre, la mutation Fecl! est gérée depuis plus de 10 ans en génotypant toutes les
agnelles de renouvellement et les males du centre d’lA avec un objectif de 50% de brebis non
porteuses et 50% de brebis hétérozygotes (les homozygotes Fecl! étant proscrites). Les
derniers bilans sur la prolificité dans ce schéma font état de performances (> 2,1) au-dela des

objectifs, posant la question de réduire la fréquence de Fecl' dans le noyau de sélection.
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Par ailleurs, OVI-TEST a fait le choix d’éradiquer I'autre mutation FecX' découverte en 2008
dans BMP15 et qui conduit a un phénotype de stérilité a I’état homozygote. Néanmoins mon
travail de thése vient de mettre en évidence dans cette population la nouvelle mutation FecxV
de BMP15. Cette mutation, dont il faut encore établir la fréquence en race Lacaune, a un effet
plus faible que Fecl!, ne crée pas de stérilité et pourrait se gérer a moindre co(t de génotypage
étant portée par le chromosome X (génotypage que des males). Une rétombée tres concréte
de mon travail de theése est au final, une réflexion engagée par OVI-TEST de la transition de
gestion de la mutation Fecl' vers la mutation FecX" qui répondrait mieux aux objectifs de
sélection.

La réflexion qui s’engage pour la gestion de Fecl! et FecXV en Lacaune, pourra
également servir en population Noire du Velay dans laquelle segrégent les deux mémes
mutations. L’avantage en Noire du Velay, c’est que mon travail de thése a déja permis d’établir
des données solides sur la fréquence et I'effet de ces deux mutations et leur interaction sur la
prolificité. Il appartient maintenant a I'organisme de gestion ROM Sélection de faire un choix
entre les deux mutations, ou I’éradication des deux en fonction de son objectif de sélection.
Cependant, I'option d’éradiquer les des deux mutations me parait difficilement envisageable
puisqu’environ 40% de la population de brebis est porteuse de I'une ou |'autre des mutations.
Concernant les populations Blanche du Massif Central (FecX"), Mouton Vendéen (FecX®) et
lle de France (FecX"), j’ai présenté mes résultats aux organismes de gestion de ces races, mais
aucune décision n’est encore prise. Pourtant, dans ces populations ol la mutation est portée
par le chomosome X, la prise en compte de cette information est cruciale pour I'indexation
génétique de la prolificité. En effet, le calcul de I'index de prolificité est réalisé sur la base d’un
modele polygénique, prenant en compte les performances des ascendants puis de la
descendance femelle, mais pas I'effet des génes majeurs. Avec une mutation portée par le
chromosome X, il peut exister de fortes anomalies dans les index avec de tres grandes
différences entre les valeurs des péeres et celles de leurs fils a qui ils ne transmettent pas la
mutation (Bodin et al., 2011). Par ailleurs, en I'absence de géne majeur sur le chromosome Y,
I'index sur la descendance d'un male devrait étre identique qu'il soit calculé au travers des
performances de ses filles ou de ses petites filles. Mais, en présence d’une mutation sur le
chromosme X, comme les peres ne transmettent pas la mutation a leurs fils et donc a leurs

petites filles, I'index de prolificité d’'un méme male peut apparaitre tres différent, de trées bon

136






améliorateur +0,35 calculé a partir de ses filles a détériorateur -0,24 a partir de ses petites
filles (exemple dans la Figure 39, page 49).

Comme j’ai pu le montrer dans la seconde partie de ce travail de these, les mutations
de prolificité par leur action biologique sur la fonction ovarienne peuvent avoir d’autres effets
que strictement sur le nombre d’ovulation et la prolificité. C’est le cas de la mutation FecL! qui
est associée a une précocité de la puberté chez les agnelles Lacaune, mais surtout a une
amélioration de la fertilité en reproduction naturelle ou sur des cycles oestriens synchronisés
en lien avec une sensiblité accrue a la PMSG. Ce parametre de fertilité est également un levier
important, au méme titre que la prolificité, de I'efficacité technico-économique d’un élevage
(Tableau 1 de l'introduction). Les retombées opérationnelles importantes pour OVI-TEST qui
se dessinent a partir de ce travail de thése, sont les adaptations des protocoles d’IA en fonction
du génotype au locus Fecl, en gérant plus particulierement les doses de PMSG, mais aussi une
réfexion sur le délai entre le retrait de I’éponge de fluogestone et I'lA, si elle devait se faire
sans PMSG. En effet, le pic préovulatoire « naturel » de LH est plus précoce chez les brebis
porteuses de Fecl!. Une réflexion est en cours avec OVI-TEST pour compléter mes résultats de
these et asseoir ces concepts dans le cadre de la réduction ou de l'interdiction de I"utilisation

des hormones a usage vétérinaire.

En conclusion, en associant des approches de génétique, de génomique a haut-débit,
et de biologie moléculaire et fonctionnelle, j'ai identifié cinqg mutations a effet majeur
associées a la prolificité dans huit populations ovines différentes. Je n’ai pas identifié de
nouveaux genes controlant la fonction ovarienne par ces approches car toutes ces mutations
affectent des genes déja connus. Néanmoins deux d’entre-elles sont nouvellement identifiées
par cette thése dans le géne FecX/BMP15. En particulier, la mutation FecXV, a la différence
des 9 autres mutations prolifiques connues de BMP15, montre un mécanisme original de

régulation de I'expression de BMP15.

Une fois ces mutations identifiées, j'ai établi I'information de fréquence de la présence
de chacune dans les populations et de leur effet sur la prolificité des brebis ou plus largement
sur leur physiologie reproductive. Ces informations sont cruciales pour les prises de décisions
des organismes responsables des schémas de sélection et la gestion future de ces mutations

et les pratiques liées a leur présence.
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