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Résumé

Les anomalies génétiques, définies comme des phénotypes plus ou moins délétères et déviant

par rapport à une population, résultent de mutations naturelles uniques dans l’ADN, rares et

héréditaires. On estime que chaque individu est porteur de 1 à 5 mutations hautement délétères

dans son génome. Pour identifier une anomalie génétique, l’approche classique repose sur l’étude

des phénotypes délétères et de l’ADN des individus atteints. Les différents outils de génotypage,

l’analyse d’association et le séquençage de génomes complets permettent de mettre en évidence

les mutations causales associées. Cependant, lorsque la mutation est létale, notamment au stade

embryonnaire, les échantillons d’ADN ne sont pas disponibles. Ainsi pour les animaux d’élevage,

d’autres approches dites de génétique inverse, permettent de tirer parti des nombreux génotypages

obtenus dans le cadre de la sélection génomique. Des analyses statistiques dédiées de ces génotypes

permettent de rechercher des régions du génome en déficit d’animaux homozygotes, supposées

porter des mutations récessives létales. En effet, le déficit d’homozygotes s’expliquerait par la

mort précoce des animaux avant leur génotypage.

Le premier objectif de cette thèse a été d’étudier la faisabilité d’une telle approche dans les

populations de petits ruminants engagées dans un programme de sélection génomique. Cette

méthode a permis de mettre en évidence 13 régions (ou haplotypes) indépendantes uniquement en

races ovines Lacaune (LDHH) et Manech Tête Rousse (MTRDHH), mais pas dans les autres races

laitières ovines ou caprines. Le deuxième objectif a été d’étudier leurs effets sur les caractères de

reproduction et de production. L’analyse des caractères de fertilité et de mortinatalité permet

de confirmer que certains des haplotypes détectés sont associés à de la létalité au cours du

développement embryonnaire (LDHH1, 2 et 9 ; MTRDHH2), ou autour de la naissance (LDHH3

et 6, et MTRDHH1). Les autres haplotypes sont supposés conduire à de la mortalité plus

tardive (MTRDHH3) ou être associés à des défauts morphologiques contre-sélectionnés. Avec des

fréquences de porteurs variant de 3% à 16%, certains haplotypes offrent un potentiel avantage

sélectif des béliers porteurs hétérozygotes, notamment pour la production laitière augmentée

de leurs filles (LDHH, 3, 9 et 11 ; MTRDHH2). Le troisième objectif consistait à identifier les

mutations causales sous-jacentes de ces régions en déficit par l’analyse des séquences de génomes

entiers des hétérozygotes. Parmi les 13 haplotypes, des mutations candidates "perte de fonction"

ont été identifiées dans 9 gènes, ORC5 pour LDHH1, IDI1 pour LDHH2, PREB et GPN1 pour

LDHH3, CCDC65 pour LDHH6, EDC3 pour LDHH9, MMUT pour MTRDHH1, SLC33A1 pour

MTRDHH2 et FCGR1A pour MTRDHH3. De façon à prouver le caractère récessif létal, des



accouplements à risque ont été réalisés entre animaux hétérozygotes pour générer des individus

homozygotes. La mortalité chez le jeune agneau homozygote de quelques jours a pu être prouvée

pour les mutations dans CCDC65 et MMUT. Quant à la mutation dans SLC33A1, elle entraînerait

une perte embryonnaire dans le premier mois de gestation. Par ailleurs, trois haplotypes semblent

être associés à des mutations de gènes déjà connus chez les ovins en lien avec la sensibilité

aux mammites (SOCS2 dans LDHH11), la couleur de toison noire (ASIP dans MTRDHH5) et

l’absence de cornes elle-même liée à de la cryptorchidie (RXFP2 dans MTRDHH4).

L’ensemble de ce travail de thèse apporte de nouvelles connaissances sur les anomalies géné-

tiques existantes dans les populations ovines. La gestion de ces anomalies par la connaissance des

phénotypes affectés et le génotypage systématique des mutations causales permettra d’améliorer

la fertilité globale, de limiter la mortalité des agneaux, et plus généralement d’améliorer la santé

et le bien-être des animaux de ces populations.

Mots-clés : Petits ruminants, génomique, anomalies génétiques, mutations délétères, génétique

inverse.



Abstract

Genetic defects, defined as phenotypes more or less deleterious and deviating from a population,

result from unique natural mutations in DNA. They are rare and hereditary. It is estimated

that each individual carries 1 to 5 highly deleterious mutations in its genome. To identify a

genetic defect, the conventional approach is based on the study of the deleterious phenotypes and

DNA of affected individuals. The various genotyping tools, association analysis and sequencing

of whole genomes make it possible to highlight the associated causal mutations. However, when

the mutation is lethal, especially in the embryonic stage, DNA samples are not available. For

example, in livestock, other approaches known as reverse genetics take advantage of the numerous

genotyping data obtained in the context of genomic selection. Dedicated statistical analyses of

these genotypes make it possible to search for regions of the genome lacking homozygous animals,

thus supposed to carry lethal recessive mutations. Indeed, the lack of homozygous is explained by

the early death of animals before their genotyping.

The first objective of this thesis was to study the feasibility of such an approach in small

ruminant populations engaged in a genomic selection program. This method has highlighted

13 independent regions (or haplotypes) only in Lacaune (LDHH) and Manech Tête Rousse

(MTRDHH) sheep breeds but not in other dairy sheep or goats. The second objective was to

study their effects on reproductive and production traits. Analysis of fertility and stillbirth

rate characteristics confirms that some of the haplotypes detected are associated with lethality

during embryonic development (LDHH1, 2 and 9 ; MTRDHH2), or around birth (LDHH3 and 6 ;

MTRDHH1). The other haplotypes are assumed to lead to later mortality (MTRDHH3) or to be

associated with counter-selected morphological defects. With carrier frequencies ranging from 3%

to 16%, some haplotypes offer a selective advantage of heterozygous carrier rams, especially for

the increased milk production of their daughters (LDHH, 3, 9 and 11 ; MTRDHH2). The third

objective was to identify the underlying causal mutations in these homozygous deficient regions

by analysis of whole genome sequences of heterozygous. Of the 13 haplotypes, candidate “loss of

function” mutations were identified in 9 genes, ORC5 for LDHH1, IDI1 for LDHH2, PREB and

GPN1 for LDHH3, CCDC65 for LDHH6, EDC3 for LDHH9, MMUT for MTRDHH1, SLC33A1

for MTRDHH2 and FCGR1A for MTRDHH3. In order to prove the lethal recessive characteristic

of these mutations, at-risk mating was made by crossing heterozygous animals to generate

homozygous individuals. Lethality of newborn homozygous lambs has been proven for mutations

in CCDC65 and MMUT. Concerning the mutation in SLC33A1, it would cause embryonic loss in



the first month of gestation. In addition, three haplotypes appear to be associated with mutations

of genes already known in sheep in relation to mastitis sensitivity (SOCS2 in LDHH11), black

fleece (ASIP in MTRDHH5) and the absence of horns itself related to cryptorchidism (RXFP2

in MTRDHH4).

Overall, this thesis work brings new knowledge on the genetic defects existing in the ovine

populations. Managing these defects through knowledge of affected phenotypes and systematic

genotyping of causal mutations will improve global fertility, limit lamb mortality, and more

generally will improve the health and animal welfare of these populations under selection.

Keywords : Small ruminants, genomics, genetic defects, deleterious mutations, reverse

genetics.
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1. Comprendre l’émergence des anomalies
génétiques dans les populations de petits
ruminants

Les objectifs de ce chapitre sont de décrire les différentes races françaises de petits ruminants,

de comprendre comment est organisée la sélection et pourquoi ces populations sont favorables à

l’émergence d’anomalies génétiques.

1.1 Données générales sur les filières de petits ruminants

L’émergence de l’agriculture a été initiée par la domestication d’espèces animales et végétales

sauvages. Les petits ruminants ont été domestiqués au cours de la période néolithique dans

le croissant fertile entre 11 000 - 9 000 ans avant Jésus-Christ (McHugo, Dover, & MacHugh,

2019). Les moutons (Ovis aries) et chèvres (Capra hircus) modernes sont originaires du mouflon

asiatique (Ovis orientalis) et de la chèvre sauvage bezoar ibex (Capra aegagrus). Au cours de

l’histoire, l’homme a sélectionné progressivement les animaux pour répondre à ses besoins pour

l’alimentation (production de lait, viande), l’habillement (toison, cuir) et le travail (docilité,

force motrice) (Alberto et al., 2018 ; Chessa et al., 2009 ; Deng et al., 2020 ; Zheng et al.,

2020). L’évolution des phénotypes contribue à ce jour en une grande biodiversité (plus de 200

races reconnues dans le monde entier pour chacune des espèces) et les animaux sont répartis

sur l’ensemble du globe, adaptés à de nombreux environnements très variés allant des zones

montagneuses froides et humides du nord de l’Europe aux régions arides et chaudes d’Afrique et

d’Asie. On dénombre à ce jour 1,2 milliards d’ovins et 1 milliard de caprins dans le monde (FAO,

https ://www.fao.org/livestock-systems/global-distributions/en/).

1.1.1 Chiffres clés sur les filières de petits ruminants en France

En France, on observe une grande diversité des systèmes de production associée à un grand

nombre de races de petits ruminants. Sur notre territoire, 57 races ovines (52 allaitantes et 5

laitières) et 14 races caprines (laitières) sont officiellement reconnues (Prache et al., 2018).

En 2020, le cheptel ovin français se classe au 4ème rang européen avec 7,3 millions d’animaux

répartis dans 39 milliers d’exploitations, loin derrière l’Espagne avec plus de 15 millions d’ovins

(Agreste, 2021, 2022). Au niveau national, ce cheptel est composé de 30% d’animaux laitiers et 70%

d’animaux allaitants. En 2021, la production ovine française pour la consommation de viande se

classe au 5ème rang européen avec 4,3 millions de têtes (85% ovins allaitants et 15% ovins laitiers

de réforme) ∼ 81 000 tonnes équivalent carcasse (recul de -12,4% en dix ans) (IDELE & CNE,

2021b ; Agreste, 2022). Pour la production laitière, la France se classe au 4ème rang européen

avec 297 millions de litres produits (Agreste, 2021). La production est exclusivement localisée

dans les régions Occitanie, Nouvelle-Aquitaine et Corse, et est en grande partie transformée en
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fromages par l’industrie laitière (Roquefort et pâtes pressées non cuites principalement).

Le cheptel caprin français quant à lui est principalement destiné à la production laitière (très

peu de consommation de viande de chevreaux en Europe contrairement en Asie ou Afrique). En

2020, le cheptel est composé de 1,4 million de têtes réparties dans 10,8 milliers d’exploitations

(4ème rang européen) (Agreste, 2021). Deux pays se classent largement en tête : la Grèce (3,5

millions de têtes) et l’Espagne (2,6 millions). Cependant, la France se classe 1ère des pays

européens pour la production laitière avec 508 millions de litres de lait collectés. Les élevages

sont répartis globalement sur l’ensemble du territoire même si 35% des caprins sont élevés dans

la région Nouvelle-Aquitaine (Agreste, 2020). Le lait est fortement valorisé puisque 25% du lait

produit est directement transformé à la ferme (valorisation en AOP, AOC, IGP ...) tandis que

75% sont livrés aux industriels (IDELE & CNE, 2021a).

Les exploitations laitières de petits ruminants ont des effectifs importants, plus de 75% des

exploitations ont plus de 200 animaux en production. Par la suite, un intérêt particulier sera

donné aux races laitières.

1.1.2 Description des cheptels ovins laitiers

En France, le cheptel ovins laitier se compose de 5 races (IDELE, 2022b) : la Lacaune (60,5%

de l’effectif national), la Manech Tête Rousse (23,0%), la Basco-Béarnaise (8,3%), la Manech

Tête Noire (5,6%) et la Corse (2,6%), réparties dans trois grands bassins de production (Figure

1.1 ; Table 1.1).

Dans le rayon de Roquefort, on retrouve la Lacaune avec plus de 800 000 brebis. Une grande

partie du lait est valorisée pour être transformée en AOP Roquefort. La singularité de la race

Lacaune repose sur l’existence de deux rameaux : laitier (800 000 brebis) et allaitant (300 000

brebis) à partir des années 1970. La Lacaune est originaire du Massif-Central et est caractérisée

par une tête longue et fine, une toison avec des poils fins et par une absence de cornes.

Dans le bassin des Pyrénées-Atlantiques, on retrouve les trois races ovines laitières des Pyrénées

(ROLP) : la Manech Tête Rousse, la Manech Tête Noire et la Basco-Béarnaise. Le lait sert à

la production de fromage AOC Ossau-Iraty. La plupart des exploitations de Basco-Béarnaises

sont fromagères avec une production directe à la ferme. Il existe également une valorisation des

agneaux de lait par le label "agneau de lait des Pyrénées Label Rouge" depuis 1996, le reste de la

production est exporté en Espagne pour engraissement. Ces races pyrénéennes sont adaptées à

vivre dans des zones difficiles. On retrouve la Manech Tête Rousse dans les coteaux tandis que

la Manech Tête Noire est localisée en altitude dans la montagne basque. La Basco-Béarnaise

est localisée dans la partie béarnaise des Pyrénées et en Haute-Saoule. Ces races présentent une

longue toison ancestrale jarreuse. Les races Manech Tête Noire et Basco-Béarnaise présentent des

cornes enroulées tandis que chez la Manech Tête Rousse, on retrouve des animaux sans cornes,

avec cornillons ou cornus. La race Basco-Béarnaise est caractérisée par une tête busquée. Toutes

ces races sont adaptées à la transhumance l’été. Les Manechs ont été importées du pays basque

espagnol dans les années 1970 et sont très apparentées génétiquement aux races Latxa espagnoles

(Legarra et al., 2014).

Dans le bassin Corse, la race Corse est caractérisée par son adaptation à des conditions
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A

C

E

D

B

Figure 1.1 – Races ovines laitières françaises. (A) Bélier Lacaune ; (B) Bélier Manech Tête
Rousse ; (C) Bélier Manech Tête Noire ; (D) Bélier Basco-Béarnais ; (E) Bélier Corse. Crédits
photos : D. Buisson (IDELE), OS Corse.
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climatiques difficiles et son lait est valorisé en AOC Brocciu. Elle présente également une toison

jarreuse et des cornes.

Table 1.1 – Principales races ovines laitières françaises. CLO = Contrôle Laitier Officiel ;
*Total des deux entreprises de sélection en race Lacaune lait (Lacaune Ovitest et Service Elevage
de la Confédération de Roquefort) (IDELE, 2022b)

Bassin Roquefort Pyrénées-Atlantiques Corse

Race Lacaune Manech Tête
Rousse

Manech Tête
Noire

Basco-
Béarnaise

Corse

Effectif total des
brebis

890 000* 270 000 120 000 80 000 100 000

Effectif de brebis en
CLO

172 495* 65 676 7 523 23 743 15 841

Nombre de trou-
peaux en CLO

372 327 67 98 51

Production
moyenne (durée
lactation)

346 litres
(176 jours)

251 litres
(164 jours)

184 litres
(149 jours)

224 litres
(148 jours)

153 litres
(188 jours)

1.1.3 Description des cheptels caprins laitiers

A B

Figure 1.2 – Principales races caprines laitières. (A) Chèvres de race Alpine ; (B) Chèvres
de race Saanen. Crédits photos : Capgènes

En France, le cheptel caprin laitier se compose de 2 races principales : l’Alpine (62,3% de

l’effectif national) et la Saanen (34,2%) (Figure 1.2 ; Table 1.3). La race Alpine est originaire

de Savoie et se retrouve majoritairement dans la vallée de la Loire, de la Saône, du Rhône et

dans le Poitou-Charente. Il s’agit de la race la plus présente sur le territoire français. L’Alpine est

une race rustique capable de pâturer dans les zones montagneuses. Les animaux ont des poils

ras et une couleur chamoisée (Capgènes, 2018a). La race Saanen est la race la plus représentée
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dans le monde. En France, on la retrouve principalement dans le Sud-Est, le Centre et l’Ouest

de la France. Elle est caractérisée par une toison blanche composée de poils courts et denses

(Capgènes, 2018b). Les principaux fromages AOP produits sont le Sainte-Maure de Touraine

(26%), le Rocamadour (18%), le Selles-sur-Cher (15%) et le Chavignol (13%) (IDELE & CNE,

2021a).

Table 1.3 – Principales races caprines laitières françaises. Remarque : En caprins, la
production laitière est exprimée à 250 jours (durée de référence) pour compenser l’hétérogénéité
des durées de lactation (beaucoup de lactations longues). CLO = Contrôle Laitier Officiel (IDELE,
2022a)

Race Alpine Saanen

Effectif total des chèvres 450 000 350 000

Effectif de chèvres en CLO 146 854 80 750

Nombre de troupeaux en CLO 372 327

Production sur 250 jours 822 kg 818 kg

Production moyenne (durée de lactation) 978 kg (317 jours) 1 034 kg (329 jours)

Taux protéique (TP)/ Taux butyreux (TB)
en g/kg

34,0/38,3 32,9/36,7

1.2 Organisation de la sélection génétique

Chaque race laitière citée précédemment fait l’objet d’une sélection orchestrée par un pro-

gramme de sélection spécifique. Initialement basée sur les performances phénotypiques des futurs

reproducteurs et des apparentés, la sélection s’est fortement améliorée avec le développement de

la génomique.

1.2.1 Les acteurs de la sélection

En race Lacaune, les deux entreprises de sélection (ES) Ovitest et le service élevage de la

Confédération de Roquefort en lien avec l’organisme de sélection (OS) UPRA Lacaune coordonnent

les schémas de sélection. En ROLP, il s’agit de l’OS ROLP associé à l’entreprise de sélection

CDEO (Centre Départemental de l’Elevage Ovin) qui sont en charge de la gestion des schémas

des trois races laitières des Pyrénées. En Corse, le schéma est géré par l’entreprise de sélection

CORSIA en lien avec l’OS Brebis Corse. Le contrôle de performances est assuré par les deux ES

Lacaune, CDEO en ROLP et par la chambre d’agriculture en Corse (SUAE Corse du Sud et

SUAE Haute-Corse). L’ensemble de ces organismes sont membres du Comité National Brebis

Laitières (CNBL). En caprins laitiers, l’organisme et entreprise de sélection (OES) Capgènes gère

les deux races laitières et la race Angora (élevée pour la production de mohair). L’ensemble de

ces entreprises ont un fort lien avec l’UMT GPR (Unité Mixte Technologique - Génétique des
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Petits Ruminants) qui regroupe l’Institut de l’Elevage (IDELE) et INRAE.

1.2.2 Le contrôle de performances et les caractères en sélection

Depuis septembre 1997, tous les ovins/caprins nés et élevés en France sont identifiés de

façon individuelle (Ministère de l’Agriculture et de l’Alimentation, 2018b) sous la responsabilité

de l’EDE (Établissement de l’Élevage). Depuis 2006, la réglementation est encadrée à l’échelle

européenne et l’identifiant animal comprend le code pays et un numéro à 11 chiffres (indicatif de

marquage à 6 chiffres qui est lié au N° de l’exploitation à 8 chiffres + Numéro d’ordre à 5 chiffres).

Dans les filières laitières, les critères de sélection ont évolué au fil du temps, adaptés en

fonction des choix des gestionnaires des races et de la disponibilité des phénotypes (Figure

1.3). L’enregistrement de l’ensemble des caractères est effectué en routine lors du contrôle de

performances des brebis/chèvres soumis au contrôle laitier officiel (CLO) ou simplifié (CLS), ce

qui représente 20-30% de l’effectif d’une race. Le CLO est réservé aux éleveurs sélectionneurs.
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Figure 1.3 – Évolution des caractères pris en compte dans les schémas en ovins et
caprins laitiers. (A) Temporalité des critères de sélection ; (B) Pondération de l’objectif de
sélection dans les différentes races en 2021. QMP : Quantité de Matière Protéique, TP : Taux
Protéique, QMG : Quantité de Matière Grasse, TB : Taux butyreux, CCS : Comptage Cellules
somatiques dans le lait, MAM : Morphologie Mammaire, ROLP : Races Ovines Laitières des
Pyrénées, MTR : Manech Tête Rousse. Adapté d’après Astruc et Buisson (2018d), V. Clément
(IDELE, comm. pers.).

En ovins, le CLO est un contrôle de type AC (Nomenclature ICAR : "le lait du jour est calculé

en multipliant le lait au contrôle par un coefficient au contrôle x troupeau appelé coefficient AC")

correspondant à un contrôle mensuel d’une seule des 2 traites journalières et a pour vocation à

enregistrer les performances des béliers pour l’évaluation génétique (Ministère de l’Agriculture et
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de l’Alimentation, 2018b). Le CLO est un contrôle quantitatif (Production laitière : 5 contrô-

les/brebis/campagne laitière) et qualitatif (TB, TP et CCS : 2 à 3 contrôles/brebis/campagne

laitière). Dans le protocole AC, les événements de reproduction doivent être enregistrés (Date de

mise-bas, anomalie de reproduction, mode de reproduction, nombre d’agneaux nés et sexe). Le

CLS concerne les éleveurs utilisateurs (contrôle de type D). Le contrôle est plus souple et il n’a

pas vocation à être utilisé dans l’indexation. Il s’agit d’un contrôle qualitatif (1 à 2 mesures de

la production laitière sur la campagne/brebis). En caprins, il existe sept protocoles de contrôles

laitiers (A, AY, CY, AZ, CZ, AC et AT) plus ou moins contraignants (Ministère de l’Agriculture

et de l’Alimentation, 2018a). Les contrôles qualitatifs et quantitatifs de type A (contrôle de toutes

les traites quotidiennes) et AT (contrôle d’une seule des deux traites quotidiennes) sont les plus

fréquents.
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Figure 1.4 – Évolution de la production laitière entre 1990 et 2021 dans les races
ovines et caprines laitières. (A) Production laitière en races ovines Basco-Béarnaise (BB),
Lacaune (LAC), Manech Tête Noire (MTN) et Manech Tête Rousse (MTR). (B) Quantité de
lait à 250 jours en races caprines Alpine et Saanen.

Pendant de longues années, les schémas de sélection ont œuvré exclusivement pour augmenter

la production laitière (Figure 1.3 A). En ovins lait, la quantité de lait a doublé en quarante ans

(Figure 1.4). Par exemple, en race MTR la production est passée de 102 litres (en 128j) en 1990 à

224 litres (148j) en 2021. A noter qu’à ce jour, la quantité de lait est l’unique critère de sélection

de la race Corse. En caprins, la sélection n’a jamais porté directement sur la quantité de lait

mais sur la quantité de matière protéique qui est fortement corrélée (0,8) à la production laitière
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(Teissier et al., 2019). Les schémas ont ensuite progressivement introduit les taux protéiques (TP)

et butyreux (TB) dans les critères de sélection (1987 en Lacaune, 2000 en ROLP et 1996-99 en

caprins). Dès 2006, des critères fonctionnels ont pris place en lien avec la santé (comptage des

cellules somatiques, indicateur de l’inflammation de la mamelle) et conformation de la mamelle

(MAM) (cellules et morphologie en 2006 en Lacaune, cellules en 2016 et morphologie en 2021

en ROLP, morphologie dès 2006 et cellules en 2013 en caprins). En ovins, les pointages de la

mamelle sont mesurés sur la brebis en première lactation et portent sur 5 postes : angle du trayon

(ANG), sillon entre les 2 hémi-mamelles (SIL), distance entre le plancher de la mamelle et le jarret

(PLJ) et le déséquilibre entre les 2 hémi-mamelles (DES). En caprins, 11 postes sont mesurés :

profil de la mamelle (PRM), hauteur du plancher (PLA), largeur de l’attache-arrière (AAR),

avant-pis (AVP), orientation des trayons (ORT), tour de poitrine (TPO), ouverture des pieds

(OUP), longueur des trayons (LOT), forme des trayons (FOT), inclinaison des trayons (INT) et

la forme de l’arrière-pis (FAP).

L’ensemble de ces critères sont regroupés en index de synthèse : ISOL (Indice de Synthèse

Ovins Laitier) en ovins lait et ICC (Index Combiné Caprin) en caprins (Figure 1.3 B). Les

pondérations des caractères dans l’objectif de sélection sont variables en fonction des races et

espèces. En race Lacaune, on observe un équilibre entre les caractères de production et fonctionnels.

En ROLP (MTR et BB), l’objectif de sélection est composé de 60% de caractères de production

et 40% de caractères fonctionnels. Ces races ont intégré les cellules en 2016 et très récemment, la

morphologie de la mamelle afin de sélectionner des brebis avec la mamelle bien tendue mieux

adaptée à la traite. En caprins, l’ICC combine deux index : l’index de production caprine (IPC)

et l’index morphologique caprine (IMC). En Alpine, l’ICC = IPC + 0,5 IMC alors qu’en Saanen

un poids plus important est donné à la morphologie, ICC = IPC+ 0,6 IMC. L’IPC (=Index MP

+ 0,4 Index TP + 0,2 Index MG + 0,1 Index TB) et l’IMC (= 0,2 Avant pis + 0,2 Profil + 0,2

Plancher + 0,2 Orientation des trayons + 0,2 Largeur attache arrière) sont identiques entre les

deux races. A noter que les cellules ne figurent pas en tant que telles dans l’ICC mais font l’objet

d’un index fourni à part.

Les années 1990-2000 ont été marquées par un épisode de tremblante ovine. Il s’agit d’une

maladie à prion (Encéphalopathie Spongiforme Subaigües Transmissibles, ESST) affectant le

système nerveux central et conduisant à la mort rapide des individus atteints. Les recherches

menées ont permis de mettre en évidence des marqueurs génétiques associés à la résistance

à la tremblante (Goldmann et al., 1990 ; Laplanche et al., 1993). Un Programme National

d’Amélioration Génétique pour la Résistance à la Tremblante (PNAGRT) a été mis en place en

2001 pour éliminer les animaux de génotype ARQ (forme ancestrale, sensible) et VRQ (Brochard

et al., 2006). Depuis 2003, la gestion de la tremblante ovine par le génotypage du gène PRNP

responsable de la tremblante ovine n’est pas intégrée en tant que telle dans l’ISOL (Figure 1.5).

La sensibilité à la tremblante est essentiellement liée à l’allèle Q. De ce fait, aujourd’hui seuls les

béliers ARR/ARR entrent en centre d’élevage et diffusent leur génétique dans les schémas de

sélection.

L’essor de la sélection génétique permis par le développement de la génomique (voir paragraphe

1.2.3), permet d’avoir des index plus fiables et d’améliorer les modèles d’indexation. Ceci conduit
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Figure 1.5 – Lien entre les différents haplotypes utilisés en sélection au gène PRNP
(OAR13*) et le degré de sensibilité à la tremblante. Les analyses génétiques ont permis
d’identifier une dizaine de polymorphismes dans le gène PRNP. Les trois plus importants utilisés
en sélection sont les polymorphismes présents dans les codons : codon 136 : Alanine (A) > Valine
(V), codon 154 : Arginine (A) > Histidine (H) et codon 171 : Glutamine (Q) > Arginine (R).
Adapté de Tortereau (2016). OAR est la nomenclature des chromosomes dans l’espèce ovine (Ovis
aries).

aujourd’hui, à la prise en compte de nouveaux caractères dans les schémas de sélection. A ce jour,

différents projets visent à inclure des caractères liés à la fertilité mâle (qualité de la semence) et

femelle, la longévité fonctionnelle des femelles, les aptitudes fonctionnelles des béliers (pointage

de la morphologie des mâles), la résistance au parasitisme, la résilience et l’efficience des animaux,

la qualité du lait et le comportement à la traite (Astruc & Buisson, 2018d).

1.2.3 De la sélection classique à la sélection génomique

1.2.3.1 Généralités

Pour pouvoir être sélectionné, un caractère doit être transmis à la descendance (voir Encadré

1. Principe de l’amélioration génétique). Des pré-requis comme l’identification des animaux

(pedigree et état civil des animaux : numéro national unique, race, date de naissance et mort)

et la création d’une base de sélection (ensemble de femelles inscrites aux dispositifs officiels

de contrôle de performances) sont essentiels. Sélectionner dans une population, c’est orienter

les accouplements entre les meilleurs femelles et mâles pour obtenir des descendants avec les

meilleures valeurs génétiques possibles. Les meilleurs animaux sont ceux qui ont les meilleures

valeurs génétiques additives pour les caractères de l’objectif de sélection. Les gestionnaires des

races doivent conjointement diffuser le progrès génétique et gérer la variabilité génétique dans la

race.

Encadré 1. Principe de l’amélioration génétique (Minvielle, 2010)

■ Héritabilité d’un caractère

Les performances d’un individu (notées P ) pour un caractère donné est le reflet du potentiel

génétique de l’animal (noté G) et de l’environnement (noté E).

(1) P = G+ E
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La composante G combine l’effet additif des gènes sur le caractère (noté A) et des effets de

dominance (D) et d’épistasie (noté I). Ainsi l’équation (1) devient :

(2) P = A+D + I + E

En sélection génétique, l’objectif est de choisir les animaux avec les meilleures valeurs géné-

tiques additives. En génétique quantitative, la sélection sur un caractère repose sur la notion

d’héritabilité h2. Au sens étroit, elle correspond à la part de la composante génétique qui sera

transmise à la descendance, définie par le rapport entre la variance génétique additive et la

variance phénotypique :

h2 =
σ2
A

σ2
P

L’héritabilité est une valeur comprise entre 0 et 1. Plus cette valeur s’approche de 1, plus il

est facile de faire une sélection sur ce caractère. On qualifie l’héritabilité de faible (h2 < 0, 2),

modérée (0, 2 < h2 < 0, 4) ou élevée (h2 > 0, 4).

■ Le progrès génétique annuel

L’efficacité de la sélection repose sur la notion de progrès génétique annuel (noté ∆G) :

∆G =
i× ρ× σA

t

Avec i : intensité de sélection ; ρ : précision de la valeur des index (correspond à la racine carrée

du coefficient de détermination (CD)) ; σA : écart-type de la valeur génétique additive de la

population et t : intervalle de génération, il correspond au temps qui s’écoule entre la naissance

et la mise en reproduction des reproducteurs.

Afin de sélectionner les animaux, il est nécessaire d’estimer (modèles de prédiction) les valeurs

génétiques additives. Un individu transmet en espérance la moitié de la valeur génétique additive à

ses descendants. La sélection génétique classique utilise le BLUP (Best Linear Unbiaised Predictor)

- modèle animal et repose sur l’enregistrement des performances de l’individu et de ses apparentés.

La précision de l’index s’accompagne d’un coefficient de détermination (CD). Il correspond à la

précision de l’estimation qui dépend du nombre d’enregistrements de phénotypes et de l’héritabilité

des caractères. Plus le CD est grand, plus la valeur génétique additive estimée est précise. Les

caractères de production ont des héritabilités modérées à élevées (0,30 à 0,50 en ovins/caprins).

Pour les caractères fonctionnels, le comptage des cellules somatiques est faiblement héritable

(h2=0,13 en ovins et h2=0,19 en caprins) et les héritabilités des pointages mamelles sont faibles à

élevées (h2=0,19-0,33 en ovins et h2=0,12-0,50 en caprins) (Barillet et al., 2016 ; Teissier et al.,

2019).

La sélection se fait au niveau individuel (choix des femelles de renouvellement en élevage) et

collectif (sélection des mâles d’IA). L’organisation de la sélection est pyramidale. Chez les éleveurs

sélectionneurs du noyau de sélection, des accouplements programmés entre les femelles et mâles

avec les meilleures valeurs génétiques sont réalisés. Les descendants issus de ces accouplements
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permettent d’une part d’avoir des jeunes mâles reproducteurs (à évaluer) et d’autre part d’évaluer

les performances des filles des mâles reproducteurs du CIA (centre d’insémination animale), c’est

le testage sur descendance.

Le processus de sélection classique est long et coûteux. L’optimisation du progrès géné-

tique repose notamment sur l’utilisation des biotechnologies de la reproduction, des méthodes

d’induction-synchronisation des chaleurs et de la révolution génomique. Dans les schémas laitiers,

le progrès génétique passe principalement par la voie mâle et repose sur la pratique de l’insé-

mination animale (IA). En petits ruminants, la saisonnalité et l’utilisation de semence fraîche

imposent d’utiliser un nombre de reproducteurs importants. Néanmoins, en caprins, l’insémination

en semence congelée est réalisée. L’évolution de la fertilité sur IA en petits ruminants (Figure

1.6) est relativement stable au cours du temps, avec une tendance à l’augmentation ces dernières

années en ovins. Le déclin de la fertilité à l’IA chez les bovins (Pryce et al., 2004) associé à une

augmentation importante de la production laitière, n’est pas observé dans nos filières de petits

ruminants. En Lacaune, 95% des agnelles de renouvellement du noyau de sélection sont issues

d’IA, suggérant une sélection implicite sur la fertilité. En ROLP, cette évolution est plus limitée,

que l’on explique par un taux d’IA plus faible dans le schéma (45-60%) avec seulement 70%

d’agnelles de renouvellement du noyau de sélection issues d’IA. De plus, les conditions dans les

Pyrénées sont plus exigeantes : herbe, état des brebis au moment de la lutte... Chez les caprins, on

remarque que les chevrettes (primipares) ont une moins bonne fertilité que les agnelles, expliqué

par une mise à la reproduction trop précoce. Il est également important de noter qu’une seule

IA est pratiquée en petits ruminants alors qu’en bovins jusqu’à 3 IA consécutives par campagne

peuvent être réalisées si la vache n’est pas gestante.

L’avènement de la génomique en petits ruminants (mise en place de la sélection génomique en

2015 en Lacaune, 2017 en ROLP et 2018 en caprins) a permis d’améliorer le processus de sélection

(Astruc et al., 2016b ; Clement et al., 2020). La sélection génomique permet de prédire la valeur

génétique additive d’un candidat reproducteur en analysant un grand nombre de marqueurs

SNP (Single Nucleotide Polymorphism, variant d’une paire de bases) répartis sur l’ensemble

de son génome (voir paragraphe 2.1.2.1). La prédiction de cette valeur repose sur l’utilisation

d’une population de référence correspondant à un ensemble d’individus de la même race qui

sont génotypés et phénotypés (Georges et al., 2019). En petits ruminants, cette population est

exclusivement composée de mâles d’IA testés sur descendance (Astruc & Buisson, 2018e). Ainsi,

avec l’apparentement du candidat reproducteur avec la population de référence, il est possible

dès la naissance de connaître sa valeur génétique estimée. La méthode d’indexation retenue est le

single-step Genomic BLUP (ssGBLUP) (Astruc & Buisson, 2018f).

L’utilisation de la sélection génomique a principalement permis d’augmenter l’intensité de

sélection conduisant à augmenter le progrès génétique de l’ordre de 15-20% par an (Astruc &

Buisson, 2018a). Les schémas de sélection génomique sont similaires entre ovins et caprins laitiers

avec quelques spécificités détaillées dans les Figures 1.7 et 1.8.

1.2.3.2 Les schémas ovins laitiers à l’ère de la génomique

Le fonctionnement des schémas de sélection ovins laitiers en Lacaune et en ROLP est décrit

dans la Figure 1.7.
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Figure 1.6 – Évolution de la fertilité à l’insémination animale dans les races ovines et
caprines laitières entre 2006 et 2021. L1= lactation 1, L2= lactation 2 et L3= lactation 3 et
plus. Les données brutes sont extraites des bases de données nationales SIEOL (Système d’Infor-
mation en Elevage Ovin Laitier) (J-M, Astruc, comm. pers.) et SIECL (Système d’Information
en Elevage Caprin Laitier) (V. Clément, comm. pers.)
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Figure 1.7 – Fonctionnement des schémas de sélection ovins laitiers en Lacaune et
ROLP. PAB= Père à béliers, PAF= Père à filles, MN= monte naturelle, IA= insémination
animale.

La diffusion de la génétique dans les schémas repose sur la pratique de l’IA en semence fraîche.

Ceci implique d’avoir un grand nombre de béliers en CIA (1400 béliers en Lacaune et 600 béliers

en MTR) (Buisson et al., 2018). En effet, le taux d’IA dans les schémas varie de 85% en Lacaune

et 45-60% en ROLP. Les agneaux nés d’accouplements programmés entre meilleurs reproducteurs,

avec les meilleurs index sur ascendance et conformes aux standards de la race, sont génotypés dès

le premier mois après la naissance (Astruc et al., 2016a ; Astruc & Buisson, 2018c, 2018b). Les

défauts morphologiques peuvent être liés suivant la race à la présence de tâches, la couleur de

toison, la présence ou non de cornes, la forme de la tête/oreilles/mâchoire, le type de la laine ou

de la stature. En Lacaune, les candidats à la sélection rentrent ensuite en centres d’élevage (Le

Bourguet ou La Glène). En ROLP, la capacité d’accueil ne permet pas d’accueillir l’ensemble

des agneaux candidats, de ce fait les candidats restent chez les éleveurs sélectionneurs jusqu’à

la diffusion de l’index génomique. Durant cette période, de nombreux agneaux sont éliminés

sur critères sanitaires ou défauts de conformation. Par exemple, l’UPRA Lacaune déclasse les

animaux s’ils présentent un dos cassé, épaules étroites, aplombs tordus, pâturons "assis", jarrets

serrés et/ou un manque de développement. Le taux de réforme est de 50% en Lacaune et de

10-15% en ROLP. Vers 4-5 mois, la diffusion des index génomiques permet de sélectionner les

meilleurs candidats (index de synthèse ovins laitiers génomique que l’on nomme ISOLg). Cette

prédiction est permise par l’équation de prédiction ssGBLUP et repose sur la population de

référence (=ensemble des béliers du CIA). La pression de sélection génomique exercée (pG)
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est importante puisqu’elle varie de 1/3 à 1/5 (Astruc & Buisson, 2018a). L’ISOLg permet de

classer les agneaux en quatre catégories : agneaux avec un ISOL négatif (index négatif ou erreur

paternité), les agneaux avec un ISOL intermédiaire (classés en +, ++ ou +++) et les béliers

pour le CIA avec les meilleurs ISOL. Les agneaux candidats intègrent par la suite le CIA et vont

exclusivement diffuser (à partir de 1,5 ans en Lacaune et 2,5 ans en ROLP) dans les troupeaux

en CLO pour faire au moins 120 IA afin d’obtenir les premiers index sur descendance. Une partie

des jeunes béliers est également réformée lors de l’entraînement à la production de semence.

Une pression de sélection sur descendance contribue à éliminer 15-30% des béliers génomiques.

Après la première campagne, les animaux sont évalués sur descendance et diffusent leur génétique

jusqu’à 4-5 ans. Les agneaux non retenus pour rentrer en CIA (ISOL +, ++ et +++) sont vendus

dans les élevages en CLS et hors contrôle laitier pour améliorer la génétique dans toute la race.

1.2.3.3 Les schémas caprins laitiers à l’ère de la génomique

Figure 1.8 – Fonctionnement des schémas de sélection caprins laitiers. Les effectifs
indiqués dans la figure sont pour les deux races Alpine et Saanen avec un ratio 65% et 35%,
respectivement. Source : Capgènes.

Les schémas caprins laitiers s’organisent de la même manière que les ovins laitiers. Les schémas
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sont décrits dans la Figure 1.8. A chaque campagne, 1300 accouplements élites sont programmés

(845 en Alpine et 455 en Saanen). Les boucs candidats sont génotypés vers 1 mois et leurs

index génomiques sont disponibles vers 3 mois. Suivant leur valeur génétique, les meilleurs boucs

(pG=0,4) entrent à Capgènes lorsqu’ils ont entre 3 et 5 mois et commencent à produire de la

semence entre 6 et 8 mois. Les boucs seront ensuite collectés pendant un peu moins de 2 ans avant

d’être abattus. Comme chez les ovins, des réformes liées au sanitaire, conformation ou standard

de race et défauts de production de semence contribuent à réduire le nombre des jeunes boucs

avant de devenir reproducteur (taux de réforme de 60%). En caprins, la diffusion du progrès

génétique passe par l’IA en semence congelée.
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1.3 Des structures de populations favorables à l’émergence d’anomalies génétiques

Les espèces d’élevage ont des effectifs génétiques limités, ce qui contribue à amplifier le

phénomène de dérive génétique et augmenter la consanguinité.

1.3.1 Les populations d’élevage ont des effectifs génétiques limités

Population 
ancestrale

Domestication

Création des races Dérive/Sélection

Consanguinité+Diminution de la variabilité génétique

= Augmentation du taux dʹhomozygotie

Figure 1.9 – Trajectoire évolutive des allèles d’une population en sélection

Depuis la domestication, l’homme a sélectionné des animaux adaptés à ses besoins (production

laitière et viande, docilité ...). La diversité des allèles initialement présents dans la population

ancestrale s’est fortement réduite lors de la création des races (définies comme un ensemble

d’individus qui se ressemblent morphologiquement) (Liu et al., 2019 ; Albalat & Cañestro, 2016)

(Figure 1.9). Même si les effectifs au sein des races sont parfois très élevés, le patrimoine génétique

des animaux de rente s’est appauvri par l’utilisation d’un faible nombre d’animaux reproducteurs

élites, notamment par la pratique de l’IA. La gestion de la diversité génétique est un enjeu majeur

pour les gestionnaires des races.

La variabilité génétique d’une population peut être caractérisée par trois indicateurs (Figure

1.10). Ces derniers sont calculés dans le cadre de l’observatoire de variabilité génétique des

ruminants (VARUME) obtenus par l’analyse des données généalogiques (Danchin-Burge et al.,

2017). L’indicateur Ae correspond au nombre d’ancêtres efficaces, c’est-à-dire combien d’individus

sont à l’origine des allèles portés par les individus de la race. Il permet de mettre en évidence des

goulots d’étranglement. Par rapport aux bovins laitiers, le Ae est plus élevé en petits ruminants.

L’indicateur Ne correspond à la taille efficace de la population (par exemple si Ne = 100, cela

signifie que la variabilité génétique de la population correspond à l’accouplement au hasard de

50 mâles et 50 femelles non apparentés). Son calcul est basé sur l’évolution de la consanguinité

(définit un lien génétique de parenté entre reproducteurs) (voir Encadré 2. Taux de consanguinité

et taille efficace d’une population). La taille efficace intra-race est importante en races ovines

(Lacaune et MTR) et caprines (Alpine et Saanen) laitières (Ne=151-336) alors qu’elle est plus

faible en races ovines MTN et BB (83 à 95). La sélection des animaux ARR/ARR résistants à la

tremblante ovine a conduit dans les années 2000 à un goulot d’étranglement. L’indicateur Ngen
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correspond à la profondeur des généalogies. En ovins et caprins laitiers, les qualités des généalogies

sont très satisfaisantes puisque l’on est capable de remonter dans le pedigree jusqu’à 10 générations.
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Figure 1.10 – Principaux indicateurs de variabilité génétique pour les races de
ruminants en France. Avec les probabilités d’origine des gènes (Ae), la taille efficace (Ne) et le
nombre de générations connus (Ngen). LAC= Lacaune, MTR= Manech Tête Rousse, MTN=
Manech Tête Noire, BB= Basco-Béarnaise, Bovins PE= comprend les races à petits effectifs (PE)
et les races étrangères. Source : VARUME.

Encadré 2. Taux de consanguinité et taille efficace d’une population

∆F = Ft − Ft−1 =
1

2Ne
(1− Ft−1)

Connaissant le taux de consanguinité (F) entre la génération t− 1 et t, on peut calculer un

effectif génétique (Ne) réalisé :

Ne =
(1− Ft−1)

2∆F

L’état de l’art en ovins et caprins montre une meilleure gestion de la diversité génétique

comparée aux bovins, expliquée par la saisonnalité et l’utilisation de semences fraîches qui

imposent un nombre plus important de reproducteurs. Un bélier Lacaune réalise au maximum

1 200 doses alors que chez l’espèce bovine où l’utilisation de semence congelée est possible, un

taureau produit plusieurs dizaines de milliers de doses/an.

Avec l’avènement des outils génomiques, l’étude des ROH (run of homozygosity) se montre

pertinente pour caractériser la diversité génétique d’une race. Ces derniers sont des régions

contiguës du génome où un individu est homozygote, hérités de ses deux parents, eux-mêmes issus

d’un même ancêtre commun (Ceballos et al., 2018). Plus ces régions sont grandes et nombreuses
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le long du génome, plus elles témoignent d’une consanguinité proche.

1.3.2 Dérive génétique et consanguinité

La réduction du nombre d’ancêtres contributeurs Ae et de la taille efficace Ne contribue d’une

part à augmenter la consanguinité au cousrs du temps et d’autre part à réduire la variabilité

génétique des animaux. Le taux de consanguinité (=accouplement entre reproducteurs apparentés)

est relativement faible en ovins laitiers en race Lacaune (∆F/génération= +0,29%) et MTR

(∆F/génération= +0,42%) sur la période 2000-2009 (Buisson et al., 2018). Les coefficients de

consanguinité dans les deux espèces sont similaires (F ∼ 2.5-3%). Dans les autres races ovines

(BB et MTN), l’augmentation du taux de consanguinité est proche des bovins laitiers (1%

par génération) (Gutiérrez-Reinoso et al., 2022). L’augmentation de la consanguinité conduit

inévitablement à augmenter le taux d’homozygotie des génomes à l’origine de l’émergence

d’anomalies génétiques. En effet, chaque individu est porteur de 1 à 5 mutations hautement

délétères dans son génome (notion de fardeau génétique), responsables d’anomalies à l’état

homozygote (Charlier et al., 2016 ; Georges et al., 2019).

Les phénomènes évolutifs (sélection et dérive génétique) contribuent également à impacter

la variabilité génétique des populations en modifiant les fréquences des allèles au cours des

générations (voir paragraphe 2.3).

A retenir La sélection des petits ruminants est structurée (structure pyramidale des schémas

de sélection), organisée (gestion par les ES et OS, contrôle de performances) et améliorée avec

l’avènement de la sélection génomique dans les populations laitières. La sélection génomique

permet de génotyper tous les candidats à la sélection dès la naissance pour prédire les valeurs

génétiques des jeunes candidats. La pratique de la sélection contribue à créer un biais de

représentativité entre les animaux de la population et les reproducteurs des CIA. En effet, seuls

les meilleurs individus avec les meilleures valeurs génétiques et conformes aux standards de la

race sont gardés. Ceci conduit inévitablement à réduire la diversité allélique d’une race. Les

populations de petits ruminants ont des effectifs génétiques modérés conduisant à l’émergence

d’anomalies génétiques du fait de la dérive génétique (fluctuation aléatoire des allèles) et

de la consanguinité (accouplements entre reproducteurs apparentés). Un compromis entre

variabilité génétique et pression de sélection est désormais possible par la sélection génomique

afin d’assurer des schémas de sélection efficaces. ■



2. Les anomalies génétiques : définitions,
modes de transmission et d’action, évolution
des fréquences

Une anomalie génétique est définie comme un phénotype déviant dans une population et

résulte d’une mutation aléatoire de l’ADN (Boichard, Grohs, Danchin-Burge, & Capitan, 2016).

Ces anomalies peuvent être délétères (voir létales) ou neutres (par exemple : couleur de toison)

et sont liées pour la plupart à une seule région génomique (monogénique). Elles sont qualifiées

de congénitales lorsque le phénotype est visible dès la naissance. Nous verrons par la suite qu’il

existe différents déterminismes génétiques des anomalies. Au cours de l’évolution, ces variants,

pourtant délétères, peuvent se maintenir dans les populations sous l’effet de forces évolutives

(dérive et sélection).

2.1 L’ADN, source de variabilité génétique

2.1.1 L’ADN, support de l’information génétique

Figure 2.1 – Structure moléculaire de l’ADN. Les liaisons hydrogène sont représentées par
des tirets bleus.

L’Acide DésoxyriboNucléique (ADN) est le support universel de l’information génétique.

L’ADN est composé de deux chaînes orientées antiparallèles et complémentaires de polymères de
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nucléotides formant une double hélice (Watson and Crick, 1953). Les monomères sont reliés entre

eux par des liaisons covalentes sur un même brin de type liaison phosphodiester (liaison entre

l’extrémité 3’-OH du nucléotide n et l’extrémité 5’-Phosphate du nucléotide n+1). Un nucléotide

est composé d’une base nucléique, d’un sucre (pentose) et d’un groupement phosphate. Les bases

nucléiques sont la Thymine (T), l’Adénine (A), la Guanine (G) et la Cytosine (C) (Figure 2.1).

La Guanine et l’Adénine sont des bases purines tandis que la Thymine et la Cytosine sont des

pyrimidines. Ces bases s’apparient entre elles par des liaisons hydrogènes (trois liaisons entre G

et C et une double liaison entre A et T). Une richesse en paires A-T, permet à l’ADN de s’ouvrir

plus facilement. L’enchaînement des nucléotides forme la séquence et définit le code génétique de

chaque individu.

Chromosome
Chromatide Chromatide

Nucléosomes

Histones

Cellule

Gène

paires de bases

ADN double brinsCentromère

Télomère

Télomère

Noyau

Figure 2.2 – De la cellule à l’ADN. Adapté d’après https ://www.genome.gov/genetics-
glossary/Chromosome.

Figure 2.3 – Caryotypes des ovins et caprins

Les gènes, supports de l’information génétique, sont portés par les chromosomes (Figure 2.2).

Ils sont localisés dans le noyau des cellules chez les eucaryotes. Les chromosomes résultent de la

condensation de la chromatine et l’ADN est enroulé autour d’octamères d’histones pour former
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les nucléosomes. Les génomes ovins et caprins (Figure 2.3) sont composés de deux chromosomes

sexuels (XX pour la femelle et XY pour le mâle) et 26 paires d’autosomes (2n=54) chez le mouton,

29 paires d’autosomes chez la chèvre (2n=58). Le caryotype de la chèvre diffère du mouton

puisque tous les chromosomes sont acrocentriques, c’est-à-dire qu’ils n’ont qu’un seul bras.
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TRADUCTION
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Figure 2.4 – Du gène à la protéine. Seul le brin 5’ → 3’ est représenté. Reg= Séquences
régulatrices, Prom= Promoteur, ORF= Open Reading Frame/Cadre ouvert de lecture, CDS=
Coding sequence/séquence codante, UTR= Untranslated region/ Région non traduite.

Un gène correspond à une séquence d’ADN double brin (chez les eucaryotes, seulement 2% de

l’ADN est codant). Un gène est composé de séquences régulatrices (rôle dans la régulation de

l’expression du gène) et d’un cadre ouvert de lecture composé de séquences codantes (exons) et

non-codantes (introns). L’ensemble des étapes permettant de passer du gène à la protéine est

illustré dans la Figure 2.4. Lors de la transcription, l’ARN polymérase II utilise le brin 5’ →
3’ comme matrice pour synthétiser une molécule d’ARN pré-messager simple brin. La synthèse

est initiée à la lecture du codon d’initiation de la transcription et se termine à la lecture du

site de fin de transcription. Dans l’ARN, la thymine (T) est remplacée en Uracile (U). L’ARN

pré-messager présente une coiffe en 5’-P et une queue poly-A en 3’-OH. Lors de l’épissage, les

introns sont éliminés avant d’être exportés dans le cytoplasme. Ensuite, les ribosomes (complexes

protéiques intervenant dans la traduction) vont venir se fixer sur l’ARNm et grâce aux ARN de

transfert (ARNt), l’ARNm est alors traduit en protéine. Il s’agit d’une longue chaîne d’acides

aminés reliés entre eux par des liaisons peptidiques. La traduction démarre à la lecture du codon

d’initiation de la traduction (AUG, Méthionine) et se termine à la lecture d’un codon STOP
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(TAA, TAG ou TGA). La séquence des acides aminés de la protéine s’obtient par la lecture d’une

fenêtre non-chevauchante de 3 nucléotides, appelés codon. Les 20 acides aminés constituant le

code génétique sont décrits dans la Table 2.1.

Table 2.1 – Liste des 20 acides aminés constituant le code génétique. Les acides aminés
sont classés en 4 catégories : les acides aminés apolaires et hydrophobes (Alanine, Valine, Leucine,
Isoleucine, Proline, Phénylalanine, Tryptophane, Méthionine et Glycine), les acides aminés polaires
non chargés (Cystéine, Sérine, Thréonine, Tyrosine, Asparagine et Glutamine), les acides aminés
chargés - (Acide aspartique et Acide glutamique) et les acides aminés chargés + (Lysine, Arginine
et Histidine).

Deuxième base
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U

UUU Phe (F) UCU Ser (S) UAU Tyr (Y) UGU Cys (C) U

T
roisièm

e
b
ase

UUC Phe (F) UCC Ser (S) UAC Tyr (Y) UGC Cys (C) C

UUA Leu (L) UCA Ser (S) UAA Stop (*) UGA Stop (*) A

UUG Leu (L) UCG Ser (S) UAG Stop (*) UGG Trp (W) G

C

CUU Leu (L) CCU Pro (P) CAU His (H) CGU Arg (R) U

CUC Leu (L) CCC Pro (P) CAC His (H) CGC Arg (R) C

CUA Leu (L) CCA Pro (P) CAA Gln (Q) CGA Arg (R) A

CUG Leu (L) CGC Pro (P) CAG Gln (Q) CGG Arg (R) G

A

AUU Ile (I) ACU Thr (T) AAU Asn (N) AGU Ser (S) U

AUC Ile (I) ACC Thr (T) AAC Asn (N) AGC Ser (S) C

AUA Ile (I) ACA Thr (T) AAA Lys (K) AGA Arg (R) A

AUG Met (M) ACG Thr (T) AAG Lys (K) AGG Arg (R) G

G

GUU Val (V) GCU Ala (A) GAU Asp (D) GGU Gly (G) U

GUC Val (V) GCC Ala (A) GAC Asp (D) GGC Gly (G) C

GUA Val (V) GCA Ala (A) GAA Glu (E) GGA Gly (G) A

GUG Val (V) GCG Ala (A) GAG Glu (E) GGG Gly (G) G

Polaires Polaires - Polaires + Apolaires

L’expression des gènes peut être modulée par des facteurs de transcription qui vont agir

sur les séquences régulatrices ou par des phénomènes épigénétiques. L’épigénétique est définie

comme l’ensemble des marques présentes sur le génome induisant des changements dans l’ex-

pression des gènes (et donc des phénotypes) sans altérer la séquence d’ADN à la différence des

différents polymorphismes (Berger et al., 2009). Les principaux phénomènes épigénétiques sont la

méthylation de l’ADN, les modifications d’histones (méthylation/acétylation) et l’action des ARN

non-codants (Beaujean et al., 2020). Ces phénomènes épigénétiques varient au cours de la vie d’un

individu en fonction de l’environnement. Le long de la molécule d’ADN, une cytosine suivie de

guanine peut être méthylée par une enzyme, l’ADN méthyltransférase (ajout d’un groupe méthyle

(CH3)). Lorsque ces sites CpG sont localisés au niveau des promoteurs, la méthylation de l’ADN

peut réprimer l’expression des gènes (Schübeler, 2015). Les modifications post-traductionnelles

des histones affectent l’accessibilité de l’ADN lors de la transcription et participent donc à

activer/inhiber l’expression des gènes en fonction de l’état de condensation de la chromatine
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(Kouzarides, 2007). Les ARN non-codants sont des molécules simples brins et sont classés en

deux catégories : les microARN (composés d’une vingtaine de nucléotides) ou les ARNlnc (ARN

long non-codants, composés de plus de 200 nucléotides). Ces ARN ne possèdent pas de cadre de

lecture, ce qui les différencie des ARNm. Les microARN sont capables de réguler les activités

post-transcriptionnelles en s’appariant avec des ARNm cibles aboutissant à leur dégradation

(Huntzinger & Izaurralde, 2011). Les ARNlnc sont depuis longtemps connus pour leur rôle dans la

régulation des gènes par des modifications de la condensation de la chromatine et l’altération de

la stabilité et la traduction des ARNm impactant les voies de signalisation (Statello, Guo, Chen,

& Huarte, 2021). Par exemple, il existe un mécanisme d’interférence par ARN (RNAi) permettant

la dégradation des ARNm par un complexe protéique RISC (RNA-induced silencing complex )

basé sur l’action de miARN (exemple avec le phénotype callipyge décrit dans le paragraphe 2.2.7).

2.1.2 Les différents polymorphismes de l’ADN et leurs impacts biologiques

Les mutations de l’ADN peuvent avoir des origines environnementales (rayonnements, carences)

ou génétiques (Ducos et al., 2002). Lors de la réplication de l’ADN, des nouvelles mutations

(néo-mutations) peuvent se produire, ce taux de mutation est de l’ordre de 10−8 par nucléotide

et par génération chez l’homme. Ces mutations sont à l’origine de la diversité génétique. Si ces

mutations affectent les cellules germinales (transmises à la descendance), elles peuvent être à

l’origine d’anomalies génétiques héréditaires (Boichard, Grohs, Danchin-Burge, & Capitan, 2016).

La taille des génomes ovins et caprins est d’environ 2,6 Gb, ce qui correspond à l’apparition

d’environ 30 nouveaux (de novo) variants par gamète (et donc le double par individu). Bien que la

plupart d’entre eux soient localisés dans des régions non codantes, chaque individu est porteur de

1 à 5 mutations hautement délétères dans son génome (Georges et al., 2019). Ces variants peuvent

correspondre à la modification d’une seule base jusqu’à plusieurs kilobases. L’impact d’un variant

dépend également de sa localisation sur la séquence d’ADN. La détection des polymorphismes

d’un individu se fait par comparaison avec une séquence de référence (Voir paragraphe 3.1.2).

2.1.2.1 Les variants de une à quelques bases

Séquence référence AGTTCATGCTGGACCTGTCAGAAGCCGAGG
SNP AGTTCATGCTGGACCTGCCAGAAGCCGAGG

Séquence référence AGTTCATGCTGGACCTGTCAGAAGCCGAGG
Insertion AGTTCATGCTGGACCTGATCAGAAGCCGAGG

Séquence référence AGTTCATGCTGGACCTGTCAGAAGCCGAGG
Délétion AGTTCATGCTGGACCTG - CAGAAGCCGAGG

Séquence référence AGTTCATGCTGGACCTGTCAGAAGCCGAGG
Microsatellite AGTTCATGCTGGACCTGTCTCTCCAGAAGCCGAGG

Table 2.2 – Les différents types de variants de petites tailles. Adapté de Vignal (2011).

La séquence du génome est légèrement variable entre individus appartenant à une même

espèce. Ces variations (appelées polymorphismes) impliquent des changements d’une à quelques
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bases (Table 2.2) (Vignal, 2011).
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Figure 2.5 – Impacts biologiques des variants de type SNP. Seul le brin 5’ → 3’ est
représenté. Reg= séquences régulatrices, Prom= Promoteur, CDS= Coding sequence/ séquence
codante, UTR= Untranslated region/ Région non traduite, SNP= Single Nucleotide Polymor-
phism/ variant d’une paire de bases. La présence de mutations de type Insertion/Délétion (InDel)
peut également entraîner un décalage du cadre de lecture dans la séquence codante.

Les polymorphismes de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism) correspondent au rem-

placement d’une base par une autre. Ces mutations ponctuelles d’une seule paire de bases de

l’ADN peuvent affecter des régions diverses au sein du génome (Figure 2.5). Parmi les SNP,

les transitions (changement purine-purine ou pyrimidine-pyrimidine A ↔ G ou C ↔ T) sont

plus fréquentes que les transversions (changement purine-pyrimidine : A ↔ C ou T ; et G ↔ C

ou T) (Hodgkinson and Eyre-Walker, 2010). Lorsque ces SNP sont localisés dans des régions

intergéniques, non traduites ou introniques, ils n’ont dans la plupart du temps aucun impact.

Cependant, lorsque ces mutations affectent les régions codantes (exons des gènes), l’impact peut

être faible à fort suivant le type de mutation. Trois types de mutation peuvent se produire dans

le CDS : (i) la mutation même-sens/silencieuse : le changement de nucléotide n’a pas d’effet

sur la protéine, plusieurs codons codent pour le même acide aminé (exemple : TGT>Cystéine

→ TGC>Cystéine) ; (ii) la mutation faux-sens (missense) : le changement de nucléotide a un

effet sur la séquence protéique, le nouveau codon code pour un autre acide aminé (exemple :

TGT>Cystéine → TGG>Tryptophane) et (iii) la mutation non-sens (stop-gain) : le changement

de nucléotide conduit à l’apparition d’un codon stop (exemple : TTA>Leucine → TGA>Stop).
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Les SNP localisés dans les sites de régulation ont des impacts modérés et ont un rôle sur la régula-

tion de l’expression du gène en empêchant ou permettant la fixation de facteur de transcription ou

en modulant les impacts de la méthylation. Les SNP présents dans les régions UTR (régions non

traduites de l’ARNm) ont également des impacts modérés et peuvent contribuer à rendre moins

stable l’ARNm en modifiant sa durée de vie. Les mutations localisées dans les sites d’épissage

(donneurs/accepteurs) situés à proximité des exons, peuvent conduire à créer ou supprimer des

exons et auront donc des conséquences fortes sur l’expression du gène et les séquences protéiques

produites. Les SNP induisant une perte de codon start ou stop ont également des effets forts

puisque la protéine ne peut ne pas être traduite ou être plus longue.

Les polymorphismes de type petites insertions ou délétions (Table 2.2) peuvent être de tailles

variables allant d’une paire de bases à plusieurs dizaines de paires de bases. Si ces mutations sont

localisées dans les régions codantes, elles entraînent un décalage du cadre de lecture (frameshift)

conduisant à l’apparition d’un codon stop prématuré, la protéine produite est alors tronquée et/ou

modifiée. Si l’insertion/délétion conduit à la suppression/ajout d’un multiple de 3 nucléotides

(mutation inframe deletion ou insertion), cela conduit à la perte/ajout d’un ou plusieurs acides

aminés.

Des séquences répétées de quelques paires de bases (2 à 4 pb) (Table 2.2), appelées microsa-

tellites, peuvent elles aussi avoir des impacts forts quand elles rompent le cadre de lecture. Ces

derniers ont été à l’origine des premières analyses de diversité de l’ADN avant l’avènement de

l’utilisation des SNP.

Les variants qui ont un impact biologique fort sur la protéine (non-sens, site accepteur/donneur,

perte codon start/stop, faux-sens, frameshift et Indels) sont appelés mutations pertes de fonction

(Loss-of-function, LoF) et sont les principaux variants responsables d’anomalies génétiques

(MacArthur et al., 2012).

2.1.2.2 Les variants structuraux

Les variants de structure sont des mutations et correspondent à de grandes portions d’ADN

(souvent >50pb) (Figure 2.6) (Alkan et al., 2011). Ce terme inclut des grandes insertions/délétions,

des duplications, des inversions et translocations. Les variants de structure qui résultent d’un

changement du nombre de copies (délétion, insertion et duplication) dans la séquence d’ADN

sont appelés CNV (Copy Number Variation). L’étude des variants de structure est très récente et

rendue possible par le développement des nouvelles techniques de séquençage en lectures longues

(voir paragraphe 3.1.1.3). Compte tenu de la taille des variants structuraux (>50pb), de nombreux

gènes sont compris dans ces portions de génome ce qui peut conduire à des impacts biologiques

forts.

2.1.2.3 Occurrence des différents types de variants en lien avec des anoma-

lies

Comme le montre la Figure 2.7, les polymorphismes de type SNP (mutations faux-sens et

non-sens) représentent plus de 50% des anomalies identifiées. On retrouve, au second rang, les

mutations de type insertions/délétions (∼ 20-30%). Les variants structuraux de type CNV sont

peu fréquents même si le développement des nouvelles techniques de séquençage permet de les
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Figure 2.6 – Les différents types de variants structuraux. CNV = Copy Number Variation.
Adapté de Hollox et al. (2022).

étudier. Ce nombre devrait donc évoluer très rapidement dans la prochaine décennie. Les variants

les moins fréquents sont les variants structuraux de type inversion ou translocation. L’analyse des

translocations passe principalement par la construction d’un caryotype (coûteux).

Nous venons de voir que les différentes familles de polymorphismes présentent des caractéris-

tiques très distinctes (fréquence, variabilité) et sont adaptées à des utilisations spécifiques. En

effet, la facilité de génotypage est essentielle pour les étudier à grande échelle, ce qui est le cas

dans le cadre de la sélection génomique où l’on est capable de génotyper plusieurs milliers de

SNP pour chaque individu.

2.2 Les anomalies en petits ruminants et leurs modes de transmission

Historiquement, l’étude des anomalies génétiques portait exclusivement sur la description

clinique des individus atteints sans en connaître le déterminisme moléculaire. L’amélioration

de la connaissance des génomes (voir paragraphe 2.1.2.1) et des technologies (voir paragraphe

3.1) ont contribué à résoudre le déterminisme génétique de nombreuses anomalies génétiques

en identifiant les mutations causales. Depuis longtemps, les scientifiques ont la volonté de

synthétiser les découvertes à l’échelle internationale. L’ensemble de ces résultats est disponible

dans des bases de données publiques chez l’homme et la souris. La base Online Mendelian

Inheritance in Man (OMIM, https ://www.omim.org/) regroupe à ce jour 7 233 phénotypes avec

déterminisme génétique connu chez l’homme. La même base existe chez la souris (MGI, Mouse

Genome Informatics, http ://www.informatics.jax.org). Ce travail a également été réalisé chez les

animaux (hors espèces de laboratoire) dans la base de données Online Mendelian Inheritance in

Animals (OMIA, https ://www.omia.org/home). Cette base internationale regroupe l’ensemble

des anomalies héréditaires et d’autres caractères pour 346 espèces (hors espèces de laboratoire)
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Figure 2.7 – Fréquences des différents types de mutations causales identifiées chez
l’homme et les espèces animales (hors espèces de laboratoire ∼ 346 espèces).
Ces données sont extraites des bases de données HGMD (Human Gene Mutation Database,
https ://www.hgmd.cf.ac.uk, consulté le 22/07/2022) et OMIA (Online Mendelian Inheritance in
Animals, https ://www.omia.org, consulté le 22/07/2022). A cette date, 352 731 et 1354 mutations
causales sont répertoriées chez l’homme et les espèces animales (hors espèces de laboratoire),
respectivement.

pour lesquels les phénotypes, gènes et variants associés sont décrits (Nicholas & Hobbs, 2014). Elle

est gérée par Frank Nicholas et Imke Tammen de l’Université de Sydney (Australie). L’évolution

du nombre de mutations causales identifiées chez les espèces animales ne cesse d’augmenter ces

dernières années (Figure 2.8). La vache et le chien sont les deux espèces pour lesquelles le nombre

de mutations causales identifiées est le plus important. A ce jour en petits ruminants, le nombre

d’anomalies identifiées reste limité.

2.2.1 Les anomalies génétiques identifiées en petits ruminants

Chaque individu diploïde possède deux copies de chaque gène, l’une reçue de son père et

l’autre de sa mère. On note "A" l’allèle normal et "a" l’allèle muté responsable de l’anomalie.

Ainsi, chaque descendant peut être de génotype AA, Aa ou aa. La fréquence de ces génotypes

dépend du mode de transmission. Ces modes sont décrits dans les paragraphes suivants. A l’aide

de la base de données OMIA, j’ai pu réaliser un inventaire des anomalies génétiques avec un

déterminisme génétique connu chez les ovins et caprins (Table 2.3). A la fin de l’année 2021, 110

mutations causales ont été identifiées et répertoriées dans la base. Chez le mouton, 80 mutations

causales ont été identifiées (41 sont délétères) que l’on associe à 47 phénotypes distincts. Dans la

plupart des cas, un phénotype est associé exclusivement à un gène. Pour les caprins, seulement

30 mutations causales identifiées ont été rapportées (11 sont délétères) que l’on associe à 16

phénotypes distincts. A titre comparatif, chez les vaches, c’est 247 mutations causales rapportées

dans la base (209 sont délétères) et elles sont associées à 181 phénotypes distincts.
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2.2.2 Anomalies autosomiques récessives et co-dominantes

Une anomalie est autosomique récessive lorsque la mutation est localisée sur un autosome et

que l’allèle muté à l’état homozygote impacte le phénotype (l’individu possède les deux copies de

cet allèle, l’une héritée de son père, l’autre de sa mère). A l’état hétérozygote, cette mutation n’a

pas d’impact sur le phénotype (Figure 2.9 A). Lorsque deux parents hétérozygotes s’accouplent,

75% des descendants sont non atteints (25% d’homozygotes non porteurs et 50% d’hétérozygotes)

et 25% sont atteints (homozygotes mutés). Par exemple, en ovins plusieurs mutations localisées

dans le gène ITGB4 (Integrin Subunit Beta 4 ) sont associées au syndrome d’épidermolyse

bulleuse jonctionnelle (OMIA 001948-9940) (Table 2.3). Les deux variants identifiés sont un

non-sens OAR11 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.7,412,626C>T (p.Arg885*) (Figure 2.9 A) et une

déletion de 4pb conduisant à une rupture du cadre de lecture OAR11 (Oar_rambouillet_v1.0) :

g.7,425,460_7,425,463del, affectant le même gène et conduisant au même phénotype (Fabre et

al., 2020 ; Suárez-Vega et al., 2015). Les individus homozygotes atteints sont caractérisés par des

fragilités épithéliales au niveau des extrémités des membres et muqueuses provoquant la mort

périnatale de l’agneau. Plusieurs variants chez l’homme conduisant à ce phénotype ont également

été identifiés (OMIM 147557) dans le même gène.

allèle muté récessif (T)

allèle sauvage (C)

50%25% 25%

allèle muté co-dominant (FecLL)

allèle sauvage (FecL+)

50%25%

+1.5 ovulations +3 ovulations

a�eints

25%

A

B

Mutation non-sens OAR11:g.7,412,626C>T dans ITGB4

Mutations régulatrices OAR11:g.36,938,224T>A et OAR11:g.37034573A>G (FecLL)
 dans B4GALNT2

Figure 2.9 – Mode de transmission autosomique récessive et co-dominance.
(A) Situation de récessivité avec la mutation non-sens OAR11 (Oar_rambouillet_v1.0) :
g.7,412,626C>T, p.Arg885*. (B) Cas de co-dominance avec les mutations régulatrices OAR11
(Oar_rambouillet_v1.0) : g.36,938,224T>A et g.37034573A>G (les deux allèles mutés sont
regroupés sous le nom de mutation FecLL).

De plus, l’allèle muté peut également être co-dominant, c’est-à-dire que chaque allèle parti-

cipe en commun à la détermination d’un phénotype "intermédaire" entre les deux phénotypes
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gérés par chacun des allèles (Figure 2.9 B). Ce phénomène inclut souvent un effet additif

(Boichard, Grohs, Danchin-Burge, & Capitan, 2016). Par exemple en ovins, deux mutations

OAR11 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.36,938,224T>A (intron 7 de B4GALNT2 (Beta-1,4-N-Acetyl-

Galactosaminyltransferase 2 )) et g.37034573A>G (région intergénique entre B4GALNT2 et

IGF2BP1 (Insulin like growth factor 2 mRNA binding protein 1 )) en parfait déséquilibre de

liaison, sont associées à une augmentation du nombre d’ovulations (hyperprolificité) variable en

fonction du génotype des individus (OMIA 001885-9940) (Drouilhet et al., 2013, 2009). L’effet

additif de l’allèle permet aux brebis hétérozygotes d’avoir un nombre d’ovulations par cycle

augmenté de +1,5 et de +3 pour les brebis homozygotes par rapport aux brebis non porteuses de

la mutation (nombre d’ovulations de 1,5 pour les +/+). La mutation entraîne une expression

ectopique très importante de B4GALNT2 dans l’ovaire. Chez le mâle, aucun effet de la mutation

FecLL n’a été démontré.

2.2.3 Anomalies autosomiques dominantes

Le cas de dominance correspond à la situation où une seule copie de l’allèle est nécessaire

pour exprimer le phénotype. Les individus hétérozygotes et homozygotes ont des phénotypes

identiques (Figure 2.10).

allèle sauvage (G)

allèle sauvage (G)

mutation de novo dominante (A)

A

B

allèle muté dominant (ED)

allèle sauvage (E+)

50%50%

Mutation non-sens OAR7:g.71,478,714G>A dans OTX2

Mutations faux-sens OAR14:g.15,487,372T>A et g.15487515G>A (ED)
dans M1CR

Figure 2.10 – Anomalie autosomique dominante. (A) Cas de dominance avec l’exemple
des mutations faux-sens OAR14 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.15,487,372T>A (p.Met73Lys) et
g.15487515G>A (p.Asp121Asn) (regroupées sous le nom de mutation ED) responsable de la couleur
de toison noire. (B) Cas de dominance avec une mutation apparue de novo chez un descendant avec
l’exemple de la mutation non-sens OAR7 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.71478714G>A (p.Arg89*)
localisée dans le gène OTX2.

Dans les populations d’élevage, les anomalies génétiques à déterminisme dominant sont souvent

impliquées dans des variations phénotypiques liées à la morphologie telles que la couleur de toison,

sans impacter la viabilité des individus porteurs de la mutation (et est donc transmissible à la

descendance). De nombreux exemples sont cités dans la Table 2.3, affectant les gènes MC1R,
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ASIP et TYRP1. Par exemple, deux mutations faux-sens OAR14 (Oar_rambouillet_v1.0) :

g.15,487,372T>A (p.Met73Lys) et g.15,487,515G>A (p.Asp121Asn) (regroupées sous le nom de

mutation ED) sont en co-ségrégation dans le gène MC1R (MelanoCortin 1 Receptor) associées

à la couleur de toison noire (OMIA 001199-9940) (Rochus et al., 2019 ; Våge et al., 1999).

Ces mutations entraînent une surproduction d’eumélanine et une seule copie de l’allèle ED est

nécessaire pour obtenir un animal noir (Figure 2.10 A).

Cependant, lorsque la mutation à déterminisme dominant a un impact délétère, les individus

atteints sont dans la plupart du temps porteur d’une mutation de novo. Par exemple, un variant

de novo non-sens a été mis en évidence dans le gène OTX2 (Orthodenticle Homeobox 2 ) en ovins

OAR7 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.71,478,714G>A (p.Arg89*) conduisant à une otocéphalie

(non migration des oreilles pendant le développement embryonnaire) accompagnée de nombreuses

malformations congénitales létales pour l’agneau (OMIA 002227-9940, Figure 2.10 B) (Paris et

al., 2020).

Il est important de noter que dans la plupart des cas de mutations dominantes délétères, le

premier individu porteur de cette mutation est souvent mosaïque c’est-à-dire que la mutation

n’a pas lieu au stade une cellule. De ce fait, une partie des cellules constituant l’individu est

porteuse de la mutation. Si le mosaïcisme n’atteint pas la lignée germinale alors la mutation

n’est pas diffusée. Si la lignée germinale est entièrement atteinte, la mutation diffusera selon

la ségrégation à partir d’un individu hétérozygote, soit la moitié des descendants porteurs. En

fonction du niveau de mosaïcisme de la lignée germinale, une plus faible proportion de porteurs

(<1/2) est attendue (Spinner & Conlin, 2014).

2.2.4 Anomalies liées aux chromosomes sexuels

Les modes de transmission décrits précédemment sont également applicables aux chromosomes

sexuels (X ou Y). Les mâles ont un chromosome X et un chromosome Y tandis que les femelles ont

deux chromosomes X. Dans la littérature, les anomalies liées aux chromosomes sexuels concernent

principalement le chromosome X. En effet, peu de gènes sont présents sur le chromosome Y et sont

principalement impliqués dans la formation des testicules et la production du sperme (Lau, 2020).

Les mâles porteurs de ce type de mutation sont stériles et ne peuvent donc pas la transmettre

aux descendants. Pour les anomalies localisées sur le chromosome X, le déterminisme peut être

dominant ou récessif (Figure 2.11).

A titre d’exemple, une mutation récessive InDel résultant en un décalage du cadre de lecture

OARX (Oar_rambouillet_v1.0) : g.86,301,507_86,301,516delinsTAATTAATACC dans le gène

F8 (Coagulation Factor VIII ) est responsable d’hémophilie de type A identifiée en ovins (OMIA

000437-9940, Figure 2.11 A) (Porada et al., 2010). Une seule (et unique) copie de la mutation

est nécessaire pour qu’un mâle (Figure 2.11 A.1 et A.2) exprime le phénotype (hémarthrose des

genoux) tandis que pour la femelle, les deux copies de la mutation sont nécessaires pour exprimer

le phénotype (Figure 2.11 A.3).

De nombreuses mutations identifiées sur les chromosomes sexuels sont associées à de la stérilité

ou à une faible fertilité, notamment chez les femelles (mutations dans les gènes BMP15 (Bone

Morphogenetic Protein 15 ) et GDF9 (Growth Differentiation Factor 9 ), Table 2.3). Par exemple,
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la mutation faux-sens FecXL OARX (Oar_rambouillet_v1.0) :g.56,594,981C>T (p.Cys321Tyr)

(OMIA 002306-9940) est dominante chez la femelle pour le taux d’ovulation (+1,5) (Figure 2.11

B) et récessive pour le phénotype de stérilité (Figure 2.11 B.3) (Bodin et al., 2007). A l’état

hétérozygote, la mutation dans BMP15 réduit l’activité du système de signalisation des BMP,

ce qui conduit à diminuer la prolifération et la sensibilité à la FSH (hormone de stimulation

folliculaire) des cellules de la granulosa. La stérilité à l’état homozygote est caractérisée par des

ovaires non développés, bloqués au stade primaire de la folliculogenèse liée à une quantité de BMP

trop faible (Monniaux et al., 2009). Chez le mâle, aucun effet de la mutation n’a été identifié.
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Figure 2.11 – Anomalies liées à l’X. (A) Cas d’une mutation récessive liée à l’X
OARX :g.86,301,507_86,301,516delinsTAATTAATACC dans F8. (B) Cas de la mutation faux-
sens OARX :g.56,594,981C>T (appelée FecXL) dans BMP15 qui est dominante pour le phénotype
de prolificité et récessive pour le phénotype de stérilité.

2.2.5 Anomalies mitochondriales

Le nombre de gènes localisés dans la mitochondrie est assez faible : 37 gènes en ovins

(NC_001941.1) et 37 en caprins (NC_005044.2). Cependant, le nombre de mutations affectant
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ces gènes est important. Pour chaque individu, l’ensemble des mitochondries sont héritées de

sa mère via le contenu cytoplasmique de l’ovocyte fécondé. De ce fait, les mâles atteints ne

transmettent jamais la mutation aux descendants tandis que les femelles vont transmettre la

mutation à l’ensemble des descendants (Figure 2.12). Suivant la mutation et le gène impacté,

l’effet sur le phénotype peut être plus ou moins délétère.

Figure 2.12 – Transmission des anomalies mitochondriales. Les animaux représentés en
rouge expriment le phénotype.

Aucune mutation mitochondriale n’est remontée dans la base de données OMIA. Néanmoins,

plusieurs études ont décrit de telles mutations. Par exemple, deux substitutions non synonymes

(Phe33Leu et Asp171Asn) et une mutation de type InDel ont été observées dans le gène mito-

chondrial du cytochrome B (CYTB), résultant en une protéine tronquée (Pal et al., 2019). Les

agneaux porteurs des mutations présentent une anémie et un dysfonctionnement de la plupart

des organes vitaux (foie et reins).

2.2.6 Anomalies chromosomiques

Des anomalies liées à un nombre anormal de chromosomes (ou portions) peuvent avoir lieu,

c’est l’aneuploïdie. Comme chez l’Homme, des anomalies chromosomiques sont identifiées dans

les espèces animales d’élevage pouvant avoir un impact sur le nombre et/ou la structure des

chromosomes (Table 2.4). Elles peuvent être responsables d’anomalies congénitales, de mortalité

embryonnaire, d’infertilité ou de cancers. Lors de la fécondation, un gamète déséquilibré peut

fusionner avec un gamète normal. Cette anomalie génétique résulte d’un défaut de ségrégation des

chromosomes lors de la méiose. Un gamète équilibré est composé d’une seule copie de l’ensemble

des chromosomes tandis qu’un gamète déséquilibré possède un morceau de chromosome en moins

ou en plus. Dans la plupart des cas, l’animal à l’origine de ces gamètes déséquilibrés est porteur

à l’état hétérozygote d’une translocation chromosomique (Figure 2.13). Un animal transloqué

équilibré hétérozygote est phénotypiquement normal, mais il est capable de transmettre l’anomalie

à ses descendants. On distingue deux types de translocations : réciproque et robertsonienne.

Dans le cas d’une translocation réciproque, des paires de chromosomes ont échangé réci-

proquement des portions de chromosomes (Figure 2.13 A). Dans ce cas, un animal transloqué

hétérozygote produit trois types de gamètes (25% normal, 25% équilibré et 50% déséquilibré).

Après fécondation, 50% des zygotes sont viables (normal ou transloqué équilibré hétérozygote).

Dans le cas d’un déséquilibre, l’issue est souvent délétère avec des mortalités embryonnaires
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Table 2.4 – Anomalies chromosomiques identifiées en petits ruminants. Adapté de
Iannuzzi et al. (2021)

Anomalie chromo-
somique

Conséquence Fréq. Nombre
d’ano-
malies

en ovins

Nombre
d’ano-
malies

en
caprins

Références

Anomalies du nombre de chromosomes

Monosomie du X
(X0)

Infertilité chez
la femelle

+ 3 1 (Zartman et al., 1981 ; Baylis
et al., 1984 ; Berry et al., 2018 ;
Bhatia & Shanker, 1990)

Syndrome XXY Hypoplasie
testiculaire
chez le mâle

+ 2 2 (Bruere et al., 1969 ; Moraes et
al., 1980 ; Takebayashi & Jorge,
1986 ; Bhatia & Shanker, 1992)

Inversion du sexe Stérilité + 2 2 (Ferrer et al., 2009 ; Albarella
et al., 2019 ; Pailhoux et al.,
1994 ; Vaiman et al., 1996)

Anomalies de structure des chromosomes (translocation)

Translocation ré-
ciproque (rcp)

Fertilité
réduite

++ 6 0 (Ducos et al., 2008 ;
Anamthawat-Jonsson et
al., 1992 ; C. P. Popescu &
Tixier, 1984 ; C. P. Popescu,
1990 ; Iannuzzi et al., 2013,
2014)

Translocation ro-
bertsonienne (rb)

+++ 7 5 (Switoński & Stranzinger,
1998 ; Bruère & Mills, 1971 ;
Pearce et al., 1994 ; Chaves
et al., 2003 ; C. Popescu &
Boscher, 1972 ; Evans et al.,
1973 ; Gonçalves et al., 1992 ;
Burguete et al., 1987)
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précoces ou des malformations congénitales souvent létales. A ce jour, 7 translocations réciproques

ont été identifiées en ovins (Iannuzzi et al., 2021). Ce type de translocation aboutit souvent à une

fertilité réduite ou à une stérilité chez les animaux transloqués hétérozygotes. Ce qui constitue

souvent une alerte pour détecter de telles anomalies chez les espèces domestiques.

Dans le cas d’une translocation robertsonienne, des chromosomes acrocentriques de paires

différentes fusionnent entièrement entre eux par leur centromère (Figure 2.13 B). Dans ce cas, un

animal transloqué hétérozygote produit trois types de gamètes (20% normal, 20% équilibré et

60% déséquilibré). Après fécondation, les zygotes peuvent être normaux (16,7% des descendants),

viables mais transloqués équilibrés hétérozygotes (16,7%), atteints de trisomie (33,3%) ou de

monosomie (33,3%). Dans le cas de trisomie, les individus peuvent avoir des symptômes mais

être viables, alors que la monosomie conduit inévitablement à la mort de l’individu. A ce jour, 7

translocations robertsoniennes ont été identifiées en ovins et 5 en caprins (Iannuzzi et al., 2021).

Le nombre d’anomalies chromosomiques rapporté est très faible comparé aux anomalies de une

à quelques paires de bases. Ceci s’explique par le fait que ce type de mutation a un impact très fort

sur le phénotype et est lié à un reproducteur en particulier. Les contrôles chromosomiques sont

réalisés en France principalement dans les espèces porcines et bovines. La plateforme de contrôle

chromosomique UMR GenPhySE a déjà réalisé plus de 1000 et 3000 caryotypes dans les espèces

bovines et porcines respectivement. En bovins, des décrets imposent le contrôle systématique des

mâles reproducteurs pour la recherche de la translocation robertsonienne rb(1 ;29). Elle a été

identifiée dans plusieurs races dans les années 1970, et elle est responsable d’une baisse importante

de fertilité (Darré et al., 1972). En porc, un contrôle chromosomique des verras terminaux des CIA

est réalisé avant leur diffusion. Avec l’accumulation des analyses, la prévalence de translocations

est de 1/200 et elles sont dans 90% des cas des translocations réciproques associées à une baisse

moyenne de 40% de la prolificité (A. Pinton, comm. pers.).

2.2.7 Anomalies avec déterminisme génétique complexe

L’ensemble des anomalies décrites ci-dessous ont une transmission mendélienne. Cependant, des

phénomènes tels que l’empreinte parentale (Genomic imprinting) peut conduire à une transmission

non-mendélienne du caractère. Cela signifie que pour un individu, la copie héritée de sa mère et

celle de son père ne s’expriment pas de la même manière. Ce mécanisme repose sur la présence

de marques épigénétiques dans les cellules germinales des parents pouvant activer ou réprimer

l’expression d’un gène. Un exemple bien connu chez les petits ruminants est le phénotype callipyge

(hypertrophie musculaire) lié à une mutation intergénique OAR18 (Oar_rambouillet_v1.0) :

g.66,187,430A>G située dans un élément de contrôle dans un domaine soumis à empreinte (OMIA

001354-9940) (Cockett et al., 1996 ; Georges et al., 2003). Le mode de transmission est qualifié de

"surdominance polaire" par les auteurs, c’est-à-dire qu’un individu doit hériter d’une seule version

de l’allèle muté provenant de son père pour présenter cette hypertrophie, l’allèle hérité de sa mère

doit être sauvage. A la naissance, les agneaux sont normaux, ce n’est qu’entre 30 à 80 jours après

la naissance qu’ils vont développer le phénotype (masse musculaire augmentée de 30 à 50%). Ce

mécanisme assez complexe repose sur l’expression ectopique dans le muscle squelettique (stade

postnatal) de deux gènes d’expression paternelle DLK1 (Delta Like Non-Canonical Notch Ligand
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Figure 2.13 – Les anomalies génétiques à l’échelle des chromosomes.
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1 ) et PEG11 (Retrotransposon Gag Like 1 ) (Georges et al., 2003 ; Xu et al., 2015 ; Jammes &

Renard, 2010 ; O’Doherty et al., 2015 ; Lewis & Redrup, 2005). Le mécanisme moléculaire est

décrit dans la Figure 2.14. La découverte de ce type de mécanisme ouvre la voie pour identifier

des anomalies complexes chez l’homme.

Initialement décrit comme monogénique, le déterminisme génétique d’une anomalie génétique

peut être plus compliqué. Une mutation peut être à pénétrance incomplète c’est-à-dire que

les individus possèdent le génotype à risque mais ne présentent pas le phénotype délétère

attendu, cela peut également être vu comme de l’expressivité incomplète du phénotype. Par

exemple, en ovins une mutation non-sens OAR10 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.88095843G>A

(p.Gln16*) dans le gène FGF14 (Fibroblast Growth Factor 14 ) est responsable d’ataxie spino-

cérebelleuse (OMIA 001723-9940) avec un mode de transmission autosomal dominant avec

pénétrance incomplète (Dittmer et al., 2017). L’expressivité du phénotype est dépendant de

l’expression d’autres gènes (mécanismes compensatoires) et de l’environnement, mais le mécanisme

moléculaire précis n’est pas encore connu. Néanmoins, une très belle illustration existe en race

bovine laitière Montbéliarde avec l’identification d’une mutation de type délétion BTA14 (ARS-

UCD1.2) : g.26,402,250_26,402,254del (p.Lys594Alafs*29) induisant un décalage du cadre de

lecture et l’apparition prématurée d’un codon stop dans le gène CHD7 (Cadherin 7 ) responsable

du syndrome CHARGE ("C pour colobome, H pour heart : malformations du cœur, A pour

atrésie choanale : les fentes nasales peuvent être bouchées, R pour retard de croissance, G pour

défauts de l’appareil génito-urinaire, et E pour ear : troubles de l’oreille") (ONAB, 2021). Cette

mutation a été identifiée chez un taureau d’insémination ("Etsar") qui a diffusé massivement avant

que l’anomalie ne soit identifiée. La grande variabilité des phénotypes et l’âge d’apparition des

symptômes ont rendu son identification plus difficile. L’étude fine des descendants du taureau a

pu mettre en évidence six régions modulatrices qui interviennent dans l’expressivité du phénotype

(Bourneuf et al., 2017 ; Capitan et al., 2014 ; Boichard, Grohs, Danchin-Burge, & Capitan, 2016).
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Figure 2.14 – Modèle de régulation de l’expression des gènes impliqués dans le
phénotype callipyge chez le mouton lié à la mutation OAR18 :g.66,187,430A>G
(CLPG). La mutation est localisée dans un élément de contrôle longue distance (LRCE : long-
range control element), symbolisée par l’étoile. Les gènes d’expression paternelle DLK1 et PEG11
codent pour des protéines. Les gènes d’expression maternelle GLT2, antiPEG11 et MIRG codent
pour des ARNlnc. Le gène RIAN correspond à un cluster de petits ARN nucléolaires (snoARN).
Mat= chromosome maternel, Pat=chromosome paternel. (A) Phénotype normal, Génotype
MatA/PatA : en amont du gène GTL2, les îlots CpG sont méthylés réprimant la transcription
des gènes en aval. La faible expression maternelle de GLT2 (ARNlnc) inhibe en cis l’expression
maternelle de DLK1. DLK1 et PEG11 sont exprimés très faiblement à partir de l’allèle paternel.
(B) Phénotype normal, Génotype MatG/PatA : lorsque la mutation est portée par le
chromosome maternel, les expressions de GLT2, antiPEG11 et MIRG augmentent fortement
et de nombreux miARN et snoARN sont produits. Les îlots CpG sont déméthylés facilitant la
transcription des gènes en aval. (C) Phénotype callipyge, Génotype MatA/PatG : quand
la mutation est portée par l’allèle parternel, les animaux sont de phénotype callipyge expliqué
par une surexpression des gènes DLK1 et PEG11 permis par une hypométhylation des îlots
CpG. (D) Phénotype normal, Génotype MatG/PatG : lorsque la mutation est portée par
les chromosomes paternel et maternel, les individus ont un phénotype normal. La présence de
la mutation CLPG sur le chromosome maternel contribue à fortement exprimer les ARNlnc
maternelles tandis que sur le chromosome paternel, elle entraine une surexpression de DLK1 et
PEG11. Les ARNlnc, snoRNA et miRNA maternels vont alors inactiver en trans l’expression
de DLK1 et PEG11. Il a été démontré que la trans-inactivation de ces gènes chez les animaux
CLPG/CLPG repose sur un mécanisme de clivage (ARN interférent) des ARNm par un complexe
protéique RISC (RNA-induced silencing complex ) rendu possible par l’action de plusieurs miARN
parfaitement complémentaires aux ARNm de DLK1 et PEG11. Ainsi, les protéines DLK1 et
PEG11 sont produites en très faibles quantités. Adapté de (Georges et al., 2019 ; Jammes &
Renard, 2010 ; O’Doherty et al., 2015 ; Lawson et al., 2013 ; Xu et al., 2015 ; Lewis & Redrup,
2005)
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2.3 Les mécanismes influençant la fréquence des variants

L’efficacité reproductive des reproducteurs favorise la transmission d’anomalies génétiques.

Leur utilisation massive (notamment le cas en monte naturelle en petits ruminants) peut conduire

à diffuser des anomalies génétiques dominantes. Dans ce cas, les conséquences sont limitées à

l’échelle de la race mais graves à l’échelle d’un élevage. Les individus porteurs de mutations

dominantes (exprimant le phénotype) délétères sont rapidement éliminés parfois en une seule

génération. Cependant, si une mutation récessive délétère ségrège dans une population, elle existe

principalement à l’état hétérozygote (les animaux sont phénotypiquement normaux). Ce n’est

qu’après plusieurs générations (5-10), que la mutation peut se retrouver à l’état homozygote.

Il est important de rappeler que les mutations responsables d’anomalies génétiques récessives

sont des variants rares et peuvent être éliminées au cours des générations par hasard (dérive

génétique) (paragraphe 2.3.1) ou sélectionnées lorsqu’elles présentent un avantage sélectif à l’état

hétérozygote (paragraphe 2.3.2) (Old et al., 1993 ; Hedrick, 2015).

2.3.1 Effet de la dérive génétique

Les variants responsables d’anomalies génétiques ont des fréquences faibles à modérées (1-10%)

et peuvent rapidement être éliminés en quelques générations (Georges et al., 2019). Comme nous

l’avons vu dans le paragraphe 1.3.1, la création des races a contribué à diminuer la diversité

allélique (effectif génétique réduit) (Liu et al., 2019). De ce fait, cette perte de diversité s’est

accompagnée d’une augmentation inévitable de la consanguinité. Afin d’étudier l’évolution de

la fréquence d’une mutation délétère dans les populations d’élevage, des simulations sur 50

générations ont été réalisées prenant en compte une taille efficace de la population fixée à Ne=100

et une fréquence initiale de la mutation fixée à 1% (Derks & Steensma, 2021). Ainsi, par dérive

génétique, on observe qu’un variant délétère (sans avantage sélectif) peut se maintenir à une

fréquence très faible dans la population pendant de nombreuses générations avant d’être éliminé.

2.3.2 Sélection équilibrante : avantage des hétérozygotes

L’autre phénomène pouvant expliquer le maintien de variant délétère dans les populations est

la sélection. En effet, certaines mutations donnent un avantage phénotypique aux individus à

l’état hétérozygote. Avec une meilleure fitness (capacité reproductive), les reproducteurs vont plus

facilement diffuser dans les schémas de sélection. Cela explique qu’une mutation délétère peut se

retrouver à une fréquence stable (entre 5-15%) dans une population (Derks & Steensma, 2021). A

ce jour en ovins, des variants identifiés dans cinq gènes présentent un avantage sélectif à l’état

hétérozygote. La majorité des mutations de prolificité identifiées dans les gènes BMP15 et GDF9

est associée à un meilleur taux d’ovulation et une meilleure prolificité à l’état hétérozygote tandis

qu’à l’état homozygote, elles sont responsables de stérilité (Table 2.3). Les animaux porteurs de

la mutation faux-sens OAR6 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.128,784,747A>T (p.Pro700Glu) dans le

gène FGFR3 (Fibroblast Growth Factor Receptor 3 ) présentent une meilleure conformation tandis

qu’à l’état hétérozygote elle conduit à de la létalité (syndrome de l’agneau araignée). La mutation

faux-sens OAR3 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.139,302,270C>T (p.Arg96Cys) identifiée dans le

gène SOCS2 (Suppressor Of Cytokine Signaling 2 ) est responsable d’un comptage somatique
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élevé dans le lait (susceptibilité aux mammites) à l’état homozygote alors qu’à l’état hétérozygote

elle permet une augmentation de la production laitière et les animaux ont un poids plus élevé. En

race de mouton sauvage Soay, la mutation responsable de l’absence de cornes (rétroinsertion de

1,8kb dans le 3’UTR du gène RXFP2 (Relaxin Family Peptide Receptor 2 ) à l’état hétérozyogte

(+/P) est associée à une meilleure fitness expliquée par le compromis entre meilleure capacité

reproductive et survie. Les animaux cornus (+/+) ont une forte capacité reproductive mais

une survie courte tandis que que les animaux sans cornes (P/P) survivent longtemps mais ne

reproduisent que très rarement (Johnston et al., 2013). Enfin, les animaux porteurs de la mutation

callipyge présentent une hypertrophie musculaire (décrit précédemment dans le paragraphe 2.2.7).

De nombreux exemples d’avantages sélectifs sont décrits dans la littérature chez les espèces

d’élevage (Derks & Steensma, 2021). Un exemple bien connu chez le bovin est la délétion de

660kb (OAR12 (UMD3.1) : g.2,010,0648_20,763,119del) qui est létale à l’état homozygote alors

qu’elle est associée à une meilleure production laitière chez la Nordic Red Cattle (Kadri et al.,

2014).

La sélection de l’allèle responsable de l’anomalie peut également être indirecte. Il s’agit de

l’effet "auto-stop", c’est-à-dire que l’allèle muté est en déséquilibre de liaison avec un locus

d’intérêt en sélection (Boichard, Grohs, Danchin-Burge, & Capitan, 2016). En monograstrique,

Derks, Lopes, et al. (2018) ont mis en évidence une délétion de 212kb (contient deux gènes :

BBS9 et BMPER) qui est létale à l’état homozygote (BBS9 ) mais est associée à une meilleure

croissance à l’état hétérozygote (BMPER). La sélection sur la croissance a donc tiré le variant

délétère par "auto-stop".

A retenir Les anomalies génétiques sont inévitables et résultent de mutations spontanées

de l’ADN, source de variabilité génétique. Les mutations ont souvent des effets biologiques

neutres, parfois forts (hautement délétères) sur la protéine et conduisent à des anomalies. Le

déterminisme génétique d’une anomalie est dans la plupart des cas monogénique et est associé

à une mutation perte de fonction (non-sens, site accepteur/donneur, perte codon start/stop,

faux-sens avec impact prédit fort, frameshift et Indels). Il existe une diversité de modes de

transmission et d’actions des anomalies. Les plus étudiées sont les mutations récessives et

dominantes. Suivant le mode de transmission, l’émergence d’une anomalie peut être plus ou

moins rapide. De plus, la fréquence des variants génétiques (supposés rares) peut fluctuer

sous l’effet de la dérive génétique (élimination progressive au cours des générations) et de

la sélection (maintien du variant à une fréquence stable lié à un avantage sélectif pour des

caractères d’intérêt des hétérozygotes). ■
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Le développement des nouvelles technologies haut-débit et la mise en place de système de

surveillance des anomalies contribuent fortement à connaître et intégrer les anomalies génétiques

dans le processus de sélection afin d’éviter leur diffusion.

3.1 Une meilleure connaissance des génomes et le développement des technolo-
gies haut-débit facilitent l’étude des anomalies

Depuis les années 2000, l’avènement des nouvelles technologies a fortement contribué à

l’amélioration de la connaissance des génomes telles que le séquençage de génome entier et

l’utilisation en routine de puces de génotypages SNP (plusieurs milliers de marqueurs).

3.1.1 Les différentes technologies pour séquencer un génome

Au cours des années, trois grandes révolutions technologiques de séquençage se sont suc-

cessivement développées, mais restent complémentaires. Séquencer un génome entier (plusieurs

Mégabases à Gigabases), c’est connaître l’enchaînement des bases tout au long du génome. Les

approches de biologies moléculaires et informatiques ont évolué conjointement pour gérer la

grande quantité de données produites. Les techniques de séquençage utilisées diffèrent selon les

objectifs (construction d’un assemblage de novo ou re-séquençage de nouveaux individus d’une

espèce pour de la détection de variants).

3.1.1.1 Le séquençage de première génération : le séquençage Sanger

En 1977, une révolution biologique a eu lieu avec le développement de la méthode de séquençage

Sanger (Sanger et al., 1977). Son principe est illustré dans la Figure 3.1. Cette technique repose

sur l’hybridation d’une amorce oligonucléique complémentaire au brin d’ADN simple brin et de la

synthèse du brin complémentaire (même principe qu’une PCR classique). A partir de l’extrémité

3’-OH de l’amorce, l’ADN polymérase vient ajouter un à un des désoxyribonucléotides (dNTP)

complémentaires au brin d’ADN matrice. Les dNTP présents dans le mélange réactionnel sont de

deux types : (i) dNTP classiques et (ii) dNTP modifiés et marqués (fluorescents ou radioactifs),

appellés didésoxyribonucléotides (ddNTP), qui ne possèdent pas de groupe 3’-OH empêchant

la formation de la liaison phosphodiester avec le nucléotide suivant. La synthèse du brin est

donc arrêtée et une grande quantité de fragments de tailles différentes est générée. En pratique,

le séquençage se fait dans quatre tubes présentant chacun un ddNTP différent. La lecture de

la séquence se fait soit par migration sur gel d’acrylamide (Méthode 1) soit par la migration,

excitation et lecture sur un séquenceur capillaire (Méthode 2). La connaissance de cartes génétique

et physique était essentielle pour ordonner la séquence (Tagu et al., 2018). La méthode Sanger a
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Figure 3.1 – Principe du séquençage Sanger

permis de séquencer pour la première fois le génome humain, publié en 2001 par le consortium

Human Genome Project (Venter et al., 2001 ; Lander et al., 2001). Les données de séquence sont

obtenues par une stratégie shotgun (fragmentation aléatoire de l’ADN) et par l’utilisation de

BAC (Bacterial Artificial Chromosomes). Le séquençage s’est achevé au bout de 13 ans et a coûté

3 milliards de dollars. Bien que révolutionnaire, cette méthode a rapidement montré des limites

puisqu’elle permet seulement de séquencer de courts fragments d’ADN (jusqu’à 800 pb) avec

un coût élevé et un débit réduit. Son application aujourd’hui se limite à séquencer des petites

portions du génome.

3.1.1.2 Le séquençage de deuxième génération : le séquençage en lectures

courtes

La recherche de variants issus d’un individu n’est possible que par son séquençage. Cepen-

dant, la méthode Sanger ne permet pas de séquencer massivement des génomes entiers. Les

développements technologiques (next generation sequencing, NGS) ont rapidement permis de

rendre plus accessible le séquençage lié à des coûts et une durée de séquençage réduits (Figure 3.2).

Les techniques actuelles de séquençage haut-débit reposent sur le principe du séquençage

Sanger mais il est miniaturisé et parallélisé. Différentes technologies de séquençage existent :

Illumina, Roche 454, Ion Torrent, SOLiD (Tagu et al., 2018). L’ensemble de ces technologies

passe par une étape de préparation de banques d’ADN. Les séquenceurs HiSeq avec la technologie

Illumina sont les plus répandus dans le monde et reposent sur le principe de séquençage en
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Figure 3.2 – Évolution des coûts de séquençage d’un génome complet. Source : NCBI
(https ://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Sequencing-Costs-Data)

lectures courtes (short reads) par synthèse d’acides nucléiques (Sequencing By Synthesis, SBS ).

Son principe est illustré dans la Figure 3.3. L’ADN est découpé en fragments de 200 à 250 pb.

Des adaptateurs spécifiques vont ensuite se lier sur chacun des fragments (Figure 3.3 A). La

banque de fragments ainsi constituée va être déposée sur une lame de verre (flowcell). Elle est

constituée de 8 canaux constitués chacun de 3 colonnes subdivisées chacune en une centaine

de tuiles. Chaque tuile possède entre 20 et 30 000 amorces complémentaires des adaptateurs.

Une étape préliminaire d’amplification PCR clonale est réalisée. Chaque molécule d’ADN simple

brin va venir s’hybrider avec l’amorce complémentaire présente sur la tuile (Figure 3.3 C1).

L’adaptateur libre de la molécule d’ADN va établir un pont pour venir s’hybrider avec une amorce

complémentaire à proximité (Figure 3.3 C2). L’ajout des réactifs PCR va permettre de synthétiser

le brin complémentaire (Figure 3.3 C3). L’ADN double brin est ensuite déshybridé pour obtenir

deux molécules d’ADN simple brin (Figure 3.3 C4). Seul le brin identique à la molécule d’ADN

est gardé. Les étapes précédentes sont répétées pour former des clusters de molécules identiques

(Figure 3.3 C5). La réaction de séquençage repose sur l’incorporation de quatre dNTP marqués

avec un fluophore différent (A : rouge, C : bleu, G : jaune et T : vert) (Figure 3.3 D). Les brins

simple brin obtenus par PCR clonale sont utilisés comme matrice et l’ADN polymérase ajoute un

à un les nucléotides marqués. A l’ajout de chaque nucléotide, la réaction s’arrête et le fluophore

est excité par un laser, une caméra va ensuite lire la fluorescence. L’ADN polymérase présente

une activité exonucléase et élimine le fluophore permettant l’ajout du nucléotide marqué suivant.

3.1.1.3 Le séquençage de troisième génération : le séquençage en lectures

longues

La technique de séquençage en lectures courtes présente des limites dès que les régions à

analyser sont complexes (régions répétées par exemple). Le développement du séquençage en

lectures longues (Third Generation Sequencing, TGS) permet de séquencer des fragments de 10 à

80 kb pouvant même atteindre 1 Mb (van Dijk et al., 2018). Trois techniques de séquençage en
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Figure 3.3 – Séquençage de l’ADN par la technique Illumina. Adapté de Illumina (2022c)
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lectures longues existent sur le marché (van Dijk et al., 2018) : (i) séquençage en temps réel d’une

molécule (Single Molecule Real Time, SMRT) développé par la société PacBio, (ii) le séquençage

par nanopore développé par la société Oxford Nanopore Technologies (ONT) et (iii) séquençage à

longues lectures synthétiques (Synthetic Long Read, SLR) développé par Illumina et la société 10X

genomics. Dans la technologie SMRT de PacBio, l’ADN polymémase est fixée au fond de plusieurs

milliers de puits présents sur une plaque de verre. L’ADN simple brin (10-20kb) à séquencer va

alors se fixer au fond du puit et la polymérase réalise la synthèse du brin complémentaire en

ajoutant un à un des dNTP marqués par fluophore. La fluorescence est mesurée en temps réel

contrairement à la technologie Illumina où la synthèse est discontinue (fixation du dNTP, lecture

de la fluorescence, élimination du fluophore, ajout d’un nouveau dNTP...). Dans la technologie

Nanopore, aucune amplification en amont n’est nécessaire. Les fragments d’ADN à haut poids

moléculaire (20-30 kb) sont ligués aux deux extrémités à des adaptateurs doubles brins comportant

des enzymes motrices. Les puces sont composées de 512 pores protéiques (nanopores) intégrés sur

une membrane en polymère synthétique. Un champ électrique est exercé pour attirer l’ADN vers

le nanopore. L’adaptateur va venir se fixer à proximité du pore et l’enzyme motrice ouvre l’ADN

double brin permettant ainsi à l’ADN simple brin de passer dans le nanopore. Le passage des

différentes bases dans le pore génère des variations électriques qui sont reconnues et traduites en

bases. Enfin, la technologie SLR permet de contourner les limites des lectures courtes et passe par

une préparation particulière des échantillons avant d’être séquencés par la technologie Illumina.

Un fragment d’ADN de 50-100kb est placé dans une micelle contenant une bille de gel renfermant

les réactifs pour une PCR, l’ADN polymérase et plusieurs adaptateurs avec barcode unique. Lors

de l’amplification, de nombreux fragments courts sont synthétisés. Après séquençage, le traitement

bioinformatique permet de regrouper les fragments courts présentant le même barcode et donc de

reconstruire en partie la molécule d’ADN contenue dans la micelle. Cependant, cette méthode ne

permet pas d’avoir accès à l’intégralité de la séquence du fragment d’ADN dans le cas de régions

répétées.

Le champ d’application des lectures longues permet d’avoir des génomes de meilleure qualité,

de construire des génomes de référence de novo (voir paragraphe 3.1.2), de séquencer directement

les molécules d’ARN (sans passer par une étape d’obtention des ADNc), de faire des analyses

épigénétiques sur l’ensemble du génome (méthylation de l’ADN). Ces techniques sont également

efficaces pour la détection de variants structuraux, qui étaient auparavant difficilement détectables

par lectures courtes. Cependant, le coût d’un séquençage en lectures longues (un génome de novo

en 20X coûte 3 000€, durée de run de 4h sur du PacBio) reste plus élevé qu’un séquençage en

lectures courtes (un génome de re-séquençage en 15X coûte 1 000€, durée de run de 48h sur du

NovaSeq).

3.1.2 Construction d’une séquence de référence de novo

La connaissance de la séquence génomique d’une espèce est nécessaire pour connaître l’or-

ganisation et la position des gènes le long des chromosomes. Toute analyse génétique nécessite

la connaissance d’un génome de référence (Tagu et al., 2018). Si aucun génome de référence

n’existe, un assemblage de novo est réalisable à partir des données brutes obtenues par séquençage
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(Figure 3.4). Les lectures chevauchantes sont regroupées en contigs. Grâce aux paires de lectures

chevauchantes (pair-end reads) de tailles connues, l’enchaînement des contigs peut être déterminé.

Un scaffold regroupe un ensemble de contigs. Cependant, un scaffold peut présenter des trous de

séquences appelés GAP, matérialisés par des nucléotides indéterminés (notés "N") dans l’assem-

blage final. A ce jour, la construction d’un assemblage de novo combine un séquençage à courtes

et longues lectures afin d’avoir un génome de meilleure qualité et d’être le plus informatif possible.

L’apport des lectures longues facilite l’assemblage en permettant de remplacer les nucléotides

indéterminés par de vrais nucléotides. Un assemblage exclusivement constitué de lectures longues

reste limité pour le moment lié à un taux d’erreurs de séquençage trop important (∼ 10% sui-

vant les technologies). La qualité d’un assemblage s’apprécie par des indicateurs tels que : la

taille de l’assemblage (taille attendue déterminée par spectrométrie de flux), le pourcentage de

nucléotides indéterminés (N), le nombre de contigs et scaffolds (indicateur de la fragmentation

de l’assemblage), le N50 de scaffolds/contigs (50% de la taille totale de l’assemblage se trouve

dans les scaffolds/contigs plus longs que cette valeur) et le L50 de scaffolds/contigs (nombre

scaffolds/contigs supérieurs ou égaux à la longueur N50 et comprenant donc la moitié des bases

de l’assemblage). Un génome de référence est stocké dans un format fasta.
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Figure 3.4 – Construction d’un génome de référence de novo

Chez les petits ruminants, plusieurs séquences de référence ont été réalisées en lien avec

l’évolution des différentes technologies (Table 3.4). Aujourd’hui, les séquences de référence les plus

récentes sont la version 2 de Rambouillet (ARS-UI_Ramb_v2.0) et la version ARS1 pour les ovins

et caprins, respectivement. Ces assemblages sont de très bonne qualité lorsque l’on regarde les
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différents indicateurs. L’assemblage ARS-UI_Ramb_v2.0 est composé de seulement 142 scaffolds

soit une baisse de 2498 par rapport à la version précédente Oar_rambouillet_v1.0 et possède un

contig N50 de 43,2 Mb. A ce jour en ovins, les versions Oar_v3.1 et Oar_rambouillet_v1.0 restent

encore très utilisées. En effet, l’utilisation d’un nouvel assemblage nécessite un réalignement

complet de séquences des individus déjà séquencés (processus long). Le développement de ces

séquences de référence repose sur la collaboration de scientifiques regroupés au sein des consortia

internationaux ovins (International Sheep Genomics Consortium, ISGC) et caprins (International

Goat Genome Consortium, IGGC). Cela a également permis le développement des puces de

génotypages SNP (voir paragraphe 3.1.4).
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3.1.3 Traitements bioinformatiques des données de séquence

Les données brutes sorties des séquenceurs ne permettent pas de lire directement le génome

des individus séquencés. Il est nécessaire d’utiliser des outils bioinformatiques pour aligner les

petits fragments d’ADN et de les comparer à la séquence de référence pour mettre en évidence

des variations génétiques.

3.1.3.1 Alignements des lectures et détection de variants

Lorsqu’un assemblage de génome est disponible, des re-séquençages de génome de nouveaux

individus sont réalisés pour rechercher des nouveaux variants, c’est ce qui est fait lorsque l’on

recherche le déterminisme génétique d’une anomalie. Il s’agit principalement d’un séquençage

obtenu par lectures courtes moins coûteux. Avec l’essor des NGS, plusieurs milliards de lectures

de séquence sont générées. Il devient alors nécessaire de reconstruire le puzzle par des traitements

bioinformatiques afin de les ordonner à leur position le long des chromosomes. Il devient aisé

de reconstruire le génome d’un individu en réalisant un alignement sur la séquence de référence

et d’identifier les variants (calling) en comparant les deux séquences. Le principe du traitement

bioinformatique dans le cas d’un re-séquençage de génome d’un nouvel individu est représenté

dans la Figure 3.5.
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Figure 3.5 – Traitements bioinformatiques des données de séquence issues d’un
re-séquençage de génome

Les données brutes sorties des séquenceurs sont composées de plusieurs milliers de fichiers

stockés sous le format fastq correspondant chacun à l’information d’une lecture associée à sa

qualité. Au préalable, les amorces des séquences sont éliminées (trimming) et les séquences

présentant des contaminations sont éliminées (Blast contre les génomes E. coli, de phages ou

levures par exemple). L’ensemble de ces fichiers va être lu par un logiciel d’alignement tel que

BWA (Li & Durbin, 2010) afin d’aligner l’ensemble des lectures contre le génome de référence.

Les lectures alignées sont stockées dans un fichier sous un format binaire BAM. Une étape de

pré-traitement (pre-processing) permet (i) d’éliminer les duplicats de lecture pour éviter les

risques de propagation d’erreurs lors de la détection de variants (MarkDuplicates) et (ii) une
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recalibration des bases (Base Quality Recalibration Score, BQRS) est effectuée, permettant de

détecter les erreurs de séquençage et d’estimer la précision du calling de chaque base et (iii)

de réaliser des réalignements locaux. Les logiciels de calling tels que GATK (McKenna et al.,

2010), SAMtools (Li, 2013) permettent d’identifier les petits variants de type SNP et InDels.

Le génotypage à chaque variant est exprimé par rapport à la référence : 0/0 si toutes lectures

portent l’allèle identique à la référence, 1/1 si toutes les lectures portent l’allèle alternatif et 0/1

si les deux types lectures sont observés. Un SNP peut également être multiallélique (>2 allèles),

les différents allèles sont alors codés 2, 3, 4 etc. La profondeur des lectures est importante pour

attribuer correctement le génotype d’un variant. Des méthodes spécifiques sont utilisées pour

détecter les variants de structure car ils sont complexes à mettre en évidence par l’approche

présentée ci-dessus.

3.1.3.2 Prédiction de l’effet des variants

Après avoir construit un assemblage de novo (format fasta), il est nécessaire de connaître la

position et l’organisation des éléments structuraux qui composent le génome. On distingue deux

types d’annotation : (i) l’annotation structurale et (ii) l’annotation fonctionnelle. L’annotation

structurale correspond à la position des éléments fonctionnels tels que la position des gènes

(régions UTR, introns, exons) et des régions régulatrices. L’annotation fonctionnelle consiste à

proposer une information biologique de ces éléments. En général, l’annotation dans les régions

codantes est souvent précise alors que dans les régions intergéniques et intragéniques l’information

est souvent pauvre. Des outils bio-informatiques comme SnpEFF permettent de prédire ces

effets en se basant sur des bases de données existantes (Ensembl, RefSeq, UCSC) pour lesquelles

l’annotation est déjà réalisée (fichier d’annotation de type gff ). Ce type de fichier est réalisé par des

logiciels capables de prédire (ab initio) la position des gènes par des modèles statistiques prenant

en compte des données de RNA-seq (déterminer les limites exons/introns) et les homologies

avec d’autres espèces annotées. Les algorithmes détectent la structure d’un gène défini par un

codon d’initiation (ATG) et un codon stop (TAA, TAG ou TGA). Cependant, lorsque le gène

prédit est inconnu, un identifiant lui est attribué sans être associé à une fonction biologique.

L’impact biologique d’un variant (nul à fort) est dépendant de sa localisation sur le génome de

référence (voir paragraphe 2.1.2.1). D’autres outils comme SIFT ou Polyphen2 permettent de

prédire l’impact des substitutions non conservatives sur la protéine. A ce jour, l’annotation ovine

ARS-UI_Ramb_v2.0 (GCF_016772045.1) est composée de 33 801 gènes (dont 21 257 gènes

codant pour des protéines) et l’annotation caprine ARS1 (GCF_001704415.2) est composée de

28 911 gènes (dont 20 572 gènes codant pour des protéines). A l’instar du projet d’annotation

du génome humain ENCODE, le projet FAANG (Functional Annotation of ANimal Genomes),

visant à améliorer l’annotation des génomes des animaux de rente, est basé sur l’étude de données

de transcriptome (RNA-seq), d’accessibilité de la chromatine (ATAC-seq) et de topologie 3D

du génome (Hi-C) (Clark et al., 2020). Comme dans de nombreuses espèces, des projets 1 000

génomes ont vu le jour en petits ruminants. Dans le cadre du consortium ovins (ISGC) et caprins

(IGGC), 935 séquences ovines (21 pays, 69 races) et 1159 séquences caprines (35 pays, 103 races)

sont annotées (Kijas et al., 2009 ; Denoyelle et al., 2021).
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3.1.4 Le génotypage

L’accumulation des données de séquence dans une espèce permet d’identifier des millions de

polymorphismes issus de races/populations différentes permettant de capturer un maximum de

diversité génétique (Denoyelle et al., 2021 ; Rupp et al., 2016 ; Groenen et al., 2012 ; Kijas et

al., 2009 ; Tosser-Klopp et al., 2014 ; Ka-Shu Wong et al., 2004). L’accumulation du nombre de

variants SNP détectés a permis le développement de puces SNP offrant la possibilité de génotyper

plusieurs milliers de marqueurs très rapidement. Ces puces sont utilisées pour conduire une analyse

d’association tout génome (i.e. déterminer les régions du génome associées à un caractère) et dans

le cadre de la sélection génomique (indexation génomique). L’ensemble des SNP est regroupé

dans des bases de données telles que dbSNP (https ://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

3.1.4.1 Principe et fonctionnement des puces de génotypages

Les marqueurs présents sur les puces ont été choisis pour qu’ils soient partagés par un

maximum de races pour être les plus informatifs possibles (notion d’universalité par espèce) avec

en général une fréquence de l’allèle le plus rare (Minimum Allele Frequency, MAF) > 5% et un

taux de réussite de génotypage (Call Rate du SNP) de 95%. Les marqueurs sont répartis sur

l’ensemble du génome et respectent l’équilibre de Hardy-Weinberg (voir Encadré 3. Principe de

l’équilibre de Hardy-Weinberg). Cependant, une puce par espèce est développée.

Encadré 3. Principe de l’équilibre de Hardy-Weinberg (HWE) (Minvielle, 2010)

On considère un SNP bi-allélique A et B, de fréquences alléliques f(A) et f(B). Dans une

population de grande taille, sans migration (régime fermé), non soumise à la sélection, sans

mutations, les fréquences alléliques p = f(A) et q = f(B) restent constantes d’une génération

à l’autre. De plus, s’il y a panmixie, on est alors capable de déduire à partir des fréquences

alléliques, les fréquences génotypiques (et donc le nombre d’individus attendus pour chacun

des génotypes) :

Génotype AA AB BB

Nombre d’individus observés NAA NAB NBB

Nombre d’individus attendus (théorique) Np2 N2pq Nq2

Test du χ2 (ddl=1) :

χ2 =
∑ (Obs−Att)2

Att
=

(NAA −Np2)2

Np2
+

(NAB −N2pq)2

N2pq
+

(NBB −Nq2)2

Nq2

Rmq : Le seuil de significativité à 5% du χ2, avec ddl=1, est à 3,84.

Si le nombre d’individus observés correspond au nombre d’individus attendus pour chacun des

génotypes (valeur de test du χ2 < 3, 84), on dit que le marqueur SNP est en équilibre d’HWE.

Si ce n’est pas le cas, le marqueur n’est plus à l’équilibre (écart à la loi de HWE). Dans la

plupart des cas, un SNP d’une puce en déséquilibre de HWE résulte d’une erreur technique de

génotypage.
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Ces puces reposent sur l’utilisation de technologies qui sont miniaturisées et parallélisées. A

ce jour, deux plateformes dominent le marché : Illumina et Affymetrix. Elles utilisent une chimie

différente mais le principe reste le même. L’ADN génomique est amplifié puis fragmenté et est

déposé sur une matrice contenant plusieurs milliers de sondes. Les fragments d’ADN vont alors

s’hybrider à la sonde produisant un signal fluorescent spécifique de chaque allèle du SNP. L’accu-

mulation de la fluorescence est lue et est interprétée pour chaque SNP pour en déduire le génotype.

Le mode opératoire de la plateforme Illumina est décrit dans la Figure 3.6 (Gunderson et

al., 2005). L’ADN génomique est amplifié (×1000) de manière non-spécifique par une réaction

isotherme sans avoir recours à une PCR classique qui peut induire des biais dans les zones

enrichies en GC. L’ADN est ensuite fragmenté en molécules de 300-600pb et est précipité et

resuspendu (Figure 3.6 A). L’échantillon est alors chargé sur la plaque de verre (Figure 3.6 B). La

puce est une lame de verre composée de plusieurs millions de micropuits contenant chacun une

bille (Illumina, 2022b). Chaque bille est spécifique d’un SNP et présente à sa surface plusieurs

centaines de milliers de sondes oligonucléiotides identiques (∼ 50 pb). Une bille est présente en

une vingtaine d’exemplaires sur la puce qui sont répartis de manière aléatoire. Lors de l’étape

d’hybridation, les fragments d’ADN simples brins vont venir se fixer sur les sondes possédant

la séquence complémentaire (Figure 3.6 C). Lors de l’incubation, l’ADN polymérase ajoute un

nucléotide marqué ce qui arrête l’élongation. Les bases A et T sont marquées au dinitriphényl

(DNP) et les bases C et G sont marquées à la biotine. L’ADN génomique est ensuite éliminé. Afin

d’acquérir un signal fluorescent, des anticorps anti-DNP marqués par fluorescence rouge se fixent

sur le nucléotide marqué au DNP et sont contre-colorés avec des anticorps secondaires conjugués

au DNT (Figure 3.6 D). De même, la biotine est directement colorée avec la streptavidine marquée

par fluorescence verte qui est contre-colorée avec des anticorps anti-streptavidine biotinylés

(Illumina, 2022a). L’ensemble de ce processus permet d’amplifier le signal fluorescent. La mesure

de la fluorescence est réalisée par un scanner (Illumina iScan) qui utilise des lasers rouges et verts.

L’intensité de la fluorescence est ensuite interprétée par un logiciel (Genome Studio) permettant

ainsi de déterminer le génotype pour l’ensemble des individus à chaque SNP (Illumina, 2010).

Le génotypage par puce SNP permet également de génotyper des petites insertions/délétions

et des variants structuraux. Dans ces cas de figure, un design différent de sonde est réalisé.

3.1.4.2 Les différentes puces disponibles en petits ruminants

A ce jour, plusieurs puces de génotypage SNP existent sur le marché avec des technologies (Illu-

mina ou Affymetrix) et des densités différentes. En ovins, trois principales puces sont couramment

utilisées :

■ La puce ISGC SheepLD (coût de 16€ par échantillon) est de faible densité (environ 15

000 à 18 000 marqueurs suivant la version). Elle présente 11 342 marqueurs en commun avec

la puce moyenne densité OvineSNP50 BeadChip. Cette puce permet également d’ajouter à

la demande des SNP d’intérêts lors des nouvelles mises à jour.

■ La puce OvineSNP50 BeadChip (coût de 14€) est de moyenne densité et a été industria-

lisée par Illumina avec la collaboration du consortium ovin (ISGC) lors du projet HAPMAP.

Elle est composée de 54 241 SNP avec un espacement moyen entre marqueur de 50,9kb



3.1 Une meilleure connaissance des génomes et le développement des technologies haut-débit facilitent l’étude des

anomalies 85

A B

C

D

ADNg (200 ng)

ADNg 

Amplication non spécifique
(isotherme)

1 individu

bille (bead)

sonde (probe)

Puce de génotypage
(Beadchip array)

Fragmentation (300-600pb)

Précipitation Resuspension de lʹADN

Mesure de lʹintensité
 de fluorescence

Interprétation de
 la fluorescence

GG C C TC G A AA T T

biotine

dNTPs

SNP 1 SNP 3SNP 2

SNP 1 SNP 3SNP 2

dinitrophényl (DNP)

streptavidine

anticorps anti‐DNP 

anticorps secondaires 
anti‐streptavidine biotinylés  

anticorps secondaires 
conjugués au DNT 

C C G A T T

in
te

n
si

té

in
te

n
si

té

in
te

n
si

té

G

A
T

C

Figure 3.6 – Fonctionnement du génotypage haut-débit d’un marqueur SNP sur
puce Illumina utilisant la chimie Infinium UltraHD. Adapté de (Illumina, 2009) (A)
Préparation de l’ADN génomique. (B) Puce de génotypage. (C) Hybridation spécifique de
l’ADN aux sondes oligonucléiques et extension d’une seule base. Par simplicité, seulement deux
sondes sont représentées sur chacune des billes. (D) Marquage fluorescent des dNTPs, mesure et
interprétation de la fluorescence.
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(Kijas et al., 2009 ; Illumina, 2015). Une puce moyenne densité est également disponible

chez ThermoFisher (Axiom™ Ovine Genotyping Array 50K) avec la technologie Affymetrix.

■ La puce OvineHD BeadChip (AgResearch’s SheepHD) est une puce cliente (support

offert par le fournisseur pour y placer les marqueurs de son choix) de haute densité avec

environ 600 000 SNP (coût de 90€).

A noter que depuis 2022, une nouvelle puce cliente AgResearch 60K a vu le jour et résulte de

la fusion entre les puces ISGC SheepLD et OvineSNP50 Genotyping BeadChip. Cette puce a un

coût équivalent à la puce ISGC SheepLD.

En caprins, une seule puce de moyenne densité existe sur le marché (GoatSNP50 Illumina

chip) depuis 2011 et a récemment été mise à jour en 2021 (Goat_IGGC_65K_v2) (Tosser-Klopp

et al., 2014). Elle est composée de 59 727 SNP (IGGC, 2021) et a un coût de 19€. Une puce

moyenne densité ThermoFisher est également en cours de développement.

3.1.4.3 Utilisation des puces dans le cadre de la sélection génomique

L’ensemble des puces citées précédemment est utilisé en recherche pour effectuer des analyses

génétiques (analyse d’association, analyse de diversité ...). Le recours à la puce 600K permet

de gagner en puissance puisque qu’elle permet de mettre en évidence des régions d’intérêt plus

petites.

Les puces basses et moyennes densités sont utilisées dans le cadre de la sélection génomique

(voir paragraphe 1.2.3). L’information moléculaire portée par les marqueurs SNP permet d’estimer

plus précisément les valeurs génétiques des animaux (possible dès la naissance) sans collecter de

phénotype. L’utilisation des puces basses densités (15 000 SNP) permet pour un coût moindre

d’avoir accès à l’information moléculaire sur les 50 000 marqueurs de la puce de moyenne densité

par les processus de phasage et d’imputation. Le phasage permet à partir des génotypages

des parents, de déduire l’origine des allèles (paternel et maternel) du descendant génotypé.

L’imputation de génotype est un processus d’inférence de génotypes non observés qui repose sur

un échantillon d’individus déjà génotypés. Cela permet de prédire les génotypes des marqueurs non

typés sur la puce basse densité présents sur la puce moyenne densité (35 000 autres marqueurs) et

de corriger les génotypes manquants des marqueurs (erreurs de génotypage) (Marchini & Howie,

2010) (Table 3.2). Pour cela, on prend en compte les génotypes des animaux de la population de

référence et du pedigree. Cette méthode repose sur le déséquilibre de liaison entre marqueurs.

L’imputation en ovins est fiable : Call Rate par animal >98%, Call Rate par SNP >98%

et un r2 par SNP >93% pour les races laitières Lacaune et Manech Tête Rousse (Larroque et

al., 2017). Dans les schémas de sélection, les candidats à la sélection sont génotypés sur la puce

basse densité puis seuls les candidats retenus (30%) sont regénotypés mais cette fois sur la puce

moyenne densité pour entretenir la population de référence (précision de l’imputation et phasage

des générations futures). La nouvelle puce ovine 60K permettra de réaliser dès la campagne 2022

un seul génotypage. A ce jour, dans le cadre de la sélection génomique, c’est 50 000 et 7 000

génotypages disponibles en ovins et caprins laitiers, respectivement. A titre de comparaison, en

bovins laitiers français, le nombre de génotypages a largement augmenté cette dernière décennie

puisque l’on passe de 8 500 génotypages en 2009 à 975 000 génotypages en 2019 (VanRaden,

2020).
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Table 3.2 – Principe de l’imputation de la puce basse densité vers la moyenne densité.
Les SNP imputés sont représentés en bleu et les erreurs d’imputation en rouge. Les phases 1 et 2
correspondent aux phases paternelles et maternelles, respectivement. Reproduit de Larroque et
Astruc (2017).
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3.2 Des dispositifs d’hérédo-surveillance facilite la remontée de cas

L’apparition des anomalies génétiques est inévitable. Sans gestion, l’anomalie peut avoir

des conséquences importantes dans une filière. Agir tôt lors de l’émergence d’une anomalie est

essentiel pour limiter sa propagation. Plusieurs pays ou institutions ont créé des dispositifs

d’hérédo-surveillance. Le Danemark est le premier pays à avoir créé un tel observatoire dès

1989 avec le Danish Bovine Genetic Disease Program (Agerholm et al., 1993). En 2002, c’est au

tour de la France de créer son observatoire national des anomalies bovines "ONAB" (ONAB,

2021 ; Grohs et al., 2016). La création de cet observatoire a été motivée par les crises liées aux

anomalies Complex vertebral malformation, CVM (Thomsen et al., 2006) et Bovine Leucocyte

Adhesion Deficiency, BLAD (Shuster et al., 1992) pour lesquelles la semence de taureaux porteurs

hétérozygotes des anomalies a été fortement diffusée dans la population Prim’Holstein avant d’être

prise en charge. A ce jour, l’ONAB compte plus de 30 anomalies avec mutations causales identifiées.

Le rôle des observatoires est multiple : (i) identifier l’émergence de nouvelles anomalies (fiche

descriptive remplie par les éleveurs, les techniciens d’élevage, les vétérinaires), (ii) comprendre

l’anomalie et (iii) gérer son élimination progressive. Dans d’autres espèces, des observatoires ont

été créés en porc (Riquet et al., 2016) et en équin (IFCE, 2008). Il est important de préciser que

l’analyse génétique ne peut se faire sans échantillons biologiques. C’est pourquoi les observatoires

ont un lieu de stockage centralisé des échantillons de type Centre de Ressources Biologiques (CRB,

https ://www.crb-anim.fr/).

La plupart du temps, la remontée des anomalies se fait via des réseaux établis chez les espèces

domestiques. Par exemple, une grande base de données (http ://www.maladieshereditairesduchien.com)



88 Chapitre 3. Un contexte favorable à l’étude des anomalies génétiques dans les populations d’élevage

regroupe toutes les maladies génétiques identifiées chez le chien, qui constitue une espèce modèle

pour les maladies génétiques humaines (van Steenbeek et al., 2016). L’existence de ces réseaux

repose notamment sur les initiatives des facultés vétérinaires. Par exemple, le professeur C. Drö-

gemüller (université de Berne, Suisse) est très sollicité pour identifier le déterminisme génétique

des anomalies génétiques chez les animaux de rente.

A ce jour, aucun observatoire n’existe en petits ruminants. La remontée de cas reste occasion-

nelle et est principalement expliquée par la faible valeur économique d’un agneau ou chevreau

(<50€). Même si, comme dans d’autres espèces, un certain nombre d’anomalies génétiques ségrége

dans ces populations.

Néanmoins, la volonté des professionnels d’avoir leur propre observatoire des anomalies

génétiques pour détecter précocement l’émergence d’anomalies génétiques et de les gérer le plus ra-

pidement est rendu possible par le projet Casdar PRESAGE 2021-2024 (https ://idele.fr/presage/).

Tout comme pour l’ONAB, la création d’un tel observatoire a été motivée par l’émergence d’une

anomalie avec de fortes conséquences dans la filière. Il s’agit de l’anomalie epidermolyse bulleuse

identifiée en race allaitante mouton Vendéen (Fabre et al., 2020). L’objectif majeur de ce projet

est d’évaluer les conditions nécessaires pour la création d’un tel observatoire. Ce projet repose sur

5 axes : (1) communiquer et sensibiliser les différents acteurs du projet aux anomalies génétiques,

(2) organiser le futur observatoire, (3) faciliter la remontée de cas observés sur le terrain, per-

mise par le développement d’une application mobile, (4) définir les méthodes pour identifier les

anomalies génétiques par l’étude de cas pilotes et (5) proposer des modèles de gestion des ano-

malies dans les filières (Buisson, 2021). L’ensemble de mes travaux de thèse s’inscrit dans ce projet.

A retenir L’étude des anomalies génétiques est possible par (i) des avancées technologiques et

une (ii) facilité de remontée des cas permise par les systèmes d’hérédo-surveillance. L’évolution

des technologies de séquençage (Sanger, séquençage haut-débit lectures courtes ou longues) a

permis d’avoir des génomes de référence dans chaque espèce et de mieux connaître les génomes

(annotations structurale et fonctionnelle). La disposition d’un grand nombre d’individus séquen-

cés a permis de construire des puces SNP permettant de connaître l’information moléculaire

de nombreux individus pour un coût raisonnable. De plus, les mutations causales identifiées

peuvent être mises sur ces puces afin de pouvoir gérer les accouplements dans les schémas de

sélection. Le point limitant pour identifier les anomalies génétiques repose sur une remontée

précoce des premiers cas et de leur description clinique fine. Différents observatoires dédiés ont

ainsi été créés afin de centraliser la remontée des cas et de faciliter l’analyse génétique. ■



4. Les différentes méthodes pour identifier les
anomalies génétiques

L’identification du déterminisme génétique d’une anomalie impose d’avoir accès à une grande

quantité d’informations diverses : phénotypes, pedigree, données de génotypage et de séquençage

de génomes entiers. L’annotation fonctionnelle du génome (voir paragraphe 3.1.3.2) s’avère ensuite

indispensable pour localiser les régions/variants candidats. Différentes méthodes permettent

de mettre en évidence le déterminisme génétique d’une anomalie. Les approches classiques

de génétique reposent sur l’enregistrement de phénotypes et l’analyse de l’ADN des individus

phénotypés (approche du phénotype au génotype). Avec l’avènement des données moléculaires, une

autre approche a été développée en tirant parti uniquement des données de génotypage/séquençage

disponibles pour identifier des variants supposés responsables d’anomalies génétiques sans connaître

préalablement le phénotype. Dans ce chapitre, les méthodes décrites concernent principalement des

anomalies récessives car elles sont beaucoup plus nombreuses (plus diffusées dans les populations)

et sont plus facilement identifiées.

4.1 Est-ce que l’anomalie est d’origine génétique?

Avant de lancer toute analyse génétique, il est nécessaire de s’interroger si l’anomalie à l’étude

a une cause génétique. Par exemple, l’anomalie de freemartinisme (coexistence d’ovaires et de

testicules chez un même individu qui se traduit le plus souvent par une apparence ambiguë des

organes génitaux externes à la naissance) peut être identifiée comme une anomalie supposée

d’ordre génétique. Chez le bovin, il existe un cas de freemartinisme avec des causes génétiques

(Caryotype XX et présence de SRY (Sex-determining Region of Y chromosome)) (Bresciani et al.,

2015). Toutefois dans la plupart des cas, le freematinisme est un défaut congénital non génétique.

Par exemple, dans l’espèce ovine, un certain nombre d’agnelles peut se retrouver avec un appareil

génital externe (vulve et clitoris visibles) et des testicules en position inguinale (Chaban et al.,

2015). Cette anomalie est souvent identifiée par les inséminateurs lors de la première mise à

la reproduction. Or, les freemartins apparaissent lorsque des connexions vasculaires se forment

entre les placentas de fœtus jumeaux de sexe différent. Il en résulte une masculinisation de

l’appareil reproducteur femelle par une réponse aux hormones produits par le foetus mâle (AMH

et testostérone) à des degrés variables (Cabianca et al., 2007).

Ainsi, une étude préliminaire du pedigree (individus atteints provenant du même père ou

spécifiques d’un élevage) vont permettre de mettre en évidence un potentiel lien génétique. Lorsque

l’anomalie est supposée d’ordre génétique, il est essentiel d’avoir une description clinique précise.

Un phénotype approximatif va entraîner un biais dans l’analyse génétique. Des animaux peuvent

être considérés comme atteints de la même anomalie (phénotypes proches) mais les déterminismes
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génétiques sont différents. Par exemple, l’épidermolyse bulleuse est associée à 4 groupes de maladies

génétiques : épidermolyse bulleuse simplex, épidermolyse bulleuse jonctionnelle, épidermolyse

bulleuse dystrophique et épidermolyse bulleuse Kindler. Chacune de ces catégories est liée à des

mutations causales localisées dans des gènes différents (Has et al., 2020).

4.2 Du phénotype au génotype : méthodes de génétique classique

L’ensemble des méthodes décrites ci-dessous permettent de mettre en évidence des régions du

génome susceptibles d’abriter la mutation causale. Une fois la région détectée, des re-séquençages

de génomes complets permettront d’identifier dans un second temps la mutation causale.

4.2.1 Approche gènes candidats

Lorsque le phénotype atteint est similaire ou correspond à des anomalies déjà connues, il

peut être judicieux dans un premier temps de regarder les gènes/mutations impliqué(e)s dans ce

phénotype.

La première stratégie consiste à séquencer des gènes candidats pour détecter de nouveaux

polymorphismes. Par exemple, en Tunisie, un troupeau de mouton Barbarine a été sélectionné

sur la prolificité. Suite à l’observation de brebis hyperprolifiques et de stérilité dans le troupeau,

la ségrégation d’une nouvelle mutation dans les gènes de prolificité BMP15 et GDF9 était

alors envisagée. En effet, une nouvelle mutation dans le gène BMP15 a été identifiée. Elle

correspond à une mutation complexe combinant un SNP, une insertion et délétion appelée FecXBar :

OARX (Oar_rambouillet_v1.0) : g.[56,600,937insG ; 56,600,945_56,600,947del ; 56,600,948C>A]

(p.Ala101Cysfs*113) (OMIA 002306-9940) (Lassoued et al., 2017).

La deuxième stratégie consiste à séquencer quelques animaux (atteints et sains) tout génome

et de filtrer les variants présents dans des gènes d’intérêts. Elle a été adoptée pour l’anomalie

épidermolyse bulleuse identifiée en mouton vendéen. Les individus atteints présentaient les signes

cliniques d’une épidermolyse bulleuse. Les mutations déjà connues en ovins, identifiées dans

d’autres races dans les gènes LAMC2 (Mömke et al., 2011) et ITBG4 (Suárez-Vega et al., 2015),

ont été testées mais aucune ne ségrégeaient dans la population. Une approche "tout génome" par

re-séquençage haut-débit a donc été réalisée à partir de trois individus (2 individus atteints et un

plein frère sain d’un individu atteint). Avec une hypothèse d’anomalie récessive, l’ensemble des

variants a été filtré de telle sorte que les individus atteints étaient porteurs homozygotes variants

et le frère non atteint était hétérozygote ou homozygote référence. La recherche de variants s’est

focalisée dans une dizaine de gènes candidats responsables d’épidermolyse bulleuse et a abouti

à la découverte d’une mutation non-sens OAR11 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.7,412,626C>T

(p.Arg885*) dans le gène ITGB4 (Fabre et al., 2020) (voir paragraphe 2.2.2).

4.2.2 Détection de QTL : Analyses de liaison/association tout génome

Principe général. Un des principaux objectifs en génétique est de comprendre pour un

caractère, quelle part de la variation phénotypique observée est expliquée par des différences

génétiques (Ytournel et al., 2008). Cela repose sur l’identification de région QTL (Quantitative

Trait Loci), définie comme une région du génome qui est associée à un caractère quantitatif par
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l’utilisation de marqueurs génétiques. D’un point de vue statistique, la détection de QTL repose

sur un modèle de régression simple où l’on suppose une relation linéaire entre le génotype au

QTL et le phénotype d’intérêt :

y = µ+ Xβ + Za+ ε

où y est le vecteur des phénotypes du caractère, µ la moyenne du caractère dans la population,

X le vecteur des génotypes au QTL, β les effets fixes additifs au QTL, Z la matrice d’incidence

de y associée à a, a le vecteur des effets polygéniques aléatoires qui suit une loi Gaussienne

a ∼ N (0, Aσ2
A) avec A la matrice de parenté, σ2

A la variance génétique additive et ε la résiduelle

(autres effets non captés par le modèle) qui suit une loi Gaussienne ε ∼ N (0, Iσ2
ε) avec I la

matrice identité et σ2
ε la variance résiduelle.

La cartographie de régions génomiques d’intérêt repose principalement sur le déséquilibre de

liaison (noté DL) entre marqueurs. Le DL est défini comme l’association non-aléatoire d’allèles à des

locus différents. Plus les marqueurs sont proches, plus ils ont des chances d’être transmis ensemble

à la descendance. Les modèles statistiques à utiliser dépendent du dispositif expérimental et du

choix de modélisation. La cartographie d’un QTL peut se faire par analyse de liaison intra-famille

ou d’une association populationnelle.

Analyse de liaison. Cette méthode repose sur la construction d’une structure de population

apparentée. En petit ruminants, de nombreuses familles QTL père-filles ont été réalisées. L’objectif

est de suivre dans chaque famille la ségrégation des segments chromosomiques chez les descendants

pour mettre en lien des différences de performances. Dans le cas de ce dispositif, ce sont de grands

fragments de chromosome qui sont transmis à la descendance rendant la localisation des QTLs

peu précise.

Analyse d’association. Cette méthode (Genome Wide Association Study, GWAS) repose

sur l’analyse directe de la relation entre chaque génotype observé à un polymorphisme et le

phénotype dans une population (Uffelmann et al., 2021). L’hypothèse sous-jacente impose que

chacun des marqueurs testé est causal ou en fort déséquilibre de liaison avec la mutation causale.

Afin d’être efficace, il est nécessaire d’avoir (i) une densité importante de marqueurs, possible par

par l’essor des nouveaux outils (puce moyenne/haute densité de SNP, séquençage de génomes

entiers) et un grand nombre d’individus non-apparentés. Cette méthode a été développée chez

l’Homme et transposée chez les animaux de rente. Cependant, contrairement à l’espèce humaine,

les populations d’élevage sont plus apparentées. Pour limiter cette structure de pedigree, une

matrice de parenté peut être incluse dans le modèle afin d’éviter la détection de faux-positifs. Des

modèles plus complexes avec des régressions bayésiennes simples ou multi-marqueurs peuvent

également être utilisés (X. Zhou et al., 2013).

Analyse Cas-Contrôle. Dans le cadre d’une anomalie génétique, l’analyse d’association

repose très souvent sur un phénotype binaire (individus atteints vs individus sains). Ainsi, les

modèles statistiques GWAS peuvent être simplifiés en utilisant un modèle de régression logistique

(Uffelmann et al., 2021). Sachant que les individus atteints d’une anomalie génétique sont issus d’un

même ancêtre commun, la structure du pedigree est source de biais. Pour gagner en puissance, il

est important de choisir un dispositif expérimental pertinent i.e. pour un individu atteint (supposé



92 Chapitre 4. Les différentes méthodes pour identifier les anomalies génétiques

homozygote variant), il est important de prélever un plein frère sain (supposé hétérozygote

ou homozygote référence). Dans ce cas de figure, une analyse cas-contrôle peut être réalisée à

partir de 50 individus (25 cas/25 contrôles). Un exemple de GWAS cas-contrôle a été utilisé

pour mettre en évidence une région du génome impliquée dans la microphtalmie en race ovine

Texel (OMIA 000649-9940) (Becker et al., 2010). Le GWAS est illustré dans la Figure 4.1. Le

séquençage d’animaux atteints a ensuite permis de mettre en évidence une mutation faux-sens

OAR22 (Oar_rambouillet_v1.0) : g.25497953C>G (p.Arg113Pro) dans le gène PITX3 (Paired

Like Homeodomain 3 ).

Cas

Contrôles

Figure 4.1 – Analyse d’association de type cas-contrôles. 23 individus sains et 23 atteints
de microphtalmie ont été génotypés sur puce 50K pour réaliser l’analyse. Un intervalle de 3,6 Mb
a été mis en évidence, susceptible d’abriter la mutation causale. Extrait de Becker et al. (2010).

4.2.3 Cartographie par homozygotie

La méthode de cartographie par homozygotie a été développée par Lander et Botstein (1987)

et a été utilisée en productions animales pour la première fois par Charlier et al. (2008). La

cartographie par homozygotie permet d’identifier une portion du génome homozygote identique

entre individus atteints. Son principe est décrit dans la Figure 4.2. Cette méthode repose sur

deux hypothèses : (i) le déterminisme génétique de l’anomalie est récessif et (ii) les individus

atteints sont porteurs de la même mutation, héritée d’un même ancêtre commun. La méthode

de cartographie par homozygotie peut être menée de manière indépendante avec une analyse

d’association classique mais est souvent complémentaire. A la suite de l’analyse GWAS, Becker

et al. (2010) ont permis de restreindre la recherche à un plus petit fragment chromosomique de

2,4 Mb qui est homozygote et identique chez tous les individus atteints (Identical by descent,

IBD). Cette méthode peut être utilisée lorsque l’on dispose seulement de quelques cas. Cependant,

plusieurs régions chromosomiques peuvent être identiques entre individus atteints. Pour gagner

en puissance, il est judicieux de prendre des individus atteints les moins apparentés possible,

d’augmenter le nombre de cas afin de réduire l’intervalle d’étude à seulement une seule région

génomique et que le nombre de générations séparant les individus atteints et l’ancêtre commun

soit élevé. L’ensemble de ces paramètres permettra d’avoir une région beaucoup plus courte liée

aux recombinaisons (Duchesne et al., 2016).



4.2 Du phénotype au génotype : méthodes de génétique classique 93

G
én

ér
at

io
n

 1
G

én
ér

at
io

n
 2

...
G

én
ér

at
io

n
 n

-1
G

én
ér

at
io

n
 n

ancêtre (mutation de novo)

région 
dʹintérêt

Homozygotes a�eints

Figure 4.2 – Principe de la cartographie par homozygotie pour identifier des anomalies
génétiques récessives. Une mutation de novo apparaît chez un individu (la localisation de la
mutation est représentée par la flèche). Il va ensuite transmettre à une partie de ses descendants
la mutation à l’état hétérozygote et donc du segment chromosomique entourant la mutation
(phénotypiquement normal). Au cours des générations, le fragment entourant la mutation devient
plus court sous l’effet des recombinaisons. A partir d’un certain nombre de générations, des
animaux apparentés, porteurs hétérozygotes de la même mutation, vont s’accoupler et donner
naissance à des individus atteints porteurs homozygotes de la mutation. La mutation est alors
cartographiée dans un petit segment homozygote et identique chez tous les individus atteints.
Adapté de Georges et al. (2019) ; Duchesne et al. (2016) et Ytournel et al. (2008).
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4.3 Du génotype au phénotype : la génétique inverse

Pour réaliser les approches décrites précédemment, il est nécessaire d’avoir accès au phénotype,

mais ceci n’est pas toujours évident. Dès lors que l’anomalie conduit à une mortalité embryonnaire,

par exemple, l’acquisition des phénotypes et des échantillons biologiques est impossible. D’un

point de vue zootechnique, une anomalie génétique conduisant à une mortalité embryonnaire est

confondue avec une baisse de fertilité et passe généralement inaperçue (VanRaden et al., 2011 ;

Fritz et al., 2013). Profitant de l’essor des données haut-débit (génotypage et re-séquençage d’un

grand nombre d’animaux), des méthodes dites de génétique inverse (Reverse genetic screen),

basées uniquement sur l’analyse des données sans connaissance au préalable de phénotypes, ont

été développées pour mettre en évidence des régions du génome abritant des mutations causales

délétères.

4.3.1 Exploitation des données de séquence pour identifier des variants délétères

rares

Une stratégie de génétique inverse a vu le jour avec l’accumulation des données de re-séquençage

tout génome notamment disponibles dans les projets 1 000 génomes dans les différentes espèces

(Daetwyler et al., 2014 ; Denoyelle et al., 2021). La stratégie consiste à identifier les variants

prédits délétères susceptibles d’avoir un fort impact biologique (Charlier et al., 2016 ; MacArthur

et al., 2012). Son principe est détaillé dans la Figure 4.3.

Par comparaison avec la séquence de référence, plusieurs millions de variants sont identifiés.

La localisation des variants permise par les annotations positionnelle et fonctionnelle des génomes

et la prédiction in silico de l’effet des variants par les outils bioinformatiques (voir paragraphe

2.1.2.1) permettent d’identifier des variants candidats supposés hautement délétères (Fritz et

al., 2016). L’information de phénotypes associée aux gènes, disponible dans les bases de données

humaines (OMIM), souris (MGI) ou animales (OMIA) permet de prédire les phénotypes attendus.

Une fois que la liste des mutations candidates a été établie, il est nécessaire de génotyper les

mutations à très grande échelle, rendu possible par l’ajout de ces dernières sur les puces SNP. Le

test d’équilibre de Hardy-Weinberg permet d’identifier les mutations responsables de mortalité

embryonnaire ou foetale. La causalité peut être validée par (i) le suivi d’accouplements à risque

entre porteurs hétérozygotes ou (ii) la réalisation au laboratoire de tests fonctionnels in vitro.

Par cette approche, Charlier et al. (2016) ont identifié 9 nouvelles mutations responsables de

mortalité embryonnaire en bovins.

4.3.2 Identification de régions du génome présentant des déficits d’animaux homozy-

gotes à partir de données de génotypage

L’accumulation des données de génotypage disponibles dans le cadre de la sélection génomique

a permis à VanRaden et al. (2011) de proposer une méthode pour rechercher des haplotypes

présentant un déficit en animaux homozygotes. Ces régions sont supposées porter des mutations

récessives létales. En effet, le déficit d’homozygotes s’expliquerait par la mort précoce des animaux

(stades embryonnaire, foetal, néonatal ou juvénile) avant leur génotypage. En France, une approche

similaire a été faite par Fritz et al. (2013) dans les trois principales races bovines laitières : Holstein,
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Figure 4.3 – Principe de la recherche de variants délétères rares à partir de l’exploi-
tation des données de séquences. HWE : Hardy-Weinberg. Adapté de Michot (2017)

Montbéliarde et Normande. Cette méthode est basée sur le principe d’écart à la loi de Hardy-

Weinberg (Voir paragraphe 3.1.4.1 - Encadré 3. Principe de l’équilibre de Hardy-Weinberg). Pour

rappel, chacun des SNP présents sur la puce est choisi avec une fréquence de l’allèle minimal

>5% et respectant l’équilibre de HWE. Or, une mutation hautement délétère, par définition, a

une fréquence faible et peut déroger à l’équilibre de HWE. Ainsi, un marqueur sur la puce ne

peut être causal. Pour l’approche de génétique inverse, il est nécessaire de raisonner en terme

d’haplotypes qui sont composés d’un ensemble de marqueurs adjacents phasés (généralement

composés de 20 marqueurs SNP) qui ont le même comportement que la mutation causale par le

phénomène de déséquilibre de liaison.

Le principe de cette méthode repose sur un balayage complet du génome des individus génoty-

pés dans une population sans a priori sur un phénotype (Figure 4.4). On fait l’hypothèse qu’un

haplotype ségrège dans une population, seulement présent à l’état hétérozygote et n’étant jamais

observé à l’état homozygote. Une fois de tels haplotypes identifiés, le statut (porteur, non-porteur)

est déterminé pour chacun des individus génotypés. L’analyse des données de reproduction (réus-

site IA, mortinatalité ...) va permettre de confirmer la létalité par comparaison des accouplements
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Figure 4.4 – Principe de la recherche d’haplotype en déficit d’animaux homozygotes.
Un haplotype (représenté en rouge) ségrége dans la population génotypée mais n’est jamais
retrouvé à l’état homozygote. Les animaux homozygotes à cet haplotype ne sont pas candidats à
la sélection et supposés porteurs homozygotes d’une mutation délétère récessive.

à risque (mâles porteurs x femelles porteuses) et non à risque (autres combinaisons). L’étape

suivante consiste à identifier la mutation causale localisée dans la région en déficit (séquençage

d’animaux hétérozygotes à l’haplotype) en recherchant la mutation chez les animaux hétérozygotes

porteurs de l’haplotype à l’état hétérozygote mais homozygote référence chez les individus non

porteurs de l’haplotype.

A ce jour, 31 mutations causales (Table 4.1) localisées dans des haplotypes en déficit d’animaux

homozygotes ont été publiées en bovins laitiers pour lesquelles l’accumulation des données de la

sélection génomique a commencé en 2009 (VanRaden, 2020). A l’état homozygote, ces mutations

sont responsables de mortalité embryonnaire précoce, d’avortements tout au long de la gestation

ou de mortalité périnatale à juvénile. Par ce type de raisonnement, il est également possible

d’identifier des mutations délétères responsables de défauts morphologiques qui écartent de fait

les animaux de la sélection. C’est le cas pour un retard de croissance des veaux associé à une

mutation faux-sens BTA26 (ARS-UCD1.2) : g.32940521C>G, (p.Asn176Lys) dans le gène ACSL5

(Acyl-CoA Synthetase Long Chain Family Member 5 ) en Brown swiss (Häfliger, Seefried, Spengeler,

& Drögemüller, 2021). Par cette approche, des régions en déficit peuvent également signer des

mutations déjà connues comme par exemple les haplotypes HBY et HHC associés aux anomalies

Brachyspina (Charlier et al., 2012) et Complex Vertebral Malformation (Thomsen et al., 2006),

respectivement (Table 4.1).

Bien qu’initialement utilisé dans les populations bovines laitières où le nombre de génotypages

est le plus important, ce raisonnement de génétique inverse s’est aujourd’hui généralisé dans

plusieurs autres dispositifs de sélection : bovins allaitants (Jenko, 2019), porc (Derks et al., 2017 ;

Derks, Lopes, et al., 2018), volaille (Derks, Megens, et al., 2018), dinde (Abdalla et al., 2020) et

cheval (Todd et al., 2020). Cependant, aucun travail de recherche en petits ruminants n’a été

publié avant mes travaux de thèse.
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A retenir Avant toute analyse, il est important de savoir si l’anomalie remontée est d’ordre

génétique. Avec l’avènement des outils haut-débit (puces SNP, séquences tout génome), des

approches de génétique classique (analyses d’association tout génome, cartographie par homo-

zygotie) sont utilisées pour caractériser rapidement une anomalie génétique à partir de quelques

cas. Ces outils offrent également la possibilité de rechercher des anomalies génétiques avant

même leurs observations par des raisonnements de génétique inverse (déficit en homozygotes,

recherche de variants rares). ■





5. Situation du sujet et objectifs de la thèse

L’avènement de la sélection génomique dans les différentes races de petits ruminants en

sélection ouvre la possibilité de réaliser un raisonnement de génétique inverse pour identifier des

mutations délétères par recherche de régions du génome en déficit d’animaux homozygotes. La

synthèse bibliographique laisse penser que des mutations létales ségrégent dans les populations de

petits ruminants (Partie I).

Avant mon travail de thèse, une étude préliminaire avait été faite en 2015 par Petit et al. (2015)

pour rechercher de telles régions dans les populations d’ovins laitiers Lacaune (6 352 génotypages)

et Manech Tête Rousse (1 589 génotypages). La méthode décrite par Fritz et al. (2013) avait été

simplifiée pour estimer le nombre d’animaux homozygotes attendus avec l’utilisation de duos à

la place de trios, car le nombre de génotypages disponibles était assez limité. Par ce travail, 3

haplotypes en Lacaune et 5 en Manech Tête Rousse avait été mis en évidence montrant bien

la possibilité d’une telle approche dans les populations ovines. Un fait marquant de ce travail

exploratoire a été la mise en évidence d’un haplotype en Lacaune en fort lien avec la mutation en

sélection dans le gène SOCS2 responsable d’une susceptibilité aux mammites (Rupp et al., 2015).

La mise en place de la sélection génomique en ovins (dès 2015 en Lacaune, 2017 en ROLP) et

en caprins laitiers (2018) permet aujourd’hui d’avoir accès à un plus grand nombre de génotypages

pour réaliser ce raisonnement de génétique inverse. Ainsi, dans ce manuscrit, je vais décrire les

résultats obtenus durant mon stage de fin d’études d’ingénieur agronome (Mars à Août 2019) et

de ma thèse (Octobre 2019 à Décembre 2022).

Ce travail de thèse s’articule autour de trois objectifs principaux. Le premier consiste à utiliser

l’approche de génétique inverse dans les populations laitières de petits ruminants engagées dans un

programme de sélection génomique pour détecter des régions en déficit d’animaux homozygotes,

supposées abriter des mutations récessives létales. Le deuxième objectif est ensuite d’étudier l’effet

de ces haplotypes sur les caractères de reproduction (afin de confirmer une possible létalité) et

de production (identification d’un avantage sélectif potentiel des hétérozygotes). Le troisième et

dernier objectif consiste à identifier les mutations causales sous-jacentes de ces régions en déficit.

Les résultats seront présentés en quatre parties : recherche de régions en déficit d’animaux

homozygotes à partir des données de génotypages disponibles en petits ruminants (Partie II), effet

des haplotypes sur les caractères (Partie III), recherche des mutations causales localisées dans les

régions en déficit (Partie IV) et validation de la causalité des mutations identifiées (Partie V).

L’ensemble des résultats sera discuté dans la discussion générale (Partie VI).

L’ensemble des résultats présentés repose sur deux articles publiés, deux articles rédigés et

des résultats non publiés :
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Article 1 (publié) - Ben Braiek et al., 2021 - Genetics Selection Evolution - Identification of

homozygous haplotypes carrying putative recessive lethal mutations that compromise

fertility traits in French Lacaune dairy sheep. doi : 10.1186/s12711-021-00634-1.

Article 2 (publié) - Ben Braiek et al., 2022 - Genes - A Nonsense Variant in CCDC65

Gene Causes Respiratory Failure Associated with Increased Lamb Mortality in

French Lacaune Dairy Sheep. doi : 10.3390/genes13010045.

Article 3 - Ben Braiek et al., 2023a - bioRxiv, rédigé pour Plos Genetics - Homozygous

haplotype deficiency in Manech Tête Rousse dairy sheep revealed a nonsense variant

in MMUT gene affecting newborn lamb viability. doi : 10.1101/2023.03.10.531894.

Article 4 - Ben Braiek et al., 2023b - bioRxiv, rédigé pour Animal genetics - A single

base pair duplication in SLC33A1 gene causes fetal losses and neonatal lethality in

Manech Tête Rousse dairy sheep. doi : 10.1101/2023.03.13.532360.
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L’ensemble des résultats décrits dans cette Partie II, repose sur les articles suivants (dispo-

nibles dans la Partie VII - Productions scientifiques) :

Article 1 (publié) - Ben Braiek et al., 2021 - Genetics Selection Evolution - Identification of

homozygous haplotypes carrying putative recessive lethal mutations that compromise

fertility traits in French Lacaune dairy sheep.

Article 3 - Ben Braiek et al., 2023a - bioRxiv, rédigé pour Plos Genetics - Homozygous

haplotype deficiency in Manech Tête Rousse dairy sheep revealed a nonsense variant

in MMUT gene affecting newborn lamb viability.

Des résultats complémentaires ont également été ajoutés.

Cled'12





6. Méthodes

6.1 Description des animaux génotypés

Les données de génotypages utilisées pour rechercher des régions en déficit d’animaux homozy-

gotes sont extraites de la base de données nationale BDIR (Base de Données pour l’Indexation et

la Recherche). Plusieurs extractions ont été réalisées au cours de ma thèse : Mars 2019 (Lacaune :

19 102 génotypages disponibles) ; Août 2021 (MTR : 6 845) et Septembre 2022 (Lacaune : 35 221,

MTR : 7 405, BB : 2 464, MTN : 1 384 , Corse : 2 255, Alpine : 4 003, Saanen : 3 025).

Ces données correspondent à des animaux de millésimes 1991 à 2022 (Figure 6.1). En Lacaune

lait, les animaux génotypés sont issus des schémas de deux entreprises de sélection : Ovitest

(Saint-Léon, France) et Confédération Générale de Roquefort (Millau, France), qui représentent

54% et 46% de l’effectif de la race, respectivement. Depuis la création des deux schémas dans

les années 1970, très peu d’échanges de reproducteurs sont effectués. Dans chacune des autres

races, une seule entreprise de sélection est en charge de la sélection génétique (CDEO, CORSIA et

Capgènes). Les données de génotypages ont été obtenues dans le cadre de différents programmes

de recherche avant la mise en place la sélection génomique dans les différentes races, puis du

programme en cours de sélection génomique. Le pedigree des animaux génotypés a été extrait du

système officiel français de données sur l’élevage (Systèmes Nationaux d’Information Génétique,

France Génétique Elevage, Paris, France).

Les données sont issues principalement de mâles (>80% pour les races ovines) tandis qu’en

caprins on observe un équilibre entre mâles/femelles (Figure 6.1 A). De plus, les ovins ont été

génotypés sur une puce SNP de moyenne densité (MD) (Illumina Ovine SNP50 BeadChip, 54 241

SNP, génotypés entre 1 et 12 mois d’âge) et/ou une puce SNP basse densité (LD) (SheepLD v.1-2-3,

15 000 SNP, génotypés entre 1 à 5 mois). Depuis la mise en place de la puce LD en 2017, les agneaux

candidats à la sélection sont génotypés sur la puce LD puis suite à l’indexation génomique, les

meilleurs entrent en CIA et sont génotypés sur puce MD (participent à l’entretien de la population

de référence, voir paragraphe 1.2.3.2). En caprins, les animaux ne sont génotypés que sur une

puce MD (GoatSNP50 Illumina v1, Goat_IGGC_65K_v2, génotypage vers 1 mois) (Figure 6.1

B). Les génotypages sont réalisés dans les laboratoires Labogena (http ://www.labogena.fr/) ou

Aveyron Labo (http ://www.aveyron-labo.com/).

6.2 Contrôle qualité, imputation et phasage des génotypages

Le contrôle qualité de chaque individu génotypé repose sur le taux de SNP correctement

génotypés (ou call rate), c’est-à-dire le pourcentage de SNP génotypés / nombre total de SNP,

que ce soit au niveau du génome global et par chromosome. Si le typage global a un score inférieur

111
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Figure 6.1 – Description des données de génotypage utilisées pour rechercher des
régions du génome en déficit d’animaux homozygotes (A) Répartition du nombre
d’animaux génotypés par sexe. (B) Répartition du nombre d’animaux génotypés par type de
puce de génotypage. Les animaux génotypés LD+MD correspondent aux agneaux qui ont été
génotypés LD (candidats à la sélection) puis génotypés MD en entrant en CIA. (C) Répartition du
nombre d’animaux génotypés informatifs pour l’analyse de déficit. Un animal est utilisé lorsqu’il
appartient à un trio d’individus génotypés (descendant, père et mère ou descendant, père et
grand-père maternel). L’axe des abscisses correspond à la race et la date de l’analyse. LAC=
Lacaune, MTR= Manech Tête Rousse, BB= Basco-Béarnaise, MTN= Manech Tête Noire, C=
Corse, ALP= Alpine et SAA= Saanen, LD= puce basse densité 15k (low density), MD= puce
moyenne densité 50K (medium density). Remarque : 2019 : extraction BDIR Mars 2019 ; 2021 :
extraction BDIR Août 2021 et 2022 : extraction BDIR Septembre 2022.
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à 95%, il est rejeté. Le contrôle qualité pour chacun des SNP est basé sur trois critères : (i) un

call rate par SNP supérieur à 97% (% d’animaux génotypés pour chaque SNP), (ii) une fréquence

de l’allèle mineur supérieure (MAF) à 1%, et (iii) respectant l’équilibre de Hardy-Weinberg

(P > 10−5) (Astruc et al., 2016a).

L’imputation des génotypes LD à MD et le phasage de tous les génotypes ont été réalisés avec

le logiciel FImpute v2.2 (Sargolzaei et al., 2014) ; les puces LD et MD ovines ont 11 342 SNP

communs. La précision de l’imputation LD à MD des génotypes en ovins laitiers a été évaluée par

Larroque et Astruc (2017). En fonction des races, le call rate par animal varie de 96,56 (Corse) à

99,05% (Lacaune) et le call rate par SNP varie de 96,81 (corse) à 99,12% (Lacaune). Le coefficient

de corrélation de Pearson au carré r2 entre les génotypes SNP vrais et imputés est supérieur à

0,90 en Lacaune et ROLP tandis qu’en Corse ce taux est moins élevé (0,82). En caprins, il n’y a

pas à proprement parler d’étape d’imputation puisqu’il n’existe qu’une puce MD.

Après contrôles qualités, il reste 38 696 SNP répartis sur les 26 chromosomes autosomiques et

cartographiés sur l’assemblage du génome Ovis aries Oar_v2.0 ((Jiang et al., 2014), GigaDB, les

coordonnées Oar_v2.0 sont disponibles sur http ://dx.doi.org/10.5524/100023). A partir de Janvier

2021, les marqueurs (nombre réduit à 38 523 SNP) ont été mis à jour pour être cartographiés

sur un assemblage plus récent Oar_v3.1 (les coordonnées génomiques sont disponibles sur

https ://figshare.com/articles/dataset/Mapping_of_ISGC_SNP_chip_probes/8424935/2). En

caprins, 46 707 SNP disponibles après contrôles qualités, sont cartographiés sur la version du

génome CHIR1 (Tosser-Klopp et al., 2014).

6.3 Identification des haplotypes en déficit d’animaux homozygotes

Sur la base des génotypes SNP phasés et imputés, les génomes ont été balayés en utilisant une

approche de fenêtre glissante (Figure 6.2) de 20 SNP consécutifs pour identifier des haplotypes

en déficit d’animaux homozygotes (appelés HHD : Homozygous Haplotype Deficiency) sur les

26 autosomes ovins et 29 autosomes caprins en comparant le nombre d’animaux homozygotes

observés et attendus en utilisant la méthode développée par Fritz et al. (2013) chez les bovins

laitiers français, et adaptée à mes données en petits ruminants.

GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCTATGCATCCGGAGAA...

Position 1

GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCTATGCATCCGGAGAA...

Position 2

GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCTATGCATCCGGAGAA...

Position 3

GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCTATGCATCCGGAGAA...

Position n

fenêtre glissante de 20 SNP 

...

GGGGGAGAGTATCACCAATGGACCTATGCATCCGGAGAA...

Position n+1

Figure 6.2 – Principe de la fenêtre glissante.

Pour chaque fenêtre de 20 SNP consécutifs (représentant des régions d’environ 1,0 à 1,5 Mb),

les fréquences de tous les haplotypes observés sont calculées à partir de la phase maternelle, qui
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est associée à une plus grande diversité d’haplotypes. Seuls les haplotypes avec une fréquence

supérieure à 1% sont sélectionnés.

Pour chaque haplotype k sélectionné, le nombre d’animaux homozygotes observés NObs(k) est

comparé au nombre d’animaux homozygotes attendus NAtt(k). Ce nombre NAtt(k) est estimé

en utilisant la probabilité de transmission intra-trio avec la formule décrite dans Fritz et al.

(2013) (voir Encadré 4. Calcul du nombre d’animaux homozygotes attendus EAtt(k)). Deux

types de trios sont considérés (Figure 6.3) : les trios descendance-père-mère (la probabilité de

transmission de l’haplotype k est estimée à partir du génotype du père et de la mère) et les trios

descendance-père-grand-père maternel (la probabilité de transmission de l’haplotype k est estimée

à partir des génotypes du père et du grand-père maternel). Le nombre de génotypages pris en

compte dans l’analyse de déficit est décrit dans la Figure 6.1 C et Table 6.1.

Encadré 4. Calcul du nombre d’animaux homozygotes attendus EAtt(k)

Figure 6.3 – Calcul du nombre d’homozygotes attendus à partir de trios génotypés

Dans le cas de trios génotypés descendant, père et grand-père maternel (Figure 6.3
A), la formule est :

EAtt(k) =

np∑

i=1

pik

ngpm∑

j=1

0.5[

probabilité d’avoir une mère hétérozygote︷ ︸︸ ︷
(qjk(1− fk)︸ ︷︷ ︸
gpm porteur

+ fk(1− qjk)︸ ︷︷ ︸
gmm porteur

+ 2qjkfk︸ ︷︷ ︸
gpm et gmm porteurs

] nij (1)

(1) se simplifie en :

EAtt(k) =

np∑

i=1

pik

ngpm∑

j=1

0.5(qjk + fk) nij (1′)

Lorsque la mère est génotypée (trios descendant, père et mère) (Figure 6.3 B), la
formule se simplifie et devient :

EAtt(k) =

np∑

i=1

pik

nm∑

j=1

rjk nij (2)
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avec,

■ gmm= grand-mères maternelles,

■ np = nombre de pères,

■ nm = nombre de mères,

■ ngpm = nombre de grand-pères maternels,

■ pik = probabilité de transmission de l’haplotype k par le père i à ses descendants (1 si
l’animal est porteur homozygote de l’haplotype k, 0.5 si l’animal est porteur hétérozygote
de l’haplotype k et 0 si non porteur),

■ qjk = probabilité de transmission de l’haplotype k par le grand-père maternel j à ses
filles (1 si l’animal est porteur homozygote de l’haplotype k, 0.5 si l’animal est porteur
hétérozygote de l’haplotype k et 0 si non porteur),

■ rik = probabilité de transmission de l’haplotype k par la mère i à ses descendants (1 si
l’animal est porteur homozygote de l’haplotype k, 0.5 si l’animal est porteur hétérozygote
de l’haplotype k et 0 si non porteur),

■ fk = fréquence de l’haplotype k dans la population,

■ nij = nombre de descendants issus du père i et du grand-père maternel j pour (1,1’) ou
la mère j pour (2)

Remarque : Les formules (1’) et (2) peuvent être combinées dans l’analyse de déficit.

La probabilité d’observer des homozygotes ”q” avec une espérance ”lambda” est estimée à

l’aide de la distribution de Poisson et calculée avec la fonction ppois du logiciel RStudio (R

version 4.1.3), ppois(q = NObs(k), lambda = NAtt(k)), comme décrit précédemment dans Mesbah-

Uddin et al. (2019). Chaque haplotype k est supposé être significativement en déficit d’animaux

homozygotes lorsque la P-valeur est inférieure à 1, 9× 10−4 en ovins et 1, 7× 10−4 en caprins.

Ces seuils ont été obtenus par correction de Bonferroni pour les tests multiples à un seuil de

significativité de 5‰ en supposant que le nombre de tests indépendants était égal au nombre de

chromosomes (n = 26 en ovins et n=29 en caprins). Parmi les haplotypes significatifs, seuls ceux

présentant un déficit important allant de 75 à 100%, sont retenus comme HHD, défini par :

NAtt(k)−NObs(k)

NAtt(k)
≥ 0, 75

Lorsque les HHD significatifs de 20 SNP sont consécutifs (c’est-à-dire décalés du précédent

par un seul SNP) et ont le même nombre minimum d’animaux homozygotes observés, ils sont

regroupés pour définir un haplotype plus grand (tous ces HHD primaires sont en déséquilibre

de liaison les uns avec les autres), que nous appelons "deficient homozygous haplotype" (DHH)

précédé du préfixe de la race étudiée (L : Lacaune, MTR : Manech Tête Rousse ...). Le statut

homozygote, hétérozygote et non porteur de chaque haplotype constituant une région DHH est

ensuite déterminé pour chaque animal de la population étudiée.



116 Chapitre 6. Méthodes

Table 6.1 – Description du nombre de génotypages utilisés dans les analyses de
déficit. p= père, gpm=grand-père maternel.

Espèce Race Date ex-
traction
BDIR

Nombre
de génoty-

pages
dispo-
nibles

Nombre
de descen-

dants
p+m

Nombre
de descen-

dants
p+gpm

Nombre
de descen-

dants
dans

l’étude

Nombre
d’animaux

utilisés dans
l’étude

Ovins LAC Mars 2019
(Sept 2022)

19 102
(35 221)

38
(1 035)

15 530
(29 871)

15 568
(30 906)

16 346
(31 703)

MTR Août 2021
(Sept 2022)

6 845
(7 405)

77
(80)

4 799
(5 216)

4 876
(5 296)

5 271
(5 721)

BB Sept 2022 2 464 22 1 592 1 614 1 765

MTN Sept 2022 1 384 7 790 797 928

Corse Sept 2022 2 255 52 1 192 1 244 1 400

Caprins Alpine Sept 2022 4 003 826 1 240 2 066 2 606

Saanen Sept 2022 3 025 430 1 169 1 599 1 916

Le déséquilibre de liaison est estimé entre deux régions DHH présentes sur un même chromo-

some par la mesure du coefficient r2 introduit par Hill et Robertson (1968). Chaque région DHH

est définie comme un locus bi-allélique avec un allèle 1 (haplotype en déficit, DHH) et un allèle 2

(tous les autres haplotypes identifiés pour la même région, +). En ovins, les coordonnées des SNP

inclus dans chaque haplotype, obtenues à partir des positions sur les assemblages des génomes

ovins Oar_v2.0 (extraction BDIR avant 2021) ou Oar_3.1 (extraction BDIR après 2021), sont

repositionnées sur l’assemblage plus récent du génome Oar_rambouillet_v1.0 pour la suite des

analyses génétiques.



7. Résultats : Identification de DHH en petits
ruminants

En utilisant cette approche de génétique inverse, 266 haplotypes en déficit d’animaux homo-

zygotes (HHD) de 20 marqueurs en Lacaune (analyse de déficit en Mars 2019), 150 HHD en

Manech Tête Rousse (analyse de déficit en Août 2021) et 5 HHD en Basco-Béarnaise (analyse de

déficit en Septembre 2022) ont été mis en évidence (fréquence ≥1%, déficit ≥75% et P-Poisson

≤1, 9 × 10−4) (Table 7.1). Cependant, aucun HHD n’est significatif en races laitières ovines

Manech Tête Noire et Corse et en races caprines Alpine et Saanen. Une représentation sous forme

de Manhattan plot est proposée dans la Figure 7.1. L’ensemble des HHD peut être regroupé en

11 régions en Lacaune (LDHH, "Lacaune deficient homozygous haplotype"), 5 régions en Manech

Tête Rousse (MTRDHH, "Manech Tête Rousse deficient homozygous haplotype") et 1 région en

Basco-Béarnaise (BBDHH, "Basco-Béarnaise deficient homozygous haplotype") (Table 7.3). Les

DHH sont construits à partir de HHD chevauchants qui présentent le même nombre d’animaux

homozygotes observés (Figure 7.2).

Table 7.1 – Nombre de HHD identifiés en petits ruminants. Lac= Lacaune, MTR=
Manech Tête Rousse, BB= Basco-Béarnaise, MTN= Manech Tête Noire, ALP= Alpine, SAA=
Saanen. Les HHD sont des haplotypes de 20 marqueurs SNP.

Date extraction BDIR Lac MTR BB MTN Corse ALP SAA

Mars 2019 266 - - - - - -

Août 2021 - 150 - - - - -

Septembre 2022 311 175 5 0 0 0 0

117
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MTRDHH3 MTRDHH2

MTRDHH4

MTRDHH1

MTRDHH5

LDHH11-5-4-6

LDHH3

LDHH1

LDHH2

LDHH7
LDHH8-9-10

A

B

Figure 7.1 – Représentation sous forme de Manhattan plot des HHD identifiés en
races ovines laitières Lacaune (A) et Manech Tête Rouse (B). Chaque point représente un
haplotype de 20 marqueurs avec une fréquence ≥1%. La ligne rouge représente le seuil de P-valeur
(1, 9× 10−4) pour considérer un haplotype significativement en déficit d’animaux homozygotes.
Seuls les HHD avec un déficit en homozygotes ≥75% (représentés par des points verts) ont été
sélectionnés et ont abouti à l’identification de 266 et 150 HHD significatifs regroupés dans 11
(LDHH1 à 11) et 5 régions (MTRDHH1 à 5) en Lacaune et Manech Tête Rousse, respectivement.
Les coordonnées génomiques sont basées sur les génomes de référence ovins Oar_v2.0 en Lacaune
et Oar_v3.1 en Manech Tête Rousse.
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Figure 7.2 – Exemples de construction des DHH à partir des HHD chevauchants. Le
numéro des marqueurs en abscisse représente le numéro du premier marqueur du HHD (haplotype
de 20 SNP). La construction de ces DHH repose sur l’analyse de Mars 2019. N_Att= Nombre
d’animaux homozygotes attendus, N_Obs= Nombre d’animaux homozygotes observés. (A)
Construction de l’haplotype LDHH2 qui présente un déficit total. Sur le chromosome OAR13,
43 HHD présentent chacun un déficit d’animaux homozygotes. Parmi ces haplotypes, 20 HHD
sont chevauchants et présentent un déficit total avec zéro animaux homozygotes observés, ils
sont alors regroupés en un haplotype de plus grande taille (LDHH2, composé de 28 SNP).
(B) Construction de l’haplotype LDHH6 qui présente un déficit partiel. Les mêmes règles de
regroupement s’appliquent. Parmi les 38 HHD de la région identifiée sur OAR3, 8 HHD sont
chevauchants et présentent un déficit partiel avec le même minimum d’animaux homozygotes
observés (N_Obs=3), ils sont alors regroupés en un haplotype de plus grande taille (LDHH6,
composé de 27 SNP).

En Lacaune, l’analyse de Mars 2019 (19 102 génotypages disponibles dont 16 346 animaux

appartiennent à des trios) a permis de mettre en évidence 11 LDHH (Table 7.3). Parmi ces

haplotypes, cinq LDHH présentent un déficit complet d’animaux homozygotes observés (LDHH1 à

5) et six LDHH présentent un déficit partiel allant de 79 à 96% du nombre d’animaux homozygotes

attendus (LDHH6 à 11). La longueur des haplotypes identifiés varie de 1,6 à 3,3 Mb sur le génome

Oar_rambouillet_v1.0.

Les haplotypes LDHH3, 4, 5, 6 et 11 sont tous localisés sur OAR3. Sur ce chromosome, seuls les

haplotypes LDHH4 (24 SNP) et LDHH5 (29 SNP) sont en déséquilibre de liaison important (71%).

Bien qu’ils partagent neuf SNP à leurs extrémités, LDHH4 et LDHH5 n’ont pas été regroupés à
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l’origine puisque certains HHD consécutifs de 20 SNP entre les deux LDHH ne suivaient pas notre

règle de regroupement (non significatifs, un nombre minimum d’animaux homozygotes différent).

Sur OAR18, LDHH8 est situé à 3,8 Mb de LDHH9 et à 5,6 Mb de LDHH10, et présente un

déséquilibre de liaison modéré de 55% et 40% avec ces deux haplotypes, respectivement. Par

contre, LDHH9 (37 SNP) et LDHH10 (26 SNP) sont eux en déséquilibre de liaison élevé (72%).

Ils partagent 11 SNP, mais n’ont pas été regroupés initialement pour la même raison que LDHH4

et 5. D’autres LDHH sont situés sur OAR4 (LDHH1), OAR13 (LDHH2) et OAR17 (LDHH7).

De nouveaux génotypages alimentent constamment la base de données. Une nouvelle analyse

de déficit a été conduite en Septembre 2022 (35 221 génotypages disponibles dont 31 703 animaux

appartiennent à des trios). Cela a permis de consolider les haplotypes LDHH1, LDHH2, LDHH3,

LDHH6 (même marqueurs qui composent les haplotypes) et d’affiner la localisation des haplotypes

LDHH4, LDHH9 et LDHH11 (Table 7.3). Comme le montre la Figure 7.3, les haplotypes LDHH4

et 5 qui étaient en déséquilibre de liaison, ne signent plus qu’une seule région génomique (LDHH4,

OAR3 : 141,3-143,1 Mb, composée de 29 marqueurs) et LDHH8, 9 et 10 signent également une

unique région (LDHH9, OAR18 : 31,0-33,2 Mb, composée de 36 marqueurs). Les coordonnées

de l’haplotype LDHH11 sont légèrement modifiées (OAR3 : 138,7-141,2 Mb, composée de 33

marqueurs). Cependant, cette nouvelle analyse ne permet pas de retrouver l’haplotype LDHH7

(OAR17) préalablement identifié. Il s’agit probablement d’un faux-positif détecté dans l’analyse

de Mars 2019, il ne sera donc pas considéré pour les analyses génétiques suivantes.
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Figure 7.3 – Affinage de la cartographie des haplotypes LDHH4-5 (OAR3) et LDHH8-
9-10 (OAR18)

Pour la suite en Lacaune, sept régions génomiques indépendantes supposées contenir des

mutations délétères sont considérées, localisées sur OAR3 (LDHH3 : 33,7-36,6 Mb ; LDHH11 :
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138,7-141,2 Mb ; LDHH4 : 141,3-143,1 Mb et LDHH6 : 146,2-147,9 Mb), OAR4 (LDHH1 : 49,0-52,3

Mb), OAR13 (LDHH2 : 47,2-49,2 Mb) et OAR18 (LDHH9 : 31,0-33,2 Mb) de la version du

génome Oar_rambouillet_v1.0. A partir de l’ensemble de la population génotypée (n=35 221), la

fréquence des porteurs hétérozygotes varie de 3,0 à 6,8% pour les LDHH avec un déficit total

d’homozygotes, et de 4,3 à 11,9% pour les LDHH avec un déficit partiel.

En Manech Tête Rousse, l’analyse d’Août 2021 (6 845 génotypages disponibles dont 5 271

animaux appartiennent à des trios) a permis de mettre en évidence 5 MTRDHH. Trois haplotypes

sont en déficit total d’animaux homozygotes (MTRDHH1, 2 et 3), alors que deux haplotypes,

MTRDHH4 et 5, présentent un déficit partiel (84% et 91%) avec 1 et 8 animaux homozygotes

génotypés alors que 11 et 49 sont attendus, respectivement. Les différents MTRDHH sont

localisés sur OAR20 (MTRDHH1 : 23,0-25,0 Mb), OAR1 (MTRDHH2 : 251,9-256,4 Mb et

MTRDHH3 :103,8-106,6 Mb), OAR10 (MTRDHH4 :30,5-31,6 Mb) et OAR13 (MTRDHH5 : 64,3-

67,2 Mb). Les longueurs des haplotypes varient de 1,1 à 4,6 Mb sur Oar_rambouillet_v1.0. Les

fréquences observées de porteurs hétérozygotes sont comprises entre 7,8% et 16,6%. MTRDHH2

et MTRDHH3 sont tous les deux situés sur OAR1, mais ne sont pas en déséquilibre de liaison.

Par conséquent, les cinq MTRDHH identifiés sont susceptibles d’héberger cinq mutations causales

indépendantes.

Une nouvelle analyse de déficit a été conduite en Septembre 2022 (7 405 génotypages dispo-

nibles dont 5 721 animaux appartiennent à des trios). Cela a également permis de consolider les

haplotypes MTRDHH1, 2, 3 et 5. Cependant, les coordonnées de l’haplotype MTRDHH4 sont

légèrement modifiées (OAR10 : 30,8-32,2 Mb, composé de 30 marqueurs).

En race Basco-Béarnaise, l’analyse de déficit de Septembre 2022 (2 464 génotypages dispo-

nibles dont 1 765 animaux appartiennent à des trios) a permis de mettre en évidence un unique

haplotype BBDHH1 (OAR10 :88,7-90,5 Mb) en déficit total (9 animaux homozygotes attendus vs

0 observé). La fréquence de porteurs hétérozygotes de l’haplotype est estimée à 12,2%.

A retenir Les analyses de déficit en homozygotes ont permis de mettre en évidence 7 LDHH

en Lacaune, 5 MTRDHH en Manech Tête Rousse et 1 BBDHH en Basco-Béarnaise. On fait

l’hypothèse que chacune de ces régions est en déséquilibre de liaison avec une mutation délétère.

L’accumulation de données de génotypages exploitables (trios) permet d’assurer la découverte

d’haplotypes en déficit avec une meilleure spécificité. ■
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L’ensemble des résultats décrits dans cette Partie III, repose sur les articles suivants (dispo-

nibles dans la Partie VII - Productions scientifiques) :

Article 1 (publié) - Ben Braiek et al., 2021 - Genetics Selection Evolution - Identification of

homozygous haplotypes carrying putative recessive lethal mutations that compromise

fertility traits in French Lacaune dairy sheep.

Article 3 - Ben Braiek et al., 2023a - bioRxiv, rédigé pour Plos Genetics - Homozygous

haplotype deficiency in Manech Tête Rousse dairy sheep revealed a nonsense variant

in MMUT gene affecting newborn lamb viability.

Des résultats complémentaires ont également été ajoutés.

Cled'12





8. Fertilité et mortinatalité

L’analyse des caractères de fertilité a été faite avec les 11 LDHH identifiés par l’analyse

de déficit de Mars 2019 en Lacaune et les 5 MTRDHH identifiés par l’analyse d’août 2021 en

MTR. Ces haplotypes sont supposés porter des mutations récessives létales. En effet, les déficits

d’homozygotes s’expliqueraient par la mort précoce des animaux (stade embryonnaire, foetal,

néonatal ou juvénile) avant l’âge du génotypage (Figure 8.1). Cependant, ces déficits pourraient

également être liés à des défauts morphologiques ou une non-conformité aux standards de la race

qui amèneraient à ne pas génotyper de tels animaux. Afin d’approcher ces hypothèses de létalité ou

de choix par l’homme (contre-sélection), j’ai analysé les caractères de fertilité et de mortinatalité,

qui devraient permettre de mettre en évidence des effets négatifs dans les accouplements entre

individus porteurs de l’haplotype où des descendants homozygotes sont générés. J’appellerai ces

accouplements "à risque". La base de données des inséminations artificielles issues des brebis en

CLO a été mobilisée dans cet objectif.

allèle muté récessif (a)

allèle sauvage (A)

descendants viables
(non porteurs ou porteurs hétérozygotes) 

anomalies génétiques 
(létale/viable)

croissance de lʹagneaugestationFéco
ndatio

n

Naiss
ance

mortalité embryonnaire précoce mortalité embryon/foetus mortalité périnatale problèmes de santé (mortalité juvénile)

défauts morphologiques (contre-sélection)

Figure 8.1 – Causes possibles de déficit en homozygotes.

8.1 Méthodes

Les données de deux caractères de fertilité sur une vingtaine d’années ont été extraites de la

base nationale : le succès à l’insémination artificielle (AIS, artifical insemination success) et le

129
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Table 8.1 – Paramètres du modèle pour l’analyse des caractères de fertilité. AIS=
artifical insemination success, SBR= stillbirth rate et L=Lactation.

Race Caractère
(nombre d’accou-

plements)

Effet fixe testé Effets fixes Effets aléatoires

Lacaune AIS (n= 1 155 835) Type
accouplements
(Risque, Non à

risque)

Mois IA (Mars à Septembre) ;
Numéro de lactation (L1 à

L4+)

Troupeau X Année
(470 troupeaux

entre 2006 et 2018)

SBR (n= 804 577) Type
accouplements
(Risque, Non à

risque)

Mois IA (Mars à Septembre) ;
Numéro de lactation (L1 à
L4+) ; Prolificité (1,2, 3+)

Troupeau X Année
(470 troupeaux

entre 2006 et 2018)

MTR AIS (n= 330 844) Type
accouplements
(Risque, Non à

risque)

Mois IA (Printemps, Eté) ;
Numéro de lactation (L1 à

L4+)

Troupeau X Année
(313 troupeaux

entre 2006 et 2019)

SBR (n= 201 637) Type
accouplements
(Risque, Non à

risque)

Mois IA (Printemps, Eté) ;
Numéro de lactation (L1 à
L4+) ; Prolificité (1,2, 3+)

Troupeau X Année
(313 troupeaux

entre 2006 et 2019)

taux de mortinatalité (SBR, stillbirth rate). Parmi tous les enregistrements, je me suis concentré

uniquement sur les accouplements entre brebis issues de père génotypé et inséminées avec un

bélier génotypé, le père et le bélier d’IA ayant tous les deux un statut connu à chaque DHH

(Table 8.1). L’AIS est codé "1" pour la réussite à l’IA et "0" pour l’échec en comparant la date

d’agnelage et la durée théorique de la gestation à partir du jour de l’IA (147 ± 5 jours en Lacaune

et 151 ± 7 jours en MTR). Le SBR est déterminé uniquement dans le groupe des brebis gestantes

(Réussite IA = 1) et codé "1" s’il y a au moins un mort-né dans la portée ou "0" si tous les

agneaux sont nés vivants. Quatre types d’accouplements différents sont possibles pour chaque

DHH (Figure 8.2) : (i) bélier porteur × brebis issue d’un père porteur, (ii) bélier non porteur ×

brebis issue d’un père porteur, (iii) bélier porteur × brebis issue d’un père non porteur et (iv)

bélier non porteur × brebis issue d’un père non porteur. Le type d’accouplement (i) est considéré

comme un accouplement à risque, et les types d’accouplements (ii), (iii) et (iv) sont considérés

comme non à risque.

Un modèle binaire de seuil logistique avec une fonction de lien logit a été utilisé pour comparer

l’AIS et le SBR entre les accouplements à risque et non à risque en utilisant la fonction GLIMMIX

du logiciel SAS (version 9.4 ; SAS Institute Inc., Cary, NC). Le modèle utilisé est y = Xβ+Zγ+e,

où y est un vecteur de "0" ou "1" codant pour AIS ou SBR en considérant les observations

correspondantes Z (Z = {0, 1} pour AIS, Z = {0, 1, 2+} pour SBR) et un seuil pour chaque

variable, de sorte que y = 1 si Z ≥ 1 ou y = 0 "sinon" ; X est la matrice d’incidence des effets
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A

Figure 8.2 – Accouplements à risque (A) vs non à risque (B). Les animaux DHH/+
sont porteurs hétérozygotes de l’haplotype en déficit. Les brebis ne sont pas génotypées. gpm=
grand-père maternel.

fixes ; β est un vecteur d’effets fixes ; Z est une matrice d’incidence d’effets aléatoires ; γ est un

vecteur d’effets aléatoires et e est un vecteur d’effets résiduels. Les effets fixes et aléatoires du

modèle sont décrits dans la Table 8.1.

Les caractères sont considérés significativement différents lorsque l’effet fixe "type d’accouple-

ment" a une valeur P ≤ 6, 3× 10−4 en Lacaune et P ≤ 1, 0× 10−2 en MTR, après correction de

Bonferroni pour les tests multiples avec un niveau de significativité α à 1% en Lacaune et 5%

en MTR. Ces seuils ont été obtenus en divisant le niveau de signification α par le nombre de

tests correspondant au nombre d’haplotypes indépendants × nombre de caractères testés (n=8

en Lacaune, n=2 caractères) et uniquement par le nombre d’haplotypes indépendants en MTR

(n=5).

8.2 Résultats : confirmation de la létalité

Les deux caractères étudiés nous permettent d’émettre des hypothèses sur le moment de la

létalité des différentes DHH. En effet, l’AIS peut être un bon indicateur des pertes embryonnaires

au cours des premières semaines suivant l’IA tandis que le SBR peut être un bon indicateur pour

identifier des DHH qui causent de la létalité périnatale.

En Lacaune, le taux de réussite à l’IA moyen est de 69,6%. L’analyse des accouplements à risque

met en évidence pour quatre LDHH (1, 2, 8 et 9) un effet négatif significatif sur l’AIS, entraînant

une diminution du taux de réussite allant de 2,2% pour LDHH1 (P = 3, 2× 10−6) à 3,2% pour

LDHH2 (P = 2, 6×10−9). Dans la population gestante, 5,1% des portées comportent au moins un

mort-né. L’analyse du SBR met en évidence cinq LDHH (3, 6, 8, 9 et 10) significativement associés

à une augmentation du taux de mortinatalité allant de 1,1% pour LDHH6 (P = 5, 9× 10−7) à

3,4% pour LDHH9 (P = 8, 5× 10−12) en comparant les accouplements à risque et non à risque.

En Manech Tête Rousse, le taux de réussite à l’IA moyen est de 60,9%. En comparant les

accouplements à risque et non à risque, seul MTRDHH2 montre une diminution significative

de -3,3% du taux de réussite à l’IA (P = 3, 5 × 10−4) dans les accouplements à risque. Pour

le second caractère étudié, le taux de mortinatalité moyen dans la population est de 7,5%. Les

MTRDHH1 et 2 montrent une augmentation importante avec +7,5% (P = 4, 0× 10−24) et +4,3%

(P = 1, 3× 10−6) de mort-nés dans les accouplements à risque par rapport aux accouplements

non à risque, respectivement. Les trois autres haplotypes n’ont aucun impact significatif sur les
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caractères de fertilité étudiés.
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Figure 8.3 – Effets des LDHH (A) et MTRDHH (B) sur le taux de réussite à
l’insémination artificielle et sur le taux de mortinatalité dans les accouplements à
risque par rapport aux accouplements non à risque. Réussite à l’insémination artificielle
(AIS), taux de mortinatalité (SBR). Pour chaque DHH, la fréquence des accouplements à risque
est indiquée entre parenthèses. Les effets significatifs sont indiqués par la P-valeur corrigée pour
plusieurs tests avec un seuil fixé à α = 1% en Lacaune et α = 5% en MTR.

A retenir L’analyse des caractères de fertilité permet de confirmer que certains des haplotypes

détectés semblent bien être associés à des mutations délétères, possiblement létales. Il est

désormais possible de classer les haplotypes en quatre catégories en fonction des effets négatifs

sur les caractères de fertilité et mortinatalité. Le premier groupe concerne les haplotypes

qui affectent seulement le taux de réussite à l’IA (LDHH1, LDHH2) pour lesquels on fait

l’hypothèse que ces régions abritent des mutations embryonnaires létales. Le second groupe

est composé des haplotypes LDHH8-9-10 (qui signe la même mutation) et MTRDHH2 qui
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ont des effets significatifs sur les deux caractères étudiés. On fait l’hypothèse que ces deux

régions abritent des mutations qui conduisent à de la létalité tout au long de la gestation

(stade embryonnaire à foetal et périnatal). Le troisième groupe correspond aux haplotypes

LDHH3, LDHH6 et MTRDHH1 qui ont un impact uniquement sur le taux de mort-nés. On

fait l’hypothèse que ces haplotypes contiennent des mutations qui conduisent à une mortalité

pendant la période périnatale. Le dernier groupe contient le reste des haplotypes pour lesquels

aucun effet n’a été mis en évidence à partir des deux caractères étudiés. Ces haplotypes peuvent

être liés à des mutations qui conduisent à de la létalité plus tardive ou associés à des défauts

morphologiques/standard de races contre-sélectionnés. ■





9. Caractères en sélection

A travers ce chapitre, j’ai cherché à identifier un potentiel avantage sélectif des haplotypes

mis en évidence.

9.1 Méthodes

9.1.1 Analyse des Daughter Yield Deviation

Les caractères qui entrent dans l’objectif de sélection sont décrits sous forme de DYD (Daughter

Yield Deviation), correspondant à la performance moyenne des filles de chaque bélier, corrigée

pour les effets du milieu et la valeur génétique moyenne des mères (Astruc et al., 2016a). Les six

caractères étudiés à partir des évaluations génétiques (GenEval, Jouy-en-Josas, France) sont la

production laitière (MY, milk yield), les taux de matières grasses (FC, fat content) et protéiques

(PC, protein content), les quantités de matières grasses (FY = MY×FC, fat yield) et protéiques

(PY = MY×PC, protein yield) et le score de cellules somatiques dans le lait (LSCS, lactation

somatic cell score). Le LSCS est un caractère de santé, qui correspond au SCS moyen par lactation,

c’est-à-dire la transformation logarithmique du nombre de cellules somatiques (SCC) le jour du

test, défini par SCS = (log2SCC
1000 ) + 3 (Barillet et al., 2016 ; IDELE, 2016 ; Rupp et al., 2003).

Pour comparer l’ensemble des caractères sur une même échelle, chaque DYD a été divisé par

son écart-type génétique et appelé DYD standardisé (sDYD). Seuls les béliers génotypés avec

des enregistrements sur au moins 20 filles ont été inclus dans l’analyse afin d’obtenir des valeurs

de DYD suffisamment précises (n = 5 400 béliers en Lacaune et n = 2 570 béliers en MTR).

Pour chaque caractère, on compare les béliers porteurs et non porteurs des DHH par analyse de

variance en utilisant la procédure GLM dans le logiciel SAS (version 9.4 ; SAS Institute Inc., Cary,

NC). Le modèle à effets fixes est y = Xβ + e, où y est un vecteur de données sDYD pour chaque

caractère ; X est une matrice d’incidence d’effets fixes ; β est un vecteur des effets fixes et e est un

vecteur des erreurs résiduelles. Les effets fixes sont le statut génétique (porteur, non-porteur) et

l’année de naissance (2000 à 2016) pour corriger du gain génétique annuel. Les caractères diffèrent

significativement entre les béliers porteurs et non porteurs lorsque l’effet du statut du DHH est

significatif, c’est-à-dire avec une P-valeur inférieure à 3, 1× 10−4 en Lacaune et 1, 0× 10−2 en

MTR. Ces seuils ont été obtenus par correction de Bonferroni pour les tests multiples à un niveau

de significativité α = 1% en Lacaune et α = 5% en MTR. En Lacaune, ce seuil est corrigé par le

nombre de tests indépendants (supposé être le nombre de régions LDHH significatives (n=8) ×
par les quatre caractères indépendants étudiés (MY, FC, PC et LSCS)). En MTR, seul le nombre

de MTRDHH (n=5) est pris en compte.

135



136 Chapitre 9. Caractères en sélection

9.1.2 Analyse de l’Index de Synthèse Ovins Laitiers en Manech Tête Rousse

L’Index de Synthèse Ovins Laitiers génomique (appelé "ISOLg") a été extrait de l’évaluation

génomique officielle (GenEval, Jouy-en-Josas, France) pour l’ensemble des 714 agneaux MTR

candidats à la sélection pour le millésime 2021. L’ISOLg est déterminé par une combinaison

de quatre caractères sélectionnés : MY, FC, PC et LSCS. Pour chaque MTRDHH, les ISOLg

d’agneaux porteurs et non porteurs hétérozygotes sont comparés par un test de comparaison de

moyenne non-paramétrique de Wilcoxon sous l’hypothèse nulle avec un risque α=5% en utilisant

la fonction "wilcox.test" du logiciel R (version 4.1.3, R Core Team, 2022).

9.2 Résultats : potentiel avantage sélectif des animaux hétérozygotes aux DHH

Pour les 11 régions LDHH détectées dans la race Lacaune, nous avons testé s’il existait un

potentiel avantage sélectif à l’état hétérozygote pour les six caractères laitiers inclus dans les

évaluations génomiques. La Figure 9.1 montre les différences relatives de sDYD calculées entre les

béliers hétérozygotes et non porteurs des DHH. Pour tous les caractères de production laitière, des

valeurs positives indiquent une amélioration des caractères sélectionnés, alors que pour le score

des cellules somatiques, une valeur positive indique une détérioration de la santé de la mamelle

des brebis. Parmi les 11 haplotypes, sept ont un effet significatif sur au moins un caractère.

Les filles de béliers porteurs de LDHH1 ont un taux protéique dans le lait plus élevé (sDYD

+0,11), tandis que les filles de porteurs de LDHH3 ont une quantité de matière protéique (sDYD

-0,12) et un taux protéique (sDYD -0,13) significativement plus faibles. De plus, LDHH3 était

significativement associé à un faible score de cellules somatiques dans le lait (sDYD -0,10). Les

porteurs de LDHH4 et LDHH5 montrent une augmentation significative de la production laitière

(sDYD +0,22 et +0,21, respectivement) et de la quantité de matière protéique (sDYD +0,14 et

+0,13, respectivement) mais ont des effets négatifs sur les taux butyreux (sDYD -0,19 et -0,21,

respectivement) et protéiques (sDYD -0,20 pour les deux). Les porteurs de LDHH7 et LDHH9

ont une meilleure production laitière avec des sDYD de +0,17 et +0,11, respectivement. LDHH11

est associé à une augmentation de +0,12 de sDYD pour la production de laitière, et à un spectre

d’effets plus large avec un effet positif sur les quantités de matières grasses et protéiques (sDYD

avec +0,09 et +0,14, respectivement), mais un effet négatif sur le score cellulaire (+0,12) et sur

le taux de matière grasse (sDYD -0,12).

Parmi les cinq haplotypes identifiés en race Manech Tête Rousse, trois sont associés à un effet

significatif sur au moins un caractère (Figure 9.2). Les filles des béliers porteurs de MTRDHH2

ont une meilleure production laitière (sDYD +0,06) mais une diminution de la quantité de matière

grasse (sDYD -0,11). Pour MTRDHH4, on observe une augmentation significative du score des

cellules somatiques (sDYD -0,13). Les filles des porteurs de MTRDHH5 ont une quantité de

matière grasse plus élevée (sDYD -0,06), tandis que MTRDHH1 et 3 n’ont aucun effet sur les

caractères étudiés. Afin d’estimer si ces haplotypes peuvent avoir un impact sur le gain génétique

des caractères sélectionnés, l’index génomique synthétique a été extrait pour chaque agneau mâle

de la cohorte de sélection génomique 2021. Cependant, aucune différence significative n’a été

observée sur cet index entre les agneaux hétérozygotes porteurs et non porteurs pour chaque

MTRDHH (Figure 9.3).
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Figure 9.1 – Différence relative des sDYD entre les béliers hétérozygotes et non
porteurs pour 6 caractères sélectionnés en race Lacaune. Production laitière (MY),
quantité de matière grasse (FY), quantité de matière protéique (PY), taux butyreux (FC), taux
protéique (PC), score de cellules somatiques dans le lait (LSCS), sDYD= écart standardisé du
DYD (DYD divisé par l’écart type génétique). Les effets significatifs sont indiqués par la P-valeur
corrigée pour des tests multiples avec un seuil fixé à α= 1% (*), 0,1% (**), 0,01% (***). Les barres
d’erreurs indiquent les erreurs standards. Les effets favorables significatifs des hétérozygotes sont
en vert et les effets défavorables significatifs sont en rouge. A titre informatif en Lacaune, une
différence de sDYD de 0,1 correspond à 3,7 litres de lait (MY), une quantité de matière grasse de
2,3 hg (FY), une quantité de matière protéique de 1,6 hg (PY), un taux butyreux de 0,4 g/L
(FC) et un taux protéique de 0,2 g/L (PC).
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Figure 9.2 – Différence relative des sDYD entre les béliers hétérozygotes et non
porteurs pour 6 caractères sélectionnés en race Manech Tête Rousse. Production laitière
(MY), quantité de matière grasse (FY), quantité de matière protéique (PY), taux butyreux (FC),
taux protéiques (PC), score de cellules somatiques dans le lait (LSCS), sDYD= écart standardisé
du DYD (DYD divisé par l’écart type génétique). Les effets significatifs sont indiqués par la
P-valeur corrigée pour des tests multiples avec un seuil fixé à α= 5% (*), 1% (**), 0,1% (***). Les
barres d’erreur indiquent les erreurs standard. Les effets favorables significatifs des hétérozygotes
sont en vert tandis que les effets défavorables significatifs sont en rouge. A titre informatif en
MTR, une différence de sDYD de 0,1 correspond à 3,0 litres de lait (MY), une quantité de matière
grasse de 1,5 hg (FY), une quantité de matière protéique de 1,1 hg (PY), un taux butyreux de
0,4 g/L (FC) et un taux protéique de 0,3 g/L (PC).
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Figure 9.3 – Comparaison des index de synthèse en fonction de leur statut aux
MTRDHH des agneaux Manech Tête Rousse génomiques de la cohorte 2021 (n =
714). (A) Distribution de l’index de synthèse ovins laitier génomique (ISOLg) chez les agneaux
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fonction de leur statut à chaque MTRDHH.
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A retenir Cinq haplotypes en Lacaune (LDHH1, 3, 4, 9 et 11) et 2 haplotypes en Manech Tête

Rousse présentent un avantage sélectif pour des caractères laitiers et de santé. Ces avantages

sélectifs ont pu contribuer dans le passé à faire émerger les mutations dans les schémas. ■



10. Évolution des fréquences des haplotypes

L’objectif de ce chapitre est de suivre l’évolution de la fréquence des haplotypes dans les

schémas de sélection. Afin d’avoir une représentation de cette évolution, seuls les millésimes à

partir de 2017 ont été considérés. En effet, ce n’est qu’à partir de 2017 que les agneaux candidats

à la sélection sont systématiquement génotypés sur la puce basse densité dès le plus jeune âge et

ce qui permet de donner une bonne représentativité de la population génotypée.

10.1 Évolution de la fréquence des LDHH en Lacaune

L’évolution des fréquences de porteurs hétérozygotes des sept LDHH indépendant (analyse

Septembre 2022) en Lacaune est relativement stable sur ces six dernières années. La fréquence

moyenne de chacun des haplotypes est de 6,8% (LDHH1), 6,0% (LDHH2), 3,5% (LDHH3), 3,0%

(LDHH4), 11,9% (LDHH6), 4,3% (LDHH9) et 5,2% (LDHH11) (Figure 10.1). Cependant dans

cette race, les animaux génotypés sont issus de deux schémas distincts : Ovitest (breeding company

1, BC1) et Confédération générale de Roquefort (breeding company 2, BC2). Ces deux schémas

sont issus d’une même population qui s’est divisée dans les années 1970. De ce fait, il est plus

pertinent d’étudier l’évolution des haplotypes intra-entreprise de sélection. Ainsi, on observe

notablement que les haplotypes LDHH1 et LDHH2 (hypothèse de mutations embryonnaires létales)

ségrégent principalement dans le schéma de Confédération tandis que les haplotypes LDHH3,

LDHH6 et LDHH9 (avortement tardif, mortalité périnatale) ségrégent dans le schéma Ovitest.

Dans le schéma Ovitest, on retrouve tous les haplotypes identifiés (parfois à des fréquences faibles)

tandis que dans le schéma Confédération, un nombre négligeable d’animaux (fréquence <0,2%)

est porteur des haplotypes LDHH3, LDHH4 et LDHH9 qui semblent être plus représentés dans le

schéma Ovitest.
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Figure 10.1 – Évolution des fréquences des porteurs hétérozygotes des LDHH entre
2017 et 2022 chez les agneaux mâles Lacaune. L’évolution des fréquences a été calculée
dans les populations de mâles génotypés dans les deux entreprises de sélection : breeding company
1 (BC1, 60% de l’effectif) et breeding company 2 (BC2, 40% de l’effectif). Pour chaque millésime
(2017 à 2022), les effectifs sont de 2 528, 2 594, 2 803, 3 030, 3 177 et 3 722 mâles génotypés,
respectivement.
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Les évolutions des fréquences de porteurs hétérozygotes des MTRDHH sont stables au cours de

ces quatre dernières années autour de 6,8% (MTRDHH1), 7,4% (MTRDHH2), 9,3% (MTRDHH3),

10,2% (MTRDHH4) et 16,1% (MTRDHH5) (Figure 10.2). Néanmoins, on peut remarquer une aug-

mentation spectaculaire de la fréquence de MTRDHH3 entre 2017 et 2018 passant de 2,8% à 10,9%.
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Figure 10.2 – Évolution des fréquences des porteurs hétérozygotes des cinq MTRDHH
entre 2017 et 2021 chez les agneaux mâles Manech Tête Rousse.

A retenir La fréquence des porteurs hétérozygotes des différents haplotypes est stable (Lacaune :

3,0% à 11,9% - MTR : 6,8% à 16,1%) au cours de ces dernières années. Cela suggère que le

maintien de ces différentes mutations s’explique par le hasard (dérive génétique). Néanmoins,

aucun lien évident n’est identifié entre les fréquences des haplotypes et les effets significatifs

sur les caractères en sélection. ■
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L’objectif de cette partie est d’identifier les gènes candidats et les mutations causales localisées

dans les sept haplotypes indépendants en Lacaune (LDHH1, 2, 3, 4, 6, 9 et 11) et les cinq

haplotypes en Manech Tête Rousse (MTRDHH1, 2, 3, 4 et 5).

L’ensemble des résultats décrits dans cette Partie IV, repose sur les articles suivants (dispo-

nibles dans la Partie VII - Productions scientifiques) :

Article 2 (publié) - Ben Braiek et al., 2022 - Genes - A Nonsense Variant in CCDC65

Gene Causes Respiratory Failure Associated with Increased Lamb Mortality in

French Lacaune Dairy Sheep.

Article 3 - Ben Braiek et al., 2023a - bioRxiv, rédigé pour Plos Genetics - Homozygous

haplotype deficiency in Manech Tête Rousse dairy sheep revealed a nonsense variant

in MMUT gene affecting newborn lamb viability.

Article 4 - Ben Braiek et al., 2023b - bioRxiv, rédigé pour Animal genetics - A single

base pair duplication in SLC33A1 gene causes fetal losses and neonatal lethality in

Manech Tête Rousse dairy sheep.

Des résultats complémentaires ont également été ajoutés.

Cled'12





11. Recherche de gènes candidats

A partir des gènes localisés dans les différentes régions identifiées en déficit, l’objectif est de

mettre en évidence des candidats susceptibles de porter les mutations causales et dont l’altération

du fonctionnement serait impliquée dans des phénotypes de mortalité connus chez les mammifères

en tirant parti des bases de données disponibles chez la souris, l’homme et les espèces d’élevage.

11.1 Méthodes

Tous les gènes situés et annotés dans les régions LDHH et MTRDHH étendues de 1 Mb de

chaque côté ont été extraits du génome ovin Oar_rambouillet_v1.0 (OAR1 : NC_040252.1,

OAR3 : NC_040254.1, OAR4 : NC_040255.1, OAR10 : NC_040261.1, OAR13 : NC_040264.1,

OAR18 : NC_040269.1, et OAR20 : NC_040271.1) via le logiciel CLC (QIAGEN CLC Main

Workbench 7.9). Les gènes avec un phénotype "knock-out" connu chez la souris pour de la

mortalité et/ou du vieillissement précoce (embryonnaire, prénatal, périnatal, néonatal, postnatal,

mortalité avant le sevrage, mortalité prématurée et diminution du taux de survie) ou associé à des

anomalies génétiques connues chez les mammifères disponibles dans les bases de données Mouse

Genome Informatics (MGI, http ://www.informatics.jax.org), International Mouse Phenotyping

Consortium (IMPC, https ://www.mousephenotype.org), Online Mendelian Inheritance in Man

(OMIM, https ://omim.org) et Online Mendelian Inheritance in Animal (OMIA, https ://omia.org)

(Consulté le 27 mai 2022), ont été extraits et filtrés à l’aide du package R "biomaRt" (version

2.52.0, https ://doi.org/doi :10.18129/B9.bioc.biomaRt). Les gènes candidats pertinents ont été

présentés sous forme de heatmap à l’aide du package R "pheatmap" (version 1.0.12).

11.2 Résultats : identification de gènes candidats fonctionnels

Au sein des sept régions indépendantes en Lacaune (LDHH1, 2, 3, 4, 6, 9 et 11) et des cinq

régions en Manech Tête Rousse (MTRDHH1, 2, 3, 4 et 5) étendues de 1 Mb de chaque côté, 945

gènes (537 pour les régions Lacaune et 408 pour les régions MTR) codant pour des protéines sont

annotés. Pour chacun de ces gènes, les informations de mortalité chez la souris et leur implication

dans des anomalies génétiques connues chez les mammifères ont été extraites lorsqu’elles sont

disponibles dans les bases de données MGI, IMPC, OMIM et OMIA. Parmi les 945 gènes, 177

sont impliqués dans des phénotypes de mortalité chez la souris (113 en Lacaune et 64 en MTR)

et 131 gènes (86 en Lacaune et 45 en MTR) sont associés à des troubles génétiques connus chez

l’homme. A partir de ces informations, j’ai considéré comme candidats de premier plan, les gènes

connus pour être associés à de la mortalité chez la souris et associés à des syndromes connus chez

l’homme. L’intersection de ces informations conduit à mettre en évidence 76 gènes candidats (53

149



150 Chapitre 11. Recherche de gènes candidats

en Lacaune et 23 en MTR). De plus, un certain nombre d’entre eux est également présent dans

la base de données OMIA (mutations causales identifiées dans ces gènes pour des phénotypes

connus chez les espèces d’élevage), ce qui représente une liste réduite de 15 gènes en Lacaune

(dont 5 gènes uniquement présent dans OMIA) et 7 gènes en MTR (dont 5 gènes uniquement

présent dans OMIA). Ainsi, l’ensemble des 85 gènes (57 en Lacaune et 28 en MTR) candidats

retenus, est décrit dans les Figures 11.1 et 11.2 pour les sept régions Lacaune et dans la Figure

11.3 pour les cinq régions Manech Tête Rousse.
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Figure 11.1 – Gènes candidats positionnels localisés dans les LDHH impliqués dans
des phénotypes de mortalité chez la souris et/ou associés à des anomalies connues
chez les mammifères. Les cases rouges indiquent les stades de létalité connus chez la souris
lorsque le gène est muté, données issues des bases de données MGI/IMPC. Lorsque le gène est
associé à des anomalies connues chez les mammifères, les phénotypes de OMIM et/ou OMIA sont
décrits entre parenthèses. Les cases noires indiquent que le gène est impliqué dans un phénotype
rapporté dans OMIA ou OMIM mais aucun phénotype létal chez la souris n’est connu. Remarque :
en élargissant la recherche de gènes à 1 Mb de part et d’autre de chaque région, les haplotypes
LDHH4 et LDHH11 partagent une région commune de 2 Mb.
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Figure 11.2 – Gènes candidats positionnels localisés dans les LDHH impliqués dans
des phénotypes de mortalité chez la souris et/ou associés à des anomalies connues
chez les mammifères. Les cases rouges indiquent les stades de létalité connus chez la souris
lorsque le gène est muté, données issues des bases de données MGI/IMPC. Lorsque le gène est
associé à des anomalies connues chez les mammifères, les phénotypes de OMIM et/ou OMIA sont
décrits entre parenthèses. Les cases noires indiquent que le gène est impliqué dans un phénotype
rapporté dans OMIA ou OMIM mais aucun phénotype létal chez la souris n’est connu.
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Figure 11.3 – Gènes candidats positionnels localisés dans les MTRDHH impliqués
dans des phénotypes de mortalité chez la souris et/ou associés à des anomalies
connues chez les mammifères. Les cases rouges indiquent les stades de létalité connus chez
la souris lorsque le gène est muté, données issues des bases de données MGI/IMPC. Lorsque le
gène est associé à des anomalies connues chez les mammifères, les phénotypes de OMIM et/ou
OMIA sont décrits entre parenthèses. Les cases noires indiquent que le gène est impliqué dans un
phénotype rapporté dans OMIA ou OMIM mais aucun phénotype létal chez la souris n’est connu.
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A retenir A partir de l’exploitation des bases de données disponibles, il est possible de mettre

en évidence des gènes candidats impliqués dans de la mortalité chez la souris et connus pour

être associés à des anomalies chez les mammifères (homme, espèces d’élevage). A ce stade

de la démarche, le détail des différents gènes candidats ne présente pas d’intérêt. Ils seront

des régions prioritaires dans l’analyse des données de séquence tout génome pour la détection

de polymorphismes pouvant représenter les mutations causales influençant les caractères de

fertilité et mortinatalité. ■



12. Recherche des mutations candidates

L’objectif de ce chapitre est d’identifier les mutations candidates et possiblement causales

associées aux régions en déficit. En l’absence de matériel biologique issu d’animaux homozygotes,

la recherche des mutations ne peut se faire que chez les animaux hétérozygotes porteurs des

haplotypes.

12.1 Méthodes

12.1.1 Description des données de séquençage

Au laboratoire, 100 séquences de génomes ovins complets (WGS) Illumina HiSeq/NovaSeq à

lectures courtes sont disponibles et représentent 15 races (Figure 12.1). Les données de 95 génomes

ont été générées préalablement à ma thèse dans différents projets de recherche INRAE et du

Teagasc en Irlande. Cinq séquences supplémentaires ont été générées pour répondre aux objectifs

de ma thèse (3 séquences Lacaune, 2 séquences MTR). Parmi l’ensemble de ces séquences, 31 sont

issues d’animaux Lacaune et 22 d’animaux Manech Tête Rousse. Une description des animaux

séquencés (effectif par race, numéro ENA, Numéro du projet EBI) est disponible en Annexe :

Figure 21.1.
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Figure 12.1 – Distribution par race des 100 séquences ovines WGS disponibles au
laboratoire.

155



156 Chapitre 12. Recherche des mutations candidates

12.1.2 Détection de variants et annotation

L’alignement des lectures et la détection des variants ont été effectués à l’aide de Next-

flow v20.10.0 et du pipeline Sarek v2.6.1 (Garcia et al., 2020) avec le support de l’équipe

bio-informatique SIGENAE (P. Bardou, INRAE). Brièvement, les différentes étapes réalisées sont

les suivantes : l’alignement des lectures avec BWA v0.7.17-r1188 (Li & Durbin, 2010) contre l’as-

semblage du génome ovin Oar_rambouillet_v1.0 (GCF_002742125.1), le marquage des lectures

en double (MarkDuplicates), le recalibrage de la qualité de base (BQSR) et la détection de petits

variants germinaux (HaplotypeCaller en mode GVCF) avec GATK v4.1.7.0 (McKenna et al.,

2010), l’annotation de petits variants avec SnpEff v4.3t (Cingolani et al., 2012) et le contrôle

qualité avec MultiQC v1.8 (Ewels et al., 2016).

12.1.3 Identification des mutations candidates

Tous les SNP et petites insertions/délétions (InDels) situés dans les régions des différents DHH

étendues de 1 Mb de chaque côté ont été extraits (Oar_rambouillet_v1.0) à l’aide de SnpSift

(Cingolani et al., 2012). On fait les hypothèses fortes que les mutations candidates sont en parfait

déséquilibre de liaison avec l’haplotype et sont spécifiques de race. Le filtre des variants repose

sur trois critères : (i) la mutation est un variant par rapport au génome de référence de race

Rambouillet (variant non porté par l’animal Rambouillet) ; (ii) présente à l’état hétérozygote chez

tous les moutons de la race qui sont porteurs hétérozygotes du DHH (0/1) ; (iii) mais absente,

c’est-à-dire à l’état homozygote référence (0/0), chez tous les moutons de la race qui sont non

porteurs du DHH et chez les autres races plus lointaines d’un point de vue phylogénétique (0/0).

100 séquences ovines

31 Lacaune lait

3 Lacaune viande

Utilisation de  93 séquences

27 Lacaune4 Lacaune 66 séquences 
autres races

LDHH/+ ou +/+??  +/+

100 séquences ovines

22 MTR

Utilisation de  100 séquences

22 MTR 78 séquences 
autres races

MTRDHH/+ ou +/+  +/+

A B

Figure 12.2 – Stratégie d’utilisation des données de séquence pour identifier les
mutations candidates dans les régions en déficit d’animaux homozygotes en Lacaune
(A) et Manech Tête Rousse (B). Parmi les animaux séquencés, 27 Lacaune lait et 22 Manech
Tête Rousse sont également génotypés sur puce SNP dans le cadre de la sélection génomique avec
un statut connu aux différents DHH.

L’exploitation des 100 séquences est différente selon la race (Figure 12.2). En Lacaune, 31

séquences sont disponibles mais seulement 27 animaux sont également génotypés sur puce SNP

(statut connu aux différents LDHH). Parmi les autres races, on dispose de 3 séquences de Lacaune

viande. J’ai considéré que ces séquences peuvent être source de biais (race génétiquement proche

de la Lacaune lait). Ainsi, les 4 animaux Lacaune lait non génotypés et les 3 Lacaune viande

ont été écartés de l’analyse. Au final, 93 séquences sont retenues pour rechercher les mutations
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candidates en Lacaune (Figure 12.2 A). En Manech Tête Rousse, 22 séquences d’animaux

également génotypés sont disponibles avec un statut connu aux différents MTRDHH. Pour cette

race, les 100 séquences sont utilisées dans l’analyse (Figure 12.2 B). Pour déterminer les mutations

candidates, une analyse de corrélation a été réalisée pour chacun des haplotypes entre le statut

au DHH (0, 1 et 2) et le dosage des allèles pour les variants bi-alléliques (également codés 0, 1 ou

2) pour les animaux séquencés à l’aide de la commande geno–r2 de VCFtools (Danecek et al.,

2011). Les variants candidats (corrélation=1) ont été vérifiés manuellement à l’aide du logiciel

de visualisation des fichiers BAM Integrative Genomics Viewer (IGV ) (Thorvaldsdóttir et al.,

2013). L’intervalle de recherche et le nombre d’animaux séquencés hétérozygotes pour chacun des

DHH sont décrits dans la Table 12.1. Lorsque la mutation est de type faux-sens, l’impact de la

mutation est évalué par les outils Polyphen-2 (http ://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) et SIFT

(https ://sift.bii.a-star.edu.sg/www/SIFT_seq_submit2.html) et la conservation de la séquence

protéique est réalisée par un alignement MUSCLE (CLC Main Workbench 7.9.1) pour différentes

espèces.
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12.2 Résultats : identification des mutations candidates localisées dans les DHH

Le nombre de variants de type SNP et petites InDels localisés dans les 12 régions (7 régions

Lacaune et 5 régions MTR) étendues de 1 Mb de chaque côté varie de 23 610 (LDHH6) à 111

984 (MTRDHH2). Pour l’ensemble des régions, on dispose d’un nombre d’animaux séquencés

hétérozygotes variable entre 2 et 5. Le calcul de corrélation pour chacun des haplotypes entre

le statut au DHH (0, 1 et 2) et le dosage des allèles pour les variants bi-alléliques (codés 0, 1

ou 2) permet de mettre en évidence des variants qui ne sont présents qu’à l’état hétérozygote

uniquement chez les porteurs hétérozygotes des haplotypes. Le nombre de variants ayant une

corrélation parfaite entre le statut au DHH et le dosage des allèles varie entre 4 (MTRDHH1) et

189 (MTRDHH2). Cependant, aucun variant identifié n’a une corrélation parfaite (r=1) pour

l’haplotype MTRDHH5. Par la suite, seuls les variants ayant une corrélation parfaite (r=1) et

prédits avec un impact fort (HIGH) ou modéré (MODERATE) par SnpEff (Cingolani et al., 2012),

sont considérés comme mutations causales candidates. Ce filtre permet de réduire le nombre de

mutations candidates à seulement 1 à 2 par région. Néanmoins, aucune mutation candidate n’est

identifiée pour les régions LDHH1, LDHH4, LDHH11 en Lacaune et MTRDHH5 en Manech Tête

Rousse. L’ensemble de résultats est décrit dans la Table 12.1. Pour les régions où aucune mutation

candidate n’a été identifiée par cette stratégie, j’ai tenté d’identifier visuellement des mutations

candidates dans les CDS des gènes à partir des fichiers BAM des animaux hétérozygotes des

différents DHH sous IGV. Par ce travail, j’ai pu mettre en évidence une duplication d’une paire

de bases OAR4 :g.51,214,530dupT dans le gène ORC5 (Origin Recognition Complex Subunit

5 ) dans LDHH1 qui n’était pas listée dans les variants de cette région par la chaine d’analyse

bioinformatique (Figure 12.3). Au final, j’ai pu identifier 11 mutations candidates : 6 mutations

faux-sens, 2 mutations non-sens, 2 mutations entraînant un décalage du cadre de lecture (frameshift,

liées à des duplications d’une seule paire de bases) et une causant la perte d’un codon (inframe

deletion). L’ensemble de ces mutations est décrit dans la Table 12.2, et comme nous le verrons,

elles ciblent de nouveaux gènes candidats non révélés par la stratégie des phénotypes décrits dans

les bases de données.
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Figure 12.3 – Capture d’écran IGV des BAM des deux animaux hétérozygotes
à l’haplotype LDHH1. La détection de variant n’a pas permis d’identifier la mutation
OAR4 :g51,214,530dupT. La recherche de la duplication a été visualisée sur l’ensemble des
animaux séquencés mais n’est présente que chez les deux animaux hétérozygotes LDHH1/+. Des
erreurs de séquences sont identifiées dans la plupart des lectures contenant la duplication.
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12.2.1 Description des mutations identifiées dans les régions associées à de la mortalité

embryonnaire

L’analyse des caractères de fertilité et mortinatalité nous a permis de faire l’hypothèse que les

haplotypes identifiés en Lacaune LDHH1 et LDHH2 (premier groupe) contiennent tous les deux

des mutations supposées létales embryonnaires à l’état homozygote. En effet, la recherche de

variants chez les animaux porteurs hétérozygotes permet de mettre en évidence une duplication

d’une paire de bases OAR4 :g.51,214,530 dans le gène ORC5 (Origin Recognition Complex Subunit

5 ) dans la région LDHH1 (Figure 12.4) et une délétion de 3pb avec conservation du cadre de

lecture (inframe deletion) OAR13 :g.47,939,558_47,939,560 dans le gène LOC101108851/IDI1

(Isopentenyl-Diphosphate Delta Isomerase 1 ) dans la région LDHH2 (Figure 12.5).

Dans la région LDHH1, la mutation c.839dupA dans ORC5 crée un décalage du cadre de

lecture et conduit à l’apparition prématurée d’un codon stop en position 285 (p.Lys280Lysfs*6),

avec seulement 65% de la protéine traduite (Figure 12.4). Le gène ORC5 code pour une sous-unité,

très conservée dans toutes les cellules eucaryotes, du complexe d’initiation de la réplication de

l’ADN et l’expression des gènes (transcription silencieuse) (Quintana et al., 1998 ; Ishiai et al.,

1997). Ce complexe se lie aux origines de réplication de l’ADN de manière dépendante de l’ATP

et sert d’échafaudage pour l’assemblage du complexe de préréplication. Il est également impliqué

dans diverses fonctions cellulaires telles que la formation d’hétérochromatine, la condensation

et la ségrégation des chromosomes, la duplication du centrosome, la cytokinèse et l’exportation

nucléaire des ARNm (Popova et al., 2018). Il a également été montré que le knock-out du gène

Orc5 murin entraîne de graves altérations de la croissance et de la ramification des dendrites

dans les neurones de l’hippocampe en culture (Huang et al., 2005). La suppression de l’une des 6

sous-unités conduit à de la létalité (Ishiai et al., 1997). Chez le mouton, ce gène a une expression

ubiquiste (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al., 2017).

Dans la région LDHH2, la délétion de 3 paires de bases dans le gène IDI1 crée la perte

de la Lysine 96 dans un site actif très conservé du domaine hydrolase de la protéine (Figure

12.5). Le gène code pour une enzyme localisée dans les peroxysomes qui catalyse l’interconversion

de l’isopentényl diphosphate (IPP) en son isomère hautement électrophile, le diméthylallyl

diphosphate (DMAPP) (Breitling et al., 2003). Il s’agit d’un intermédiaire conduisant à la

biosynthèse des stéroïdes et des acides biliaires à partir du cholestérol. IDI1 est très exprimé dans

le cerveau, cœur, muscles squelettiques, reins et foie (Clizbe et al., 2007). Chez le mouton, ce gène

a une expression élevée au stade embryonnaire blastocyste, et dans le cortex et la médulla de la

glande surrénale chez l’adulte (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al., 2017). Chez la souris,

le knock-out de ce gène conduit à de la mortalité avant le sevrage (MGI :2442264). Chez l’homme,

des mutations dans ce gène conduisent au syndrome de Zellweger (dysmorphie faciale, crises

d’épilepsie, dysfonctionnements hépatiques et rénaux) et à de l’adronoleucodystrophie néonatale,

tous deux liés à une diminution de l’activité de IDI1 dans le foie (Krisans et al., 1994).

Par leur implication dans des processus biologiques de réplication de l’ADN (ORC5 ) et du

métabolisme du cholestérol (IDI1 ), les deux mutations identifiées sont donc de très bonnes

candidates des régions LDHH1 et LDHH2 pour être causales de mortalité embryonnaire chez le

mouton, mais ces deux gènes ne faisaient pas partie de la liste des candidats potentiels (Figure 11.1).
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12.2.2 Description des mutations identifiées dans les régions associées à de la létalité

pendant toute la gestation

L’analyse des caractères de fertilité et mortinatalité a permis de mettre en évidence un groupe

d’haplotypes, composé des haplotypes LDHH9 et MTRDHH2, qui ont des effets significatifs sur

les deux caractères étudiés. On fait l’hypothèse que ces deux régions abritent des mutations qui

conduisent à de la létalité tout au long de la gestation (stade embryonnaire à foetal et périnatal).

La recherche de variants candidats chez les animaux porteurs hétérozygotes a permis de mettre

en évidence une mutation faux-sens OAR18 :g.31,922,931T>G dans le gène EDC3 (Enhancer

Of MRNA Decapping 3 ) localisée dans la région LDHH9 (Figure 12.6) et une duplication d’une

paire de bases (frameshift) OAR1 :g.252,649,023dupG dans le gène SLC33A1 (Solute Carrier

Family 33 Member 1 ) associée à l’haplotype MTRDHH2 (Figure 12.7).

Dans la région LDHH9, la mutation c.29T>G dans le gène EDC3 entraîne une substitution

d’une Valine en Glycine (p.Val10Gly) (Figure 12.6). Le gène EDC3 code pour une protéine qui

intervient dans un complexe de décapsulage des ARNm requis pour l’élimination de la coiffe

en 5’ avant leur dégradation (Zhang et al., 2021). La mutation impacte le premier acide aminé

du motif Sm1, localisé dans le domaine LDm16_N. Ce domaine LSm assure la liaison avec

DCP1 (une autre enzyme de décapsulage de l’ARNm) et la localisation des P-bodies (micro-

granules ribonucléoprotéiques intervenant dans la régulation des ARN) (Tritschler et al., 2007).

L’alignement entre espèces montre une très bonne conservation de la séquence protéique. La

mutation identifiée est prédite délétère par les algorithmes PolyPhen-2 et SIFT. Elle semble

donc perturber le bon fonctionnement du complexe de dégradation des ARNm. La recherche

de gènes candidats avait également permis de révéler EDC3 comme gène candidat fonctionnel

(Figure 11.2). En effet, EDC3 est impliqué dans un trouble du développement intellectuel (OMIM

616460) (Weil et al., 2020 ; Ahmed et al., 2015) et associé chez la souris à de la létalité avant

sevrage lorsque le gène est inactivé (MGI :2142951). Chez le mouton, ce gène a une expression

très importante au stade embryonnaire blastocyste (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al.,

2017).

Dans la région MTRDHH2, j’ai identifié une duplication d’une paire de bases (c.735dupG)

dans le gène SLC33A1 (Figure 12.7). La mutation crée un décalage du cadre de lecture et conduit

à l’apparition prématurée d’un codon stop en position 248 (p.Arg246Alafs*3), avec seulement

45% de la protéine traduite entraînant une perte de 6 des 9 domaines transmembranaires de

SLC33A1. SLC33A1 est le seul gène de la région MTRDHH2 qui avait été retenu comme gène

candidat fonctionnel (Figure 11.3). SLC33A1 code pour un transporteur d’un métabolite essentiel

au métabolisme énergétique : l’acétyl-Coenzyme A (acétyl-CoA). La protéine est localisée dans

la membrane du réticulum endoplasmique. Chez la souris, l’inactivation de ce gène conduit à

de la létalité embryonnaire ou à une mort précoce de l’animal (MGI :1332247). Chez l’homme,

l’altération de ce gène par des mutations récessives conduit à de la mortalité infantile (entre 2

et 6 ans) associée à une cataracte congénitale, une perte auditive, une faible teneur en cuivre

et céruloplasmine sérique, un retard de développement sévère (OMIM 614482) (Huppke et al.,

2012) et à de la paraplégie spastique (OMIM 612539) (P. Lin et al., 2008). De plus, avec le

modèle zebrafish, P. Lin et al. (2008) ont mis en évidence une atteinte du développement qui se
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traduit par une queue courbée et une excroissance défectueuse des axones de la moelle épinière.

L’acétyl-CoA pourrait jouer un rôle majeur dans la régulation de la croissance cellulaire, de la

prolifération et de l’apoptose, suggérant que les défaillances métaboliques de l’acétyl-CoA sont

responsables de mortalité embryonnaire (Tsuchiya et al., 2014). Chez le mouton, ce gène est

exprimé de manière ubiquiste (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al., 2017).

Les deux mutations identifiées pour les régions LDHH9 et MTRDHH2 sont de très bonnes

candidates pour être associées à de la mortalité embryonnaire ou néonatale par leur implication

dans des processus biologiques de dégradation de l’ARNm (EDC3 ) et de transport de l’acétyl-CoA

(SLC33A1 ). Ces deux gènes faisaient partie de la liste des candidats potentiels (Figures 11.2 et

11.3).



168 Chapitre 12. Recherche des mutations candidates

5' 3'
1 2 3 4 5 6 7 8

EDC3
(31,903,301-31,958,200)

B

C

D

Gene length (GeneID:101109486): 54,900 pb / Transcript lengh (XM_012098695.3): 3,866 pb / ORF length (XP_011954085.1): 1,527 bp

31.0 Mb 33.2 Mb

OAR18 
(NC_040269.1)   

LDHH9 region

EDC3 gene

s11647.1 s05572.1

30.0 Mb 34.2 Mb

-1 Mb +1 Mb

g.31,922,931T>G
   

 

 

p.Val10Gly

Protein full length: 508 aa

N-terminal C-terminal

EDC3 protein

UTR
CDSEDC3 g.19631T>G

c.29T>G

A

FDF
(198-301)

YjeF_N
(302-455)

EDC3_linker
(102-194)

LSm16_N
(2-66)

Sm1 motif Sm2 motif

0%

100%
Conservation

PolyPhen-2

Figure 12.6 – Identification d’une mutation faux-sens OAR18 :g.31,922,931T>G dans
le gène EDC3 associée à l’haplotype LDHH9 (A) Nuage de points montrant la corrélation
entre le statut LDHH9 et les génotypes des variants pour les 93 animaux WGS. Chaque point
représente un variant. (B) Haplotype LDHH9 (NC_040269.1, OAR18 : 30 982 269 - 33 208 337pb)
étendu de chaque côté de 1 Mb. Les barres noires indiquent le premier et le dernier marqueur
de la puce Illumina Ovine SNP50 définissant l’haplotype LDHH9. (C) Structure du gène EDC3
(GeneID : 101109486) et localisation de la mutation EDC3 g.19631T>G (c.29T>G) identifiée
dans le 3ème exon (XM_012098695.3). (UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante).
(D) Protéine EDC3 (XP_011954085.1) composée d’un domaine "Like-Sm protein 16, N-terminal
domain" (LSm16_N ; cd01737), un domaine "Linker region of enhancer of mRNA-decapping
protein 3" (EDC3_linker ; pfam16598), "FDF (Phe-Asp-Phe) domain" (FDF ; pfam09532) et
un domaine "YjeF-related protein N-terminus" (YjeF_N ; pfam03853). La protéine possède
également des motifs Sm1 et Sm2. La mutation entraîne une substitution d’une Valine en Glycine
(p.Val10Gly) et correspond au premier acide aminé du motif Sm1.
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Figure 12.7 – Identification d’une duplication d’une paire de bases (frameshift)
OAR1 :g.252,649,023dupG dans le gène SLC33A1 associée à l’haplotype MTRDHH2
(A) Nuage de points montrant la corrélation entre le statut MTRDHH2 et les génotypes des va-
riants pour les 100 animaux WGS. Chaque point représente un variant. (B) Haplotype MTRDHH2
(NC_040252.1, OAR1 : 251 858 291 - 256 412 373pb) étendu de chaque côté de 1 Mb. Les barres
noires indiquent le premier et dernier marqueur de la puce Illumina Ovine SNP50 définissant
l’haplotype MTRDHH2. (C) Structure du gène SLC33A1 (GeneID : 101112105) et localisation
de la mutation SLC33A1 g.1185dupG (c.735dupG) identifiée dans le 1er exon (XM_012100950.3).
(UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante). (D) Protéine SLC33A1 (XP_011956340.1)
avec annotation des domaines par UniProt (A0A6P3TI15_SHEEP) composée de 9 domaines
transmembranaires (TM). La mutation crée un décalage du cadre de lecture et conduit à l’appari-
tion prématurée d’un codon stop en position 248 (p.Arg246Alafs*3).
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12.2.3 Description des mutations identifiées dans les régions associées à de la mortalité

périnatale

L’analyse des caractères de fertilité et mortinatalité a permis de mettre en évidence un troisième

groupe d’haplotypes, composé des haplotypes LDHH3, LDHH6 et MTRDHH1, qui ont tous un

effet significatif uniquement sur l’augmentation du taux de mort-nés. On fait l’hypothèse que ces

haplotypes contiennent des mutations qui conduisent à une mortalité pendant la période périnatale.

La recherche de variants candidats chez les animaux porteurs hétérozygotes a permis de mettre en

évidence deux mutations faux-sens candidates dans la région LDHH3 (OAR3 :g.35,745,589G>A)

dans le gène PREB (Prolactin Regulatory Element Binding) et OAR3 :g.36,185,884G>A dans

le gène GPN1 (GPN-Loop GTPase 1 ). Pour l’haplotype LDHH6, c’est une mutation non-sens

OAR3 :g.147,207,999C>A dans le gène CCDC65 (Coiled-Coil Domain Containing 65 ) qui a été

identifiée en Lacaune. Enfin, pour MTRDHH1 en Manech Tête rousse, une mutation non-sens

OAR20 :g.23,776,347G>A est localisée dans le gène MMUT (Methylmalonyl-CoA Mutase).

Dans la région LDHH3, j’ai identifié deux mutations faux-sens, c.997C>T dans le gène PREB

et c.212G>A dans le gène GPN1 (Figures 12.8 et 12.9), toutes deux candidates pour être causales.

Le gène PREB code pour une protéine régulatrice à motif de liaison WD capable de se fixer sur

le promoteur du gène de la prolactine et intervient dans la régulation de sa transcription (Fliss et

al., 1999). Cette mutation localisée dans l’exon 7 du gène PREB entraîne une substitution d’une

Leucine en Phénylalanine (p.Leu333Phe, acides aminés apolaires) affectant un domaine protéique

de type WD40 (Figure 12.8). Ce type de domaine intervient dans un grand nombre de processus

biologiques tels que la signalisation cellulaire et la régulation de la transcription. La mutation

identifiée est prédite délétère par les algorithmes PolyPhen-2 et SIFT et est également localisée

dans une zone très conservée entre espèces. Chez la souris, le knock-out de ce gène conduit à de

la mortalité embryonnaire et de la mortalité avant le sevrage (MGI :1355326). Chez le mouton,

l’expression de ce gène est ubiquiste (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al., 2017). La

présence de la mutation pourrait perturber l’action du facteur de transcription PREB agissant sur

la régulation de la prolactine. Cette hormone est un régulateur de croissance pour de nombreux

tissus, y compris les cellules du système immunitaire. Elle peut également jouer un rôle dans la

survie des cellules en limitant l’apoptose, et est essentielle pour la lactation (Taylor Clelland et al.,

2000). La seconde mutation candidate dans le gène GPN1 est localisée dans l’exon 3 (Figure 12.9).

La mutation entraîne une substitution d’une Arginine en Histidine (p.Arg71His, acides aminés

polaires chargés positivement) et elle est prédite délétère par les algorithmes PolyPhen-2 et SIFT.

Elle est également localisée dans une zone très conservée entre espèces. Le gène GPN1 code pour

une enzyme à activité guanosine triphosphatase et intervient dans la réparation de l’ADN et

dans l’activation de la transcription (Reyes-Pardo et al., 2012). Aucun phénotype knock-out n’est

disponible chez la souris pour ce gène, et aucune altération du gène humain n’est rapportée dans

OMIM. Chez le mouton, l’expression de ce gène est ubiquiste (SheepAtlas ; http ://biogps.org)

(Clark et al., 2017). De par le rôle de ces gènes, les deux mutations semblent être candidates pour

la région LDHH3.

Dans la région LDHH6, j’ai identifié une unique mutation non-sens c.331G>T dans le gène

CCDC65 (Figure 12.10). Le variant identifié devrait aboutir à un codon stop prématuré et à
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une protéine tronquée en position 111 (p.Glu111*). Alors que la totalité de la protéine CCDC65

traduite est composée de 498 acides aminés, la forme mutante ne représenterait seulement que 22%

de la protéine. La mutation est localisée dans le premier domaine Coiled-Coil (CC) dans une région

hautement conservée entre les espèces de mammifères et même avec les algues (Chlamydomonas

reinhardtii) où le rôle de CCDC65 a été initialement étudié (Heuser et al., 2009 ; Gui et al.,

2019 ; J. Lin et al., 2011 ; Bower et al., 2013). Ce gène joue un rôle essentiel dans l’assemblage

du complexe nexine-dynéine (N-DRC) intervenant dans régulation de la motilité des cils et des

flagelles (Horani et al., 2013). La protéine tronquée résultante a conservé la majeure partie du

domaine NYD-SP28 partagé avec CCDC164 faisant également partie du N-DRC (Austin-Tse

et al., 2013) mais a perdu deux domaines CC connus pour être impliqués dans les interactions

protéine-protéine (J. Lin et al., 2011 ; Bower et al., 2013). Ce gène avait été précédemment retenu

comme gène candidat pour LDHH6 (Figure 11.2). En effet, CCDC65 est associé au syndrome de

dyskinésie ciliaire chez l’homme (OMIM 615504) et conduit à une mortalité avant l’âge du sevrage

chez les souris knock-out (MGI :2146001). Les symptômes se traduisent par des situs inversus,

des infections chroniques des voies respiratoires et une infertilité chez le mâle. Chez le mouton,

l’expression de ce gène est plus importante dans les tissus/organes avec cellules ciliées/flagellées

tels que les poumons et les testicules (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al., 2017).

Dans la région MTRDHH1, j’ai identifié une unique mutation non-sens c.1225C>T dans le

gène MMUT générant une protéine tronquée (p.Gln409*) avec seulement 55% de la protéine

traduite (Figure 12.11). MMUT intervient dans la conversion du methylmalonyl-CoA en Succinyl-

CoA qui alimente le cycle de Krebs permettant la récupération d’énergie à partir des sucres,

des lipides et des protéines. Cette réaction nécessite l’action d’un cofacteur AdoCbl (forme

coenzyme de la vitamine B12) (Baumgartner et al., 2014). Le variant conduit à réduire d’un tiers

le domaine d’activité mutase et entraîne la perte du domaine de liaison de la vitamine B12. Ce

gène fait également partie de la liste de l’analyse des gènes candidats dans la région MTRDHH1

(Figure 11.3). En effet chez l’homme, l’altération de MMUT par des mutations hétérozygotes et

homozygotes est associée au syndrome d’acidémie méthylmalonique (OMIM 251000). Chez la

souris, le knock-out de Mmut conduit à la mortalité avant sevrage (MGI :97239). Si la conversion

du methylmalonyl-CoA en Succinyl-CoA n’est pas possible, cela entraîne une accumulation d’acide

méthylmalonique dans les fluides (sang, urine) qui devient létale pour l’animal (Deodato et al.,

2006 ; Lucienne et al., 2020). Chez le mouton, l’expression de ce gène est importante dans le foie

et les reins (SheepAtlas ; http ://biogps.org) (Clark et al., 2017).

Une fois de plus, les quatres mutations identifiées pour les régions LDHH3, LDHH6 et

MTRDHH1 apparaissent être de bonnes candidates pour expliquer l’augmentation de la mor-

tinatalité à l’état homozygote. Les gènes affectés, même s’ils ne sont pas tous dans la liste des

candidats précédemment établie, interviennent dans des processus biologiques importants de

la régulation de la transcription (PREB), de réparation de l’ADN (GPN1 ), de fonctionnement

de cellules ciliées (CCDC65 ) ou encore de métabolisme énergétique (MMUT ). Pour la région

LDHH3, à ce stade, il est difficile de privilégier l’une ou l’autre des mutations dans PREB ou

GPN1.
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Figure 12.8 – Identification de deux mutations faux-sens OAR3 :g.35,745,589G>A
dans le gène PREB et OAR3 :g.36,185,884G>A dans le gène GPN1 associées à
l’haplotype LDHH3 (A) Nuage de points montrant la corrélation entre le statut LDHH3 et
les génotypes des variants pour les 93 animaux WGS. Chaque point représente un variant. (B)
Haplotype LDHH3 (NC_040254.1, OAR3 : 33 708 561 - 36 596 529pb) étendu de chaque côté de 1
Mb. Les barres noires indiquent le premier et dernier marqueur de la puce Illumina Ovine SNP50
définissant l’haplotype LDHH3. (C) Structure du gène PREB (GeneID : 101114090) et localisation
de la mutation PREB g.2828C>T (c.997C>T) identifiée dans le 7ème exon (XM_004005751.4).
(UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante). (D) Protéine PREB (XP_004005800.1)
composée de quatre domaines "WD40 reapeat" (db_xref : CDD :293791). La mutation entraîne
une substitution d’une Leucine en Phénylalanine (p.Leu333Phe).
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Figure 12.9 – Identification de deux mutations faux-sens OAR3 :g.35,745,589G>A
dans le gène PREB et OAR3 :g.36,185,884G>A dans le gène GPN1 associées à
l’haplotype LDHH3 (E) Haplotype LDHH3 (NC_040254.1, OAR3 : 33 708 561 - 36 596 529pb)
étendu de chaque côté de 1 Mb. Les barres noires indiquent le premier et dernier marqueur de
la puce Illumina Ovine SNP50 définissant l’haplotype LDHH3. (F) Structure du gène GPN1
(GeneID : 101119805) et localisation de la mutation GPN1 g.7084G>A (c.212G>A) identifiée
dans le 3ème exon (XM_027966631.1). (UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante). (G)
Protéine GPN1 (XP_027822432.1) composée d’un seul domaine GPN1 (GPN-loop GTPase 1 ;
cd17870). La mutation entraîne une substitution d’une Arginine en Histidine (p.Arg71His).
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Figure 12.10 – Identification d’une mutation non-sens OAR3 :g.147,207,999C>A
dans le gène CCDC65 associée à l’haplotype LDHH6 (A) Nuage de points montrant
la corrélation entre le statut LDHH6 et les génotypes des variants pour les 93 animaux WGS.
Chaque point représente un variant. (B) Haplotype LDHH6 (NC_040254.1, OAR3 : 146 243
481 - 147 946 399pb) étendu de chaque côté de 1 Mb. Les barres noires indiquent le premier et
dernier marqueur de la puce Illumina Ovine SNP50 définissant l’haplotype LDHH6. (C) Structure
du gène CCDC65 (GeneID : 101104220) et localisation de la mutation CCDC65 g.4732G>T
(c.331G>T) identifiée dans le 3ème exon (XM_004006389.4). (UTR : région non traduite ; CDS :
séquence codante). (D) Protéine CCDC65 (XP_004006438.1) composée d’un domaine NYD-SP28
(Sperm tail ; pfam14772), un domaine SMC_prok_A (chromosome segregation protein SMC,
primarily archaeal type ; TIGR02169) et de trois domaines "Coiled-Coil" (UniProtKB W5QCQ9).
La mutation entraîne l’apparition prématurée d’un codon stop en position 111 (p.Glu111*).
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Figure 12.11 – Identification d’une mutation non-sens OAR20 :g.23,776,347G>A
dans le gène MMUT associée à l’haplotype MTRDHH1 (A) Nuage de points montrant la
corrélation entre le statut MTRDHH1 et les génotypes des variants pour les 100 animaux WGS.
Chaque point représente un variant. (B) Haplotype MTRDHH1 (NC_040271.1, OAR20 : 22 996
023 - 24 950 669pb) étendu de chaque côté de 1 Mb. Les barres noires indiquent le premier et
dernier marqueur de la puce Illumina Ovine SNP50 définissant l’haplotype MTRDHH1. (C) Struc-
ture du gène MMUT (GeneID : 101122731) et localisation de la mutation MMUT g.14811C>T
(c.1225C>T) identifiée dans le 6ème exon (XM_004018875.4). (UTR : région non traduite ; CDS :
séquence codante). (D) Protéine MMUT (XP_004018923.1, Pfam : A0A6P3T7X3_SHEEP) com-
posée d’un domaine "MM_CoA_mutase" (PF01642) et d’un domaine "B12-binding" (PF02310).
La mutation entraîne l’apparition prématurée d’un codon stop en position 409 (p.Gln409*).
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12.2.4 Description des mutations identifiées dans les régions associées à de la mortalité

juvénile ou à des défauts morphologiques

Le dernier groupe d’haplotypes contient MTRDHH3, MTRDHH4, MTRDHH5, LDHH4 et

LDHH11 pour lesquels aucun effet n’a été mis en évidence à partir des caractères de fertilité et

mortinatalité. Ces haplotypes pourraient être liés à des mutations qui conduisent à de la mortalité

plus tardive (entre quelques jours après la naissance et avant l’âge du génotypage) ou associés

à des défauts contre-sélectionnés qu’ils soient morphologiques ou de standard de races. Parmi

ces régions, je n’ai pu mettre en évidence des mutations candidates que pour deux haplotypes

seulement, MTRDHH3 et MTRDHH4 en Manech Tête Rousse.

Pour MTRDHH3, j’ai identifié deux mutations faux-sens c.973T>A dans le gène FCGR1A

(Fc Gamma Receptor Ia) et c.3899G>A dans le gène RPRD2 (Regulation Of Nuclear Pre-MRNA

Domain Containing 2 ) (Figures 12.12 et 12.13), toutes deux candidates pour être causales.

FCGR1A intervient dans la régulation de la réponse immunitaire. Il code pour la protéine

FcγRIA (CD64), un récepteur de haute affinité pour les fragments Fc (Fragment cristallisable)

des immunoglobulines gamma. Ce récepteur fait partie de la famille des gènes FCGR1 hautement

homologues entre eux (FCGR1A, FCGR1B et FCGR1C ) et exprimés à la surface des cellules

immunitaires (Nimmerjahn & Ravetch, 2008). Le récepteur FcγRIA est fortement exprimé à la

surface des monocytes, des macrophages et des leucocytes polymorphonucléaires (Pincetic et al.,

2014). Chez la souris, des mutations homozygotes récessives entraînent des anomalies de la réponse

immunitaire qui se traduisent par une réponse inflammatoire réduite (MGI :95498). Récemment,

des mutations de FCGR1A ont été associées à une susceptibilité accrue à la sarcoïdose (Wu et

al., 2022) et conduisent à une destruction osseuse précoce dans l’arthrite inflammatoire (Zuo &

Deng, 2021 ; Boross et al., 2008). En ovins, la mutation identifiée, entraînant une substitution

d’une Leucine en Isoleucine (p.Leu325Ile, acides aminés polaires chargés positivement), est prédite

délétère par les algorithmes PolyPhen-2 et SIFT. Elle est également localisée dans une zone très

conservée entre espèces. Chez le mouton, ce gène est fortement exprimé dans les macrophages

dérivés de la moelle osseuse (SheepAtlas ; http ://biogps.org). La seconde mutation candidate

pour MTRDHH3 se situe dans le dernier exon du gène RPRD2 (Figure 12.13). RPRD2 aiderait

à la liaison du complexe ARN polymérase II pour la transcription (Ni et al., 2011). Chez le

mouton, l’expression de ce gène est ubiquiste (SheepAtlas ; http ://biogps.org). Chez la souris, le

knock-out de ce gène conduit à de la létalité embryonnaire et à de la mortalité avant le sevrage

(MGI :1922387). Cependant, la mutation substitue une Argine en Histidine, deux acides aminés

polaires chargés positivement (pArg1300His). Cette substitution conservative est prédite sans

effet par les algorithmes PolyPhen-2 et SIFT et l’Arginine 1300 impactée n’est pas conservée

dans les autres espèces (Figure 12.13 G). Ainsi, la mutation dans le gène FCGR1A représenterait

la meilleure candidate pour MTRDHH3.

Dans la région MTRHDH4, j’ai identifié une mutation faux-sens c.77C>T dans le gène RXFP2

(Relaxin Family Peptide Receptor 2 ). Ce gène code pour un récepteur couplé aux protéines G

à sept domaines membranaires (GPCR). Il intervient dans la signalisation des peptides de la

famille de la relaxine et de l’insulin-like 3 (INSL3 ). La signalisation INSL3/RXFP2 est essentielle

à la descente des testicules (Esteban-Lopez & Agoulnik, 2020). Chez la souris, les homozygotes
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mâles pour une mutation perte de fonction ciblée de Rxfp2 présentent une cryptorchidie intra-

abdominale bilatérale et une stérilité associée à un défaut de différenciation des gubernacules

(ligaments qui contrôlent le mouvement testiculaire au cours du développement) (MGI :2153463,

(Gorlov et al., 2002)). En ovins, la mutation identifiée entraîne la substitution non conservative

d’une Sérine en Leucine (p.Ser26Leu, passage d’un acide aminé polaire à apolaire) et est localisée

dans le premier exon du gène. Son impact est prédit modéré par les algorithmes PolyPhen-2

et SIFT. De plus, l’acide aminé impacté est localisé dans une zone non conservée, même chez

les espèces appartenant à la famille des Pecora (Mammifères ruminants). Avec ces éléments,

on peut penser que la mutation candidate pour MTRDHH4 n’est pas causale. Néanmoins, ce

gène RXFP2 avait été retenu comme gène candidat par son implication dans le phénotype de

cornage (présence/absence) en ovins (rétroinsertion de 1,8kb dans le 3’UTR du gène RXFP2 )

(Wiedemar & Drögemüller, 2015). On fait l’hypothèse que le déficit d’animaux homozygotes pour

MTRDHH4 dans la race Manech Tête Rousse pourrait être associé à un choix de standard de

race par rapport au cornage (déclassement des femelles cornues comme mères à béliers) ou à un

défaut morphologique associé à la cryptorchidie (agneaux cryptorchides écartés de la sélection

des reproducteurs).

Avec les filtres stricts utilisés pour identifier les mutations candidates (corrélation parfaite

entre génotype à la mutation et génotype du DHH, annotation dans le codant, effet prédit

fort sur la fonction de la protéine), aucune mutation répondant à ses critères n’a été mise en

évidence dans les régions MTRDHH5, LDHH4 et LDHH11 (Figure 12.16). Pour MTRDHH5,

je n’ai pas de trouvé de variants dont les allèles sont en association totale avec le génotype de

cet haplotype. Cependant, cette région sur OAR13 contient le gène ASIP (Agouti Signaling

Protein) dans lequel j’ai retrouvé deux mutations, g.66,475,132_66,475,136del (délétion de 5pb)

et g.66,474,980T>A (SNP, p.Cys126Ser) qui conduisent à une toison de couleur noire (OMIA

000201-9940) (Norris & Whan, 2008 ; Smit et al., 2002). Ces deux mutations ségrégent dans

le groupe des animaux MTR séquencés, mais en association imparfaite avec MTRDHH5. Il

existe par contre des variants en association parfaite avec LDHH4 (36 variants) et LDHH11 (6

variants), mais l’annotation fonctionnelle de ces variants ne permet pas de cibler des candidats

évidents. De façon intéressante, dans la région couverte par l’haplotype LDHH11 sur OAR3,

on retrouve le gène SOCS2 (Suppressor Of Cytokine Signaling 2 ) pour lequel une mutation

faux-sens (g.139,302,270C>T, p.Arg96Cys) a été mise en évidence en association avec la sensibilité

aux mammites chez les brebis Lacaune (OMIA 001744-9940) (Rupp et al., 2015). La mutation

est défavorable pour la santé de la mamelle mais a un effet pléiotrope conduisant également à

augmenter le gabarit, la croissance et la production laitière des animaux homozygotes mutés par

rapport aux animaux non porteurs. Dans la région LDHH4 (située à proximité de LDHH11),

on ne retrouve pas de mutations sous sélection déjà connues en ovins (base de données OMIA).

Néanmoins, on note la présence d’un cluster de gènes homéotiques (HOXC ) et de kératine (KRT )

mais aucune mutation n’a été découverte dans ces régions (Figures 11.1 et 11.2). Le lien entre

ces haplotypes et les mutations connues liées à la morphologie ou à des gènes sous sélection sera

approfondi dans le Chapitre 15.

Finalement, la recherche de mutations candidates pour les haplotypes non associées à des effets
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sur la fertilité et mortinatalité s’avère plus difficile. Un premier groupe d’haplotypes permettrait

de faire l’hypothèse d’un lien avec des mutations connues qui seraient sous sélection (ou contre-

sélectionnées) en Manech Tête Rousse ou en Lacaune. Il s’agit de MTRDHH4 en lien possible

avec une mutation dans RXFP2 et affectant le cornage ou la cryptorchidie, MTRDHH5 en lien

possible avec les mutations dans ASIP et la toison de couleur noire, et enfin LDHH11 en lien

possible avec la mutation dans SOCS2 et son action sur la sensibilité aux mammites et sur

le gabarit. Pour les haplotypes MTRDHH3 (mutation dans FCGR1A, défaut immunitaire) et

LDHH4 (gènes candidats dans les clusters de gènes HOXC et KRT ), ils sont peut-être associés à

des problèmes sanitaires et de la mortalité plus tardive, qui écarteraient de fait ces animaux du

génotypage pour la sélection génomique.
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Figure 12.12 – Identification de deux mutations faux-sens OAR1 :g.105,662,733T>A
dans le gène FCGR1A et OAR1 :g.106,260,059G>A dans le gène RPRD2 associées à
l’haplotype MTRDHH3 (A) Nuage de points montrant la corrélation entre le statut MTRDHH3
et les génotypes des variants pour les 100 animaux WGS. Chaque point représente un variant. (B)
Haplotype MTRDHH3 (NC_040252.1, OAR1 : 103 828 253 - 106 639 185pb) étendu de chaque
côté de 1 Mb. Les barres noires indiquent le premier et dernier marqueur de la puce Illumina
Ovine SNP50 définissant l’haplotype MTRDHH3. (C) Structure du gène FCGR1A (GeneID :
100192431) et localisation de la mutation FCGR1A g.7308T>A (c.973T>A) identifiée dans le
dernier exon (NM_001139452.1). (UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante). (D)
Protéine FCGR1A (NP_001132924.1) composée de trois domaines : "First immunoglobulin (Ig)-
like domain of Fcgamma-receptors (FcgammaRs), and similar domains" (Ig1_FcgammaR_like ;
cd05752), "Second immunoglobulin (Ig)-like domain of Fcgamma-receptors (FcgammaRs), and
similar domains" (Ig2_FcgammaR_like ; cd05753), "Immunoglobulin domain" (Ig super family ;
cl11960). La mutation entraîne une substitution d’une Leucine en Isoleucine (p.Leu325Ile).
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Figure 12.13 – (Identification de deux mutations faux-sens OAR1 :g.105,662,733T>A
dans le gène FCGR1A et OAR1 :g.106,260,059G>A dans le gène RPRD2 associées
à l’haplotype MTRDHH3 (E) Haplotype LDHH3 (NC_040254.1, OAR3 : 33 708 561 - 36 596
529pb) étendu de chaque côté de 1 Mb. Les barres noires indiquent le premier et dernier marqueur
de la puce Illumina Ovine SNP50 définissant l’haplotype LDHH3. (F) Structure du gène RPRD2
(GeneID : 101117043) et localisation de la mutation RPRD2 g.88182G>A (c.3899G>A) identifiée
dans le dernier exon (XM_027974383.1). (UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante).
(G) Protéine RPRD2 (XP_027830184.1) composée de trois domaines : "CID (CTD-Interacting
Domain) of Regulation of nuclear pre-mRNA domain-containing protein 2" (CID_RPRD2 ;
cd17001), "DNA double-strand break repair ATPase Rad50" (PRK03918) et "Herpes virus major
outer envelope glycoprotein (BLLF1)" (Herpes_BLLF1) ; pfam05109). La mutation entraîne une
substitution d’une Arginine en Histidine (p.Arg1300His).
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Figure 12.14 – Identification d’une mutation faux-sens OAR10 :g.31,038,357G>A
dans le gène RXFP2 associée à l’haplotype MTRDHH4 (A) Nuage de points montrant la
corrélation entre le statut MTRDHH4 et les génotypes des variants pour les 100 animaux WGS.
Chaque point représente un variant. (B) Haplotype MTRDHH4 (NC_040261.1, OAR10 : 30 561
021 - 32 325 300pb et OAR9 : 48 632 692 - 48 976 498pb) étendu de chaque côté de 1 Mb. Les
barres noires indiquent le premier et dernier marqueur de la puce Illumina Ovine SNP50 définissant
l’haplotype MTRDHH4. (C) Structure du gène RXFP2 (GeneID : 101111032) et localisation de
la mutation RXFP2 g.77C>T (c.77C>T) identifiée dans le premier exon (XM_015097982.2).
(UTR : région non traduite ; CDS : séquence codante).
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D
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Figure 12.15 – Identification d’une mutation faux-sens OAR10 :g.31,038,357G>A dans
le gène RXFP2 associée à l’haplotype MTRDHH4 (D) Protéine RXFP2 (XP_014953468.1)
composée d’un domaine "Low Density Lipoprotein Receptor Class A domain" (LDLa ; cd00112),
d’un domaine Leucine-rich repeat (LRR) protein (LRR ; COG4886) et de 7 domaines trans-
membranaires "seven-transmembrane G protein-coupled receptor superfamily" (7tm_GPCRs ;
cl28897). La mutation entraîne une substitution d’une Serine en Leucine (p.Ser26Leu).
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Figure 12.16 – Haplotypes ne présentant pas de variants candidats. Nuage de points
montrant la corrélation entre le statut et les génotypes des variants pour les animaux WGS pour
les haplotypes LDHH4, LDHH11 et MTRDHH5. Chaque point représente un variant. A noter
que 36 variants (LDHH4) et 6 variants (LDHH11) sont en parfait déséquilibre de liaison avec les
haplotypes correspondant mais aucun de ces variants n’est prédit avec un impact fort ou modéré.
Pour MTRDHH5, aucun variant ne présente une corrélation de r=1.
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12.3 Développement de tests de génotypages spécifiques aux mutations candidates

12.3.1 Développement d’un test spécifique de génotypage

Afin de pouvoir étudier les mutations d’intérêts, des tests de génotypages spécifiques ont été dé-

veloppés. Pour cela, deux méthodes sont utilisées pour génotyper une mutation : amplification par

PCR puis digestion par une enzyme de restriction (RFLP, Restriction Fragment Lenght Polymor-

phism) et le génotypage par PCR allèle spécifique (PACE, PCR allele competitive extension). Pour

amplifier chacun des fragments d’intérêts, un couple d’amorces a été défini à l’aide de l’outil Pri-

mer3plus (http ://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) et l’enzyme de res-

triction a été choisie à l’aide de l’outil WatCut (http ://watcut.uwaterloo.ca/template.php). Pour le

génotypage allèle spécifique, le choix des amorces est fourni par 3CR Bioscience (https ://3crbio.com).

L’ensemble des méthodes de génotypages est décrit dans l’Annexe : Table 21.1.

12.3.2 Validation à grande échelle des mutations candidates

La validation fonctionnelle des mutations candidates est une étape longue qui nécessite d’avoir

accès à des échantillons biologiques d’animaux homozygotes et qui peut s’avérer difficile dans le

cas de mutations létales. Toutefois, une validation statistique sur un grand nombre d’individus

génotypés permet de confirmer à grande échelle le lien entre le statut à l’haplotype et le statut à

la mutation candidate. Nous avons acquis les ADN de la cohorte 2021 des ovins laitiers génotypés

(n=4 470 agneaux dont 3 004 Lacaune et 743 MTR), et ceux des béliers actifs des haras des CIA

Lacaune et Manech Tête Rousse permettant de réaliser cette association.

12.3.2.1 Haplotypes en lien avec des mutations supposées létales

Grâce à cette banque d’ADN, j’ai pu mesurer le degré d’association entre le statut aux

haplotypes en déficit d’animaux homozygotes et les génotypes aux mutations candidates pour les

régions supposées abriter des mutations létales dans les gènes ORC5 (LDHH1), IDI1 (LDHH2),

CCDC65 (LDHH6) en Lacaune et MMUT (MTRDHH1), SLC33A1 (MTRDHH2) et FCGR1A

(MTRDHH3) en Manech Tête Rousse. Pour l’ensemble de ces régions, on constate une très bonne

association entre le statut à l’haplotype et les génotypes à la mutation pour chacune des six

mutations candidates (Figure 12.17). Pour chaque haplotype, tous les porteurs hétérozygotes

de l’haplotype (DHH/+) sont hétérozygotes à la mutation et les animaux non porteurs sont

homozygotes non porteurs de la mutation. A noter que pour LDHH6, un animal est homozygote

à l’haplotype et à la mutation (Figure 12.17 C). Je reviendrai sur cet agneau dans la Partie V.

Pour la plupart des régions, on retrouve quelques animaux non porteurs des haplotypes qui sont

hétérozygotes aux mutations. Une attention particulière à ces animaux permet de mettre en

évidence qu’ils sont porteurs de versions recombinantes plus courtes des haplotypes en déficit.

12.3.2.2 Haplotypes en lien avec des mutations connues en ovins associées à

des caractères de morphologie

Pour quatre haplotypes en déficit (LDHH4, LDHH11 en Lacaune et MTRDHH4, MTRDHH5

en MTR), on fait l’hypothèse que les déficits sont liés à des mutations connues, en sélection dans

les populations.

Dans le cas de LDHH4 et LDHH11 proches sur OAR3, j’ai supposé un lien avec la mutation
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Figure 12.17 – Lien entre le statut aux haplotypes et les mutations candidates
identifiées pour les régions associées à des mutations létales.

faux-sens g.139,302,270C>T (Oar_rambouillet_v1.0) identifiée dans le gène SOCS2 en race

Lacaune. Cette mutation est présente sur la puce de génotypage basse densité. En faisant

l’association entre le statut aux haplotypes LDHH4 et LDHH11 avec la mutation, on constate que

tous les animaux hétérozygotes porteurs des haplotypes sont hétérozygotes (C/T) à la mutation

(Figure 12.18 A et B). Ainsi, je fais l’hypothèse que ces deux haplotypes sont liés partiellement à

la mutation dans SOCS2. Dans le groupe des non porteurs, on retrouve 20% des animaux C/T

(LDHH4 et LDHH1), suggérant que plusieurs haplotypes signent la mutation.

Dans le cas de MTRDHH4, on suppose un lien avec l’insertion de 1,8kb dans le 3’UTR du

gène RXFP2 responsable de l’absence de cornes. Cette mutation est également présente sur la

puce basse densité. L’analyse d’association entre le statut à MTRDHH4 et la mutation dans

RXFP2 montre qu’aucun animal n’est sauvage (délétion à l’état homozygote, +/+). Le déficit lié

à MTRDHH4 semble être en relation avec l’allèle inséré (As) mais l’association n’est pas totale.

Il est donc difficile de conclure sur le lien direct avec cette mutation connue.

Pour MTRDHH5, j’avais émis l’hypothèse que ce déficit pourrait être en lien avec la couleur

noire de toison puisque les animaux noirs sont disqualifiés. C’est en effet un critère de non-

conformité avec le standard de la race MTR. Ces animaux ne sont donc jamais génotypés pour

être sélectionnés comme reproducteurs. A ce jour, deux mutations connues dans le gène ASIP :

OAR13 :g.66,475,132_66,475,136del (Délétion 5pb) et g.66,474,980T>A (SNP, p.Cys126Ser)

ségrégent dans la race Manech Tête Rousse. La délétion est un variant présent sur la puce basse

densité et un test de génotypage spécifique a été développé pour le SNP. L’analyse d’association

suggère un lien entre MTRDHH5 et la délétion dans ASIP puisque 88% des MTRDHH5/+ sont

hétérozygotes à la mutation et aucun animal ins/ins n’est hétérozygote à l’haplotype. A l’inverse,
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MTRDHH5 ne semble pas être lié au SNP dans ASIP puisque l’on retrouve une distribution des

génotypes similaire entre les porteurs hétérozygotes et non-porteurs de l’haplotype.
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Figure 12.18 – Lien entre le statut aux haplotypes et les mutations connues en ovins
pour les régions associées à des caractères de morphologie.
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A retenir Dans les douze haplotypes en déficit détectés (LDHH1, LDHH2, LDHH3, LDHH4,

LDHH6, LDHH9 et LDHH11 en Lacaune et MTRDHH1, MTRDHH2, MTRDHH3, MTRDHH4

et MTRDHH5 en MTR), j’ai pu mettre en évidence des mutations candidates dans les régions

supposées abriter des mutations létales embryonnaires (LDHH1/ORC5, LDHH2/IDI1 ), ou

tout au long de la gestation (LDHH9/EDC3, MTRDHH2/SLC33A1 ), ou au stade périnatal

(LDHH3/PREB/GPN1, LDHH6/CCDC65 et MTRDHH1/MMUT ), ou au stade juvénile

(MTRDHH3/FCGR1A). Cependant, aucune mutation candidate pertinente n’a été mise

en évidence dans les régions LDHH4, LDHH11, MTRDHH4 et MTRDHH5. Toutefois, des

mutations déjà connues affectant des gènes associés à des caractères de morphologie semblent

pouvoir conduire aux déficits observés dans ces régions : sensibilité/résistance aux mammites et

croissance (lien LDHH4/LDHH11 avec SOCS2 ) et la couleur de toison noire (entre MTRDHH5

et ASIP (del5pb)). Il est difficile de conclure au lien entre MTRDHH4 et la mutation cornes/sans

cornes dans RXFP2. Il est à noter que tous les haplotypes qui seraient liés à des caractères de

morphologie sont en déséquilibre partiel avec les mutations en sélection. ■
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13. Anomalies génétiques induisant de la mor-
talité pendant la gestation

Dans ce chapitre, l’objectif est d’apporter des éléments permettant de valider la causalité des

mutations identifiées dans les gènes ORC5 (LDHH1), IDI1 (LDHH2) identifiés en Lacaune et

SLC33A1 (MTRDHH2) identifié en Manech Tête Rousse. D’après les analyses précédentes, elles

sont supposées altérer le développement embryonnaire précoce ou plus tardivement pendant la

gestation. Pour répondre à cet objectif, des accouplements à risque entre animaux hétérozygotes

porteurs des mutations ORC5 ou IDI1 ou SLC33A1 ont été réalisés afin de confirmer la baisse

de réussite à l’IA. Les diagnostics de gestation ont été réalisés par échographie entre 45 et 60

jours de gestation, et par un test moléculaire précoce à 15 jours de gestation. L’ensemble de ces

procédures expérimentales sur animaux a fait l’objet d’une autorisation de projet (APAFIS30615-

2021032318054889 v4).

13.1 Croisements ORC5 et IDI1 en Lacaune

13.1.1 Accouplements à risque et diagnostic de gestation par échographie

Table 13.1 – Réussite à l’insémination et nombre d’agneaux obtenus à la mise-bas
dans les accouplements à risque ORC5, IDI et témoin.

Mutation étudiée Nombre de
brebis

inséminées

Taux
réussite
IA(%)

Nombre
d’agneaux

+/+ m/+ m/m Prolificité

c.839dupA ORC5 9 77,8% 11 8 3 0 1,6

c.287_289delAAG
IDI1

4 50,0% 6 1 5 0 3,0

Témoin 13 46,2% 8 - - - 1,3

Un troupeau de Lacaune lait de 80 animaux (brebis de réforme achetées pour un autre protocole

expérimental) était présent sur l’installation expérimentale de Langlade (INRAE GenPhySE,

Pompertuzat, 31450). Ces animaux ont été génotypés aux mutations d’intérêts. Ainsi, 9 brebis

étaient hétérozygotes à la mutation dans le gène ORC5 et 4 brebis étaient hétérozygotes à la

mutation dans le gène IDI1 (Table 13.1). Ces brebis ont été inséminées avec de la semence de

béliers hétérozygotes pour chacune des mutations. Un groupe témoin de 13 brebis (brebis non

porteuses des deux mutations) a été inséminé avec de la semence de béliers non porteurs des

193
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deux mutations. Afin de déterminer l’état de gestation des 26 brebis, la mise au point d’un

diagnostic moléculaire de gestation a été envisagé à partir de prises de sang total réalisées tous les

7 jours à partir de l’IA jusqu’à J49, en complément d’un diagnostic par échographie à J45 après

IA. Les résultats échographiques indiquent que le taux de réussite à l’IA est de 77,8% dans les

accouplements ORC5, 50% dans les accouplements IDI1 et de 46,2% dans le lot témoin. Sachant

que le taux de réussite à l’IA dans la race Lacaune est de 70%, la réussite à l’IA des accouplements

ORC5 (n=9) est augmentée de 8% mais est réduite de 20% dans les accouplements IDI1 (n=4).

De manière surprenante, le taux de réussite à l’IA du lot témoin est seulement de 46,2%. Ces

résultats restent exploratoires puisque les effectifs des croisements à risque sont faibles. Toutefois,

à la mise-bas, aucun animal homozygote aux mutations dans ORC5 et IDI1 n’est observé (Table

13.1).

13.1.2 Choix d’un test moléculaire de gestation précoce
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Figure 13.1 – Développement du conceptus au cours des 20 premiers jours après
fécondation dans le tractus génital maternel ovin. (A) Évolution du développement du
conceptus au cours de la gestation (B) Différents stades de développement de l’embryon. Chez les
ruminants, le blastocyste s’allonge lors des dernières étapes après l’implantation. (C) Evolution
de la concentration en estradiol, progestérone et d’IFN-τ au cours de la gestation. Adapté de
(Spencer et al., 2006).

Chez la brebis, un diagnostic de gestation négatif réalisé classiquement par échographie

entre 45 et 60 jours post-fécondation (visualisation nette des fœtus) peut se traduire par un

échec de fécondation ou par des pertes embryonnaires. Dans la littérature, la plupart des pertes

embryonnaires est attendue pendant la période allant de la fécondation (jour 0) à l’implantation

du conceptus (jours 12-16) (Bindon, 1971 ; Spencer et al., 2008 ; Wilmut et al., 1986). Lors de
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l’implantation, l’embryon se lie à l’endomètre et entraîne la sécrétion d’interféron τ (IFN-τ) comme

signal de reconnaissance de la gestation (Bazer, 2013) (Figure 13.1). L’IFN-τ est une cytokine

produite lors de la réponse immunitaire de la brebis qui considère l’embryon comme non soi. En

réponse, l’expression des gènes stimulés par l’interféron (ISG, Interferon Stimulated Gene) est

fortement augmentée dans l’endomètre mais également dans les cellules immunitaires circulantes

dans le sang (Ott & Gifford, 2010). Parmi ces ISG, les gènes MX1 (Myxovirus-influenza virus

resistance 1 ), STAT1 (Signal transducer and activator of transcription 1 ) et CXCL10 (Chemokine

C-X-C motif ligand 10 ), fortement exprimés dans le sang, ont été utilisés pour prédire l’état de

gestation au jour 14-15 chez la brebis (Mauffré et al., 2016). De plus, l’implantation est également

contrôlée par une hormone stéroïdienne, la progestérone, qui joue un rôle majeur dans l’utérus

pour stimuler la survie, la croissance et le développement des blastocystes (Spencer et al., 2008)

(Figure 13.1 C).

Afin de répondre à l’objectif de mise au point d’un diagnostic précoce, les prises de sang

sériées tous les 7 jours entre le jour de l’IA (J0) et J49 (quelques jours après l’échographie) ont

été réalisées sur quelques animaux pour doser la progestérone dans le plasma et suivre par qPCR

l’expression des gènes MX1 et STAT1, stimulés par l”IFN-τ .

13.1.2.1 Dosage de la progestérone

La progestérone a été dosée (ELISA, DRG Instruments GmbH, EIA-1561) dans le plasma

sanguin sur cinq brebis gestantes et cinq brebis vides à l’échographie (J45) entre la période J0

et J49 tous les 7 jours (Figure 13.2). En dosant la progestérone, on est capable de séparer les

brebis gestantes et vides seulement au 21ème et 42ème jour de gestation (test non-paramétrique de

Wilcoxon, P-valeur < 0,05).
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Figure 13.2 – Évolution de la progestérone entre 0 à 49 jours après IA

13.1.2.2 Expression par qPCR des gènes MX1 et STAT1

Les ARN totaux ont été extraits du sang des brebis avec le kit Nucleospin® RNA Blood

(Macherey-Nagel, Ref 740200.50) selon le protocole du fabricant en partant de 800 µL de sang

total avec un traitement de digestion DNAseI pour éliminer l’ADN génomique contaminant.
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Les ARN ont été quantifiés par spectrophotométrie (spectrophotomètre NanoDrop® ND-8000,

ThermoFischer) et conservés à -80°C. Après contrôle qualitatif et quantitatif des échantillons

d’ARN, la transcription inverse a été réalisée à partir de 500ng d’ARN total en ajoutant une

amorce oligo(dT) T22V ancrée (1µL à 100µM), une amorce oligo-dN9 aléatoire (1µL à 100µM)

et des dNTP (2µL à 10mM) dans un volume réactionnel de 54µL. Ce mélange a été incubé à

65°C pendant 5 min dans un thermocycleur ABI2700 (Applied Biosystems) puis descendu à

4°C. Un second mélange réactionnel (18,5µl/réaction) contenant le tampon de réaction (14µL

de First strand Buffer 5X, Invitrogen, France), du DTT (Dithiothréitol, 3µL à 0,1M), de la

Rnasine (0,5µL, 40 unités/µL, Promega, France) et de la transcriptase inverse Superscript II (1

µL, 200 unités/µL, Invitrogen, France) a été ajouté à la solution d’ARN dénaturés (volume final

de réaction de 72,5µL) puis incubés 50 minutes à 42°C et placés 15 minutes à 70°C. La solution

d’ADN complémentaire (ADNc) obtenue a été directement diluée à un rapport de 1:2 et stockée

à -20°C. La PCR quantitative (qPCR) a été réalisée en utilisant 3µL d’ADNc, 5µL de SYBR

Green PCR en temps réel Master Mix 2X (Applied Biosystems) et 2µL d’amorces à 3µM dans

un volume de réaction total de 10µL. Chaque échantillon a été testé en quatre exemplaires. La

qPCR a été réalisée sur un système de PCR en temps réel QuantStudio 6 Flex (ThermoFisher).

Pour chaque paire d’amorces, l’efficacité d’amplification a été évaluée par E = e−1/α où α est la

pente d’une courbe linéaire obtenue à partir d’une dilution en série d’ADNc et des valeurs Ct

(seuil de cycle) correspondantes. L’abondance des transcrits d’ARN a été quantifiée à l’aide de la

méthode delta Ct (∆Ct) corrigée par deux gènes de référence (GAPDH, YWHAZ ). Les amorces

ont été conçues à l’aide de Beacon Designer 8 (Premier Biosoft). La liste des séquences d’amorces

qPCR, la longueur d’amplification et l’efficacité sont disponibles dans l’Annexe : Table 21.2.
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Figure 13.3 – Expression relative des gènes MX1 et STAT1 entre le 0 et 28ème jour
après IA chez des brebis gestantes et vides.

Dans un premier temps, les expressions relatives des gènes MX1 et STAT1 entre J0 et

J28 après IA de 6 brebis vides et 6 brebis gestantes ont été analysées (Figure 13.3). L’analyse

d’expression montre une forte surexpression du gène MX1 à 14 jours qui permet de distinguer

significativement les brebis gestantes et vides (test non-paramétrique de Wilcoxon, P-valeur <
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0,05). L’expression de STAT1 est significativement augmentée entre le 14ème et le 21ème jour après

l’IA (test non-paramétrique de Wilcoxon, P-valeur < 0,05).

Avec nos effectifs trop faibles, les croisements à risque effectués ne permettent pas de prouver

l’impact sur la réussite à l’IA des mutations identifiées dans les gènes ORC5 et IDI1. Cependant,

les échantillons biologiques collectés sur les 26 brebis me permettent d’étudier la faisabilité du test

moléculaire de gestation basé sur l’expression des gènes MX1 et STAT1 permettant un diagnostic

plus précoce que la progestérone (14 jours après l’IA contre 21 jours).

13.1.3 Analyse du pouvoir de diagnostic du test moléculaire par qPCR sur l’état de

gestation

13.1.3.1 Analyses statistiques

Le statut de gestation de la brebis (gestante/non gestante) a d’abord été déterminé par le

diagnostic échographique classiquement utilisé à J45 post-IA. L’évaluation du test moléculaire de

diagnostic de gestation (GDMT) est basée sur l’expression des gènes MX1 et STAT1 à J14. Les

valeurs d’expression de MX1 et STAT1 entre les brebis gestantes et vides ont été comparées à

l’aide d’un test non-paramétrique de Wilcoxon, et la prédiction du diagnostic a été réalisée par

analyse de courbe ROC (Receiver Operating Characteristic) à l’aide de l’outils easyROC (Goksuluk

et al., 2016). L’aire sous la courbe (AUC) a été évaluée et comparée à la valeur attendue de 0,5

sous l’hypothèse nulle. La détection de la valeur seuil (discriminer les brebis gestantes et vides) est

déterminée par l’index de Youden (qui maximise sensitivité et spécificité). Cette valeur seuil a été

utilisée pour classer les animaux en quatre catégories : vrai positif (TP c’est-à-dire GDMT+ et

gestantes), faux positif (FP c’est-à-dire GDMT+ et vides), vrai négatif (TN c’est-à-dire GDMT-

et gestantes) et faux négatif (FN c’est-à-dire GDMT- et vides).

13.1.3.2 Résultats

Les expressions relatives des gènes MX1 et STAT1 sont significativement plus fortes chez

les 16 brebis gestantes comparées aux 10 brebis vides (Figure 13.4 A et B). Les analyses ROC

donnent des aires sous la courbe de 0,944 (P-valeur=1, 3 × 10−23) pour MX1 et de 0,922 (P-

valeur=6, 6 × 10−12) pour STAT1 (Table 13.3). Ces aires sont significativement différentes de

0,5, indiquant que le test moléculaire de diagnostic de gestation basé sur l’expression de MX1 ou

STAT1 est performant. Le test avec MX1 possède une sensibilité de 88% et une spécificité de

100% alors que le test avec STAT1 possède une sensibilité de 73% et une spécificité de 100%.

Avec ces valeurs, il est possible de déterminer un seuil d’expression de 156% pour MX1 et de 9%

pour STAT1 (Figure 13.4 C, D, F et G), permettant de prédire les brebis gestantes avec ce test

moléculaire (Figure 13.4 E et H).
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Table 13.3 – Paramètres d’analyses de la courbe ROC pour le test de diagnostic
moléculaire de gestation basé sur l’expression du niveau d’ARNm de MX1 et STAT1.
La valeur seuil d’expression (cut-off point) est déterminée par l’index de Youden (Yd). AUC=
aire sous la courbe ; se=erreur standard ; Se=Sensibilité ; Sp= Spécificité.

Gène AUC ± se P-value Se Sp Yd Cut-off point

MX1 0,944 ± 0,044 1, 3× 10−23 88 100 0,875 156

STAT1 0,922 ± 0,061 6, 6× 10−12 73 100 0,733 9

L’utilisation de ce test ouvre alors des perspectives pour identifier des pertes embryonnaires

précoces quand le test moléculaire de diagnostic de gestation est positif à J14, mais négatif lors

du diagnostic échographique réalisé classiquement entre J45 et J60 en élevage.
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Figure 13.4 – Diagnostic moléculaire de gestation précoce basé sur l’expression des
gènes MX1 et STAT1 en Lacaune. Expression relative des gènes MX1 (A) et STAT1 (B) 15
jours après l’IA entre les brebis gestantes ou vides, évaluées 45 jours après l’IA par échographie.
(C, F) Courbes ROC représentant la sensibilité (Se) et la spécificité (Sp) du test moléculaire de
gestation. (D) Détermination de la valeur seuil d’expression relative de MX1 (156%) associée à
une Se=88% et Sp=100% en utilisant la méthode de Youden qui maximise sensibilité et spécificité.
(E) Répartition des brebis gestantes et vides selon le diagnostic moléculaire de gestation précoce
basé sur l’expression relative de MX1 (G) Détermination de la valeur seuil d’expression relative
de STAT1 (9%) associée à un Se=73% et Sp=100% en utilisant la méthode de Youden. (H)
Répartition des brebis gestantes et vides selon le diagnostic moléculaire de gestation précoce basé
sur l’expression relative de STAT1.
TP = vrai positif ; FP = faux positif, TN = vrai négatif ; FN = faux négatif ; Yd= Youden index.
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13.2 Croisements SLC33A1 en Manech Tête Rousse

Afin d’étudier la mutation dans SLC33A1, un gène qui code pour un transporteur d’un

métabolite essentiel au métabolisme énergétique l’acétyl-Coenzyme A, des croisements à risque

entre porteurs hétérozygotes de la mutation c.735dupG ont été réalisés dans 6 élevages privés.

Pour rappel, cette mutation, appelée par la suite SLC33A1_dupG, est supposée associée à de la

mortalité tout au long de la gestation (perte fœtale et mortalité périnatale). Cette mutation fait

l’objet de l’article 4 - Ben Braiek et al., 2023b - bioRxiv, rédigé pour Animal genetics - A single

base pair duplication in SLC33A1 gene causes fetal losses and neonatal lethality in

Manech Tête Rousse dairy sheep. Les principaux résultats sont repris ci-dessous.

13.2.1 Dispositif expérimental d’accouplements des porteurs SLC33A1_dupG

Un ensemble de 419 brebis (dont des filles de béliers porteurs de MTRDHH2) réparties dans 6

élevages privés a été génotypé pour la mutation SLC33A1_dupG. Après génotypage, 137 brebis ont

été sélectionnées pour constituer deux groupes d’accouplements, un groupe témoin d’accouplements

non à risque avec 73 brebis non porteuses accouplées par IA avec des béliers non porteurs, et un

groupe d’accouplements à risque avec 64 brebis hétérozygotes pour SLC33A1_dupG accouplées

par IA avec des béliers hétérozygotes afin de générer des agneaux homozygotes SLC33A1_dupG.

Pour définir le statut de gestation des brebis, une prise de sang a été réalisée à J15 après l’IA

pour le diagnostic moléculaire de gestation et une échographie a été réalisée entre le J45 et J60,

par les techniciens d’IA. Le dispositif expérimental est décrit dans la Figure 13.5.

Blood samples from 419 ewes in 6 private farms
(Specific genotyping assay of SLC33A1 mutation)

Safe matings (control group):

73 matings in
6 private farms

At-risk matings:
64 matings in
6 private farms

44 pregnant ewes
(Blood samples at
15 days post-AI)

29 non pregnant ewes
(Blood samples at
15 days post-AI)

31 pregnant ewes
(Blood samples at
15 days post-AI)

33 non pregnant ewes
(Blood samples at
15 days post-AI)

Birth of 49 lambs
(Ear punch)

Passed QC for
20 RNA samples

Passed QC for
20 RNA samples

Passed QC for
25 RNA samples

Passed QC for
26 RNA samples

Lambing monitoring of 28 ewes

Figure 13.5 – Dispositif expérimental. QC = contrôle de la qualité et de la quantité.

13.2.2 Réussite à l’IA et mortalité périnatale

La réussite à l’IA mesurée par échographie est de 60,3% dans le groupe d’accouplements non à

risque, ce qui correspond à la réussite globale de l’IA dans la population de Manech Tête Rousse.

Cependant, la réussite à l’IA est réduite à 48,4% dans le groupe d’accouplements à risque entre

porteurs hétérozygotes de SLC33A1_dupG (Figure 13.6). Ce résultat confirme les observations

faites au niveau populationnel avec MTRDHH2 et laisse supposer des pertes embryonnaires avant
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J45 de gestation, étudiées dans le paragraphe 13.2.3.
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Figure 13.6 – Taux de réussite à l’insémination artificielle des Manech Tête Rousse.
La moyenne de la population (population mean) a été établie dans l’article 3 - Ben Braiek et
al., 2023a (Plos Genetics) à l’aide des enregistrements d’accouplements de la population (n =
330 844). Le succès de l’insémination artificielle est basé sur la date d’agnelage en fonction de
la durée de gestation à partir du jour de l’IA (151 ± 7 jours). Dans les accouplements témoins
(safe mating) et à risque (at-risk mating) réalisés dans les 6 élevages privés (n=137 brebis), le
diagnostic de gestation a été réalisé par échographie entre les jours 45 et 60. Les p-valeurs sont
obtenues par un test exact de Fisher.

Parmi les 31 brebis gestantes du groupe d’accouplements à risque, 28 brebis ont eu un suivi

complet (observations attentives des éleveurs) tout au long de la gestation jusqu’au sevrage à

l’âge de 1 mois. Aucun avortement n’a été observé entre le moment de l’échographie (jour 45-60

après IA) et la mise-bas. La durée de la gestation varie entre 147 et 154 jours conformément à

la moyenne de la population de Manech Tête Rousse (151 ± 7 jours) et 49 agneaux sont nés

(Figure 13.7a et Table 13.5). Au cours de la période de croissance de 0 à 30 jours, 18 agneaux

sont morts, correspondant à un taux de mortalité de 34,7% (en excluant un animal au génotype

indéterminé, aucun tissu n’a été prélevé) (Figure 13.7b). Le tableau de contingence (Table 13.5)

entre les génotypes des agneaux et la viabilité (vivant ou mort) indique un taux de viabilité

significativement plus faible pour les agneaux homozygotes dupG/dupG (test exact de Fisher,

P-valeur<0,001). Les agneaux homozygotes SLC33A1_dupG contribuent à 47% de la mortalité

dans les accouplements à risque et la mortalité est survenue principalement dans les cinq premiers

jours après l’agnelage. Un agneau mort-né (Figure 13.7c) a été expulsé lors de la mise bas (dans

le placenta) au terme de la gestation, et il a montré un arrêt de développement caractéristique

d’un stade de mi-gestation. La plupart des animaux homozygotes est morte entre 1 et 5 jours

(Figure 13.7d). Un seul agneau homozygote est mort entre 5 et 30 jours. Cet agneau présentait

une faiblesse et une raideur des muscles des jambes et des déformations de la colonne vertébrale

entraînant de graves problèmes locomoteurs (Figure 13.7e).
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Figure 13.7 – Bilan des mises-bas des accouplements à risque. (a) Répartition des 49
agneaux issus de 28 brebis gestantes suivant les génotypes à la mutation SLC33A1_dupG. Le
génotype d’un agneau mort-né reste indéterminé. (b) Répartition des 17 agneaux morts entre
la naissance et l’âge de sevrage (30ème jour après IA) en fonction du stade de létalité et des
génotypes. (c) Agneau mort-né. (d) Agneau mort entre 1 et 5 jours après l’agnelage (1,750 kg).
(e) Agneau mort entre 5 et 30 jours après l’agnelage, souffrant de faiblesse et de raideur dans les
muscles des jambes et présentant des déformations de la colonne vertébrale.
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Table 13.5 – Tableau de contingence entre les génotypes à la mutation
SLC33A1_dupG et la viabilité des agneaux. -/- : génotype indéterminé. Cet animal
n’est pas pris en compte pour le calcul du taux de mortalité. WT/WT= génotype homozygote
sauvage, WT/dupG=animal hétérozygote et dupG/dupG= animal homozygote muté.

Viabilité WT/WT WT/dupG dupG/dupG -/- Total

Vivant 5 25 1 0 31

Mort 4 5 8 1 18

Total 9 30 9 1 49

13.2.3 Pertes fœtales

La diminution de la réussite à l’IA dans l’accouplement à risque entre les porteurs hétérozygotes

SLC33A1_dupG suggère des pertes d’embryons homozygotes au cours de la période de gestation

entre l’IA et le diagnostic échographique au jour 45-60. Le test moléculaire de diagnostic de

gestation (GMDT) développé dans le paragraphe 13.1.3, a donc été utilisé pour estimer une

éventuelle perte d’embryons en développement entre J15 et J45-60. Afin de recalibrer le test sur ce

croisement (changement de race), son efficacité a été évaluée sur les brebis témoins (croisements

non à risque) puis les paramètres du test ont été généralisés afin de prédire les résultats que l’on

devrait obtenir dans le groupe des croisements à risque (sans impact de la mutation), et que l’on

va comparer avec l’observé (avec impact de la mutation).

Ainsi, les échantillons d’ARN sanguin de 91 brebis (n= 40 dans le groupe d’accouplements

non à risque, n= 51 dans le groupe d’accouplements à risque) prélevés 15 jours (avec un jour

de flottement) après l’IA ont été analysés par RT-qPCR (Figure 13.8a). L’état de gestation

de référence (gestante/vide) est établi entre 45 et 60 jours après l’IA par échographie. Dans le

groupe témoin (non à risque), l’expression relative de MX1 chez les brebis gestantes (84,3%) est

significativement plus élevée que chez les brebis vides (67,7%, P-valeur = 0,043, test de Wilcoxon)

(Figure 13.8a). La même tendance est observée pour l’expression de STAT1, même si la différence

n’est pas significative (P-valeur=0,076, test de Wilcoxon, Figure 13.8b). Ainsi pour la suite, seule

l’expression relative de MX1 est conservée pour le GDMT et la fiabilité du diagnostic est testée

en utilisant la courbe ROC sur les données du groupe d’accouplements non à risque comme

données d’apprentissage. Le graphique ROC montre une AUC de 0,687, différant significativement

de 0,5 (P-valeur = 0,033). A partir de la méthode ROC01 qui favorise la sensibilité (Perkins &

Schisterman, 2006), le seuil de décision est fixé à 63% et il est caractérisé par une sensibilité de

75% et une spécificité de 60% (Table 13.7 et Figure 13.8c et d).

La prévalence (Pr) de la réussite à l’IA a été fixée à 60,3% (moyenne de la population de

Manech Tête Rousse) et m’a permis de calculer la valeur prédictive positive (VPP = 74%) et la

valeur prédictive négative (VPN = 61%). La valeur seuil a été utilisée pour classer les brebis en

quatre classes (TP, FP, TN et FN) selon le GDMT (+ ou -) et le diagnostic échographique à J45-60
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Table 13.7 – Paramètres d’analyses de la courbe ROC pour le diagnostic moléculaire
de gestation basé sur l’expression de MX1.
1 La méthode ROC01 (minimise la distance entre la courbe ROC et le point (100-Sp=0, Se=100))
a été utilisée pour une coupure optimale. 2 La VPP et la VPN ont été calculées comme décrit
dans la section Matériel et méthodes de l’article 4 en prenant en compte les valeurs de Sensitivité,
Spécificité et la Prévalence. AUC = Aire sous la courbe ; se = erreur standard ; Se = sensibilité ;
Sp = Spécificité ; Pr = Prévalence, par exemple, succès de l’insémination artificielle chez la
brebis laitière Manech Tête Rousse ; VPP = valeur prédictive positive ; VPN = Valeur prédictive
négative.

Gene AUC±se P-value Se (%) Sp (%) Cut-Off
(%)1

Pr (%) PPV
(%)2

NPV
(%)2

MX1 0,687±0,088 0,033 75 60 63 60,3 74 61

(Figure 13.8e). Le GDMT positif a permis de détecter 65% (TP/(TP+FP)) de brebis gestantes

dans le groupe d’accouplements témoins. En revanche, aucune différence significative n’est observée

pour l’expression de MX1 entre les brebis gestantes et vides du groupe d’accouplements à risque

(P-valeur = 0,27, test de Wilcoxon, Figure 13.8f).

Ainsi, les paramètres du diagnostic moléculaire (seuil = 63%, Pr = 60,3%, VPP = 74% et

VPN = 61%) tirés des accouplements témoins ont été transposés aux données d’expression de

MX1 du groupe d’accouplements à risque. Dans ce groupe, la comparaison du nombre observé et

attendu de brebis avec un GDMT positif (expression relative MX1 > 63%) met en évidence une

forte tendance statistique à réduire le nombre de brebis gestantes observées puisque 16 brebis

gestantes étaient attendues avec un GDMT positif alors que seulement 12 brebis gestantes sont

observées (Test d’ajustement à une distribution théorique par un test du Chi2, X2 = 3,6667,

df= 1, P-valeur = 0,055). Aucune différence significative n’est mise en évidence entre le nombre

observé et attendu de brebis gestantes avec un GDMT négatif (test du Chi2, X2 = 0,58586, df= 1,

P-valeur = 0,44). Ainsi, grâce au diagnostic moléculaire, je mets vraisemblablement en évidence

des pertes fœtales dans le groupe d’accouplements à risque entre 15 jours et 60 jours de gestation,

avec quatre brebis supposées héberger des fœtus homozygotes pour le variant SLC33A1_dupG.



13.2 Croisements SLC33A1 en Manech Tête Rousse 205

Safe Matings (Control group)

Wilcoxon, p = 0.043

0

30

60

90

120

150

180

Pregnant (n=20) Non−Pregnant (n=20)

 Ultrasonography gestation diagnosis
 results in safe matings

M
X

1 
R

el
at

iv
e 

ex
pr

es
si

on
 (

%
)

(a)
Wilcoxon, p = 0.076

0

10

20

30

40

Pregnant (n=20) Non−Pregnant (n=20)

 Ultrasonography gestation diagnosis
 results in safe matings

S
TA

T
1 

R
el

at
iv

e 
ex

pr
es

si
on

 (
%

)

(b)

Se=75

Sp=60

0

25

50

75

100

0 25 50 75 100
100−Specificity (%)

S
en

si
tiv

ity
 (

%
)

MX1 − ROC Curve(c)

Cut−off 63%0

25

50

75

100

50 100 150
MX1 Relative expression (%)

S
en

si
tiv

ity
 a

nd
 S

pe
ci

fic
ity

 (
%

)

Se

Sp

(d)

8

15

5

12

0

5

10

15

20

GDMT+ GDMT−

 Gestation Diagnosis Molecular Test
(GDMT)

N
um

be
r 

of
 e

w
es

Category TP FP TN FN

(e)

At−risk Matings

Wilcoxon, p = 0.27

63%

0

20

40

60

80

100

120

140

160

180

200

Pregnant (n=25) Non−Pregnant (n=26)

 Ultrasonography gestation diagnosis
 results in at−risk matings

M
X

1 
R

el
at

iv
e 

ex
pr

es
si

on
 (

%
)

(f)

10

12

6

16

13

16

11

18
p−value = 0.055

p−value = 0.44

0

10

20

30

GDMT+ Observed GDMT+ Expected GDMT− Observed GDMT− Expected

 Gestation Diagnosis Molecular Test
(GDMT)

N
um

be
r 

of
 e

w
es

Category TP FP TN FN

(g)

Figure 13.8 – Diagnostic moléculaire de gestation précoce (GDMT) basé sur l’ex-
pression des gènes MX1 et STAT1 en Manech Tête Rousse. Résultats de qPCR pour
l’expression relative de l’ARNm de MX1 (a) et STAT1 (b) entre les brebis gestantes et vides
dans les accouplements témoins (non à risque). (c) Courbe ROC représentant la sensibilité (Se)
et la spécificité (Sp) du GDMT en utilisant l’expression relative de MX1. (d) Détermination de la
valeur seuil d’expression de MX1 (63%) associée à Se=75% et Sp = 60% en utilisant la méthode
ROC01. (e) Répartition des brebis gestantes et vides selon le GDMT utilisant l’expression de MX1.
(f) Résultats de qPCR pour l’expression relative de MX1 et STAT1 entre les brebis gestantes et
vides dans les accouplements à risque entre porteurs de SLC33A1_dupG. (g) Répartition des
brebis gestantes et vides observées et attendues selon le GDMT utilisant l’expression de MX1. Les
nombres observés ont été calculés en appliquant la valeur seuil de 63% pour considérer un GDMT
positif (expression MX1 > 63%) ou négatif (expression MX1 < 63%). Les nombres attendus ont
été calculés sur la base de la prévalence (Pr = 60,3%), de la VPP = 74% et de la VPN = 61%.
Les différences entre les nombres observés et attendus des résultats du GDMT (+ et -) ont été
évaluées par un test du Chi2. TP = vrai positif ; FP = faux positif, TN = vrai négatif ; FN = faux
négatif, Pr = prévalence ; VPP = valeur prédictive positive ; VPN = valeur prédictive négative.
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A retenir Les croisements à risque en Lacaune pour les mutations dans ORC5 et IDI1

réalisés en installation expérimentale n’ont pas permis de valider la causalité de ces mutations.

Néanmoins, ces accouplements ont permis de développer un test moléculaire de diagnostic de

gestation basé sur l’expression de gènes cibles de l’interféron τ , MX1 et STAT1. Ce test, basé

uniquement sur MX1, a pu être utilisé en élevages commerciaux de brebis Manech Tête Rousse

pour caractériser des pertes fœtales liées à la mutation dans SLC33A1, également associée à

une mortalité périnatale des agneaux homozygotes. ■



14. Anomalies génétiques induisant de la mor-
talité périnatale

Au travers de ce chapitre, l’objectif est de valider la causalité des mutations identifiées dans

les gènes MMUT (MTRDHH1) en Manech Tête Rousse et CCDC65 (LDHH6) en Lacaune.

Les analyses précédentes sur l’effet des haplotypes laissaient supposer un déterminisme récessif

létal autour de la naissance. Pour répondre à cet objectif, des accouplements à risque entre

animaux hétérozygotes porteurs des mutations MMUT ou CCDC65 ont aussi été réalisés afin

de confirmer la mortalité périnatale des agneaux homozygotes et tenter d’en définir les causes.

L’ensemble de ces procédures expérimentales sur animaux a fait l’objet d’une autorisation de

projet (APAFIS30615-2021032318054889 v4).

14.1 Croisements MMUT en Manech Tête Rousse

L’objectif est de déterminer la causalité de la mutation OAR20 :g.23,776,347G>A (appelée

single nucleotide variant, SNV (G>A) MMUT par la suite) localisée dans l’haplotype MTRDHH1,

supposée augmenter le taux de mort-nés dans les croisements à risque. Pour rappel, MMUT

intervient dans la conversion du methylmalonyl-CoA en Succinyl-CoA qui alimente le cycle

de Krebs permettant la récupération d’énergie à partir des sucres, des lipides et des protéines.

Chez l’homme, des mutations dans ce gène conduisent au syndrome d’acidémie méthylmalonique

(OMIM 251000). L’ensemble des résultats présentés ci-dessous est détaillé dans l’ Article 3 - Ben

Braiek et al., 2023a - bioRxiv, rédigé pour Plos Genetics - Homozygous haplotype deficiency

in Manech Tête Rousse dairy sheep revealed a nonsense variant in MMUT gene

affecting newborn lamb viability. Les principaux résultats sont repris ci-dessous.

14.1.1 Dispositif expérimental d’accouplements des porteurs du SNV MMUT

Pour valider l’impact de l’allèle muté du SNV MMUT, j’ai programmé des accouplements

à risque entre porteurs hétérozygotes pour générer des agneaux homozygotes. Des échantillons

de sang ont été prélevés sur 181 brebis MTR, filles de pères porteurs de MTRDHH1 réparties

dans 6 élevages privés. Le test de génotypage spécifique du SNV MMUT a permis d’identifier 82

brebis hétérozygotes. Parmi ces brebis, 73 sont localisées dans les 6 fermes privées (Expérience

1) et 9 ont été transférées dans l’installation expérimentale INRAE de Langlade (Expérience 2).

Toutes les brebis ont été inséminées avec de la semence fraîche de béliers hétérozygotes pour le

SNV MMUT. Le dispositif expérimental est décrit dans Figure 14.1.

14.1.2 Mortalité périnatale

Le diagnostic échographique permet d’identifier 49 brebis gestantes (44 dans l’expérience 1 et

5 dans l’expérience 2). Cela correspond à un taux de réussite à l’IA de 59,8%, conforme au taux
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Blood samples from 181 ewes from MTRDHH1 carrier sires in 6 private farms

82 heterozygous ewes

Experiment 1:
73 matings in
6 private farms

Experiment 2:
9 matings in INRAE
experimental farm

44
pregnant ewes

29 non-
pregnant ewes

5
pregnant ewes

4 non-
pregnant ewes

Birth of 59 lambs
(Ear punch)

Autopsies of 7 dead lambs
(Urine; Liver; Kidney)

Birth of 13 lambs
(Weight at birth; Ear punch;

Plasma; Urine)

Autopsies of 7 lambs
(Liver; Kidney)

Specific genotyping assay of MMUT mutation

Lambing monitoring of 37 ewes

Figure 14.1 – Dispositif expérimental pour générer des agneaux homozygotes SNV
MMUT (A/A) dans les 6 élevages privés et dans l’installation expérimentale INRAE.

moyen de 60,9% déterminé dans l’ensemble de la population lors de l’analyse des caractères de

fertilité. Dans l’expérience 1, seules 37 des 44 brebis gestantes ont été suivies après le diagnostic de

gestation et ont donné naissance à 59 agneaux (prolificité moyenne de 1,6, taille de portée allant

de 1 à 3) avec une durée de gestation comprise entre 139 et 159 jours. Dans l’expérience 2, les 5

brebis gestantes ont donné naissance à 13 agneaux (prolificité moyenne de 2,6, taille de portée

allant de 2 à 4) avec une durée de gestation comprise entre 151 et 157 jours. Aucun avortement au

cours des cinq mois de gestation n’a été observé. Au total, 72 agneaux (52% de mâles et 48% de

femelles) sont nés et des biopsies auriculaires ont été collectées pour le génotypage spécifique de

la mutation (Table 14.1). La distribution des génotypes au SNV MMUT ne diffère pas entre les

deux expériences (test exact de Fisher, P-valeur = 0,686) avec au total 21 agneaux homozygotes

mutés A/A, 29 hétérozygotes G/A et 21 non-porteurs homozygotes G/G.
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Table 14.1 – Résultats du génotypage au SNV MMUT des agneaux issus d’accouple-
ments à risque dans les élevages privés et expérimentaux selon le sexe.
*Biopsie auriculaire non disponible pour cet individu.
a Nombre d’agneaux vivants.
† Nombre d’agneaux morts (-/-= génotype indéterminé).

Category G/G G/A A/A -/- Total

Experiment 1 : Private farms (n=6)

Male 9 9 10 1 29

Female 8 16 5 29

Undetermined 1 1

Total 17 25 16 1 59

Experiment 2 : Experimental farm (n=1)

Male 4 2 2 8

Female 0 2 3 5

Total 4 4 5 13

All

Male 13 11 12 1 37

Female 8 18 8 0 34

Undetermined 1 1

Total 21 (19ª/2†) 29 (25ª/4†) 21 (2ª/19†) 1* (0ª/1†) 72
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Tous les agneaux ont été suivis pendant la période de 0 à 30 jours jusqu’au sevrage. Vingt-cinq

agneaux sont morts au cours de cette période, ce qui représente un taux de mortalité important

de 34,7% (Figure 14.2). Le tableau de contingence entre le génotype des agneaux (A/A, G/A ou

G/G) et la viabilité (vivant ou mort) indiquent un taux de mortalité plus élevé pour les agneaux

homozygotes A/A (test exact de Fisher, P-valeur<0,001, Table 14.1). En effet, les agneaux morts

A/A représentent 78% de la mortalité totale des agneaux. La mort des agneaux homozygotes

A/A est majoritairement survenue dans les premières 24 heures après l’agnelage.

Stillborn <24 hours post lambing 1−5 days post lambing Between 5−30 days post lambing

G/G G/A A/A G/G G/A A/A G/G G/A A/A G/G G/A A/A
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11
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Figure 14.2 – Distribution des agneaux morts en fonction du temps et selon les
génotypes au SNV MMUT.

L’examen clinique des agneaux morts n’a pas permis d’identifier des symptômes spécifiques.

Deux agneaux homozygotes A/A ont passé l’âge du sevrage. Lors de l’expérience 2, les 13 agneaux

ont été pesés à la naissance (mâles : 4,0 ± 0,9 kg, femelles : 2,9 ± 1,4 kg) et les agneaux A/A

(quel que soit le sexe) avaient un poids à la naissance significativement inférieur à celui des autres

génotypes (test non-paramétrique de Wilcoxon, P-value=0,019, Figure 14.3).

Wilcoxon, p = 0.019
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Figure 14.3 – Effet des génotypes du SNV MMUT sur le poids à la naissance des 13
agneaux nés à l’installation expérimentale INRAE. (A) Représentation Boxplot du poids
à la naissance selon les génotypes (B) distribution du poids à la naissance par sexe (M : Mâle, F :
Femelle) et génotypes. Les agneaux homozygotes atteints sont en rouge (génotype A/A).
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14.1.3 Expression et activité de MMUT

D’après l’atlas d’expression des gènes ovins (http ://biogps.org/sheepatlas/ ; consulté le 17

février 2022), MMUT apparait fortement exprimé dans les reins et le foie (Clark et al., 2020). Les

mutations faisant apparaitre un codon stop prématuré, comme c’est le cas pour le SNV MMUT,

en plus de produire une protéine tronquée, peuvent avoir un effet indirect sur la dégradation des

ARNm du gène, phénomène connu sous le terme "nonsense-mediated mRNA decay" ou NMD

(Embree et al., 2022).

Afin de mettre en évidence ces deux phénomènes sur la protéine et l’ARNm de MMUT,

j’ai collecté des échantillons de foie et de rein sur les différents agneaux morts de différents

génotypes au SNV MMUT. Par RT-qPCR (Figure 14.4 A), j’ai mis en évidence une réduction

significative de l’expression de MMUT dans le foie chez les agneaux homozygotes mutés A/A (test

non-paramétrique de Wilcoxon, P-valeur = 0,0015) mais pas dans les reins (test non-paramétrique

de Wilcoxon, P-valeur = 0,66). J’ai également évalué l’expression de MMUT à partir d’extraits

de protéines de foie et de rein chez deux agneaux homozygotes A/A et deux homozygotes G/G.

L’analyse par Western-blot montre une expression de la protéine MMUT normale dans le rein

et le foie alors que la protéine mutée n’a pas été détectée, au moins sous une forme complète

dans les deux tissus (Figure 14.4 B). J’ai également essayé d’évaluer l’accumulation d’acide

méthylmalonique (MLA) quantifié par ELISA dans l’urine et le sang d’agneaux mutés A/A

prélevés post-mortem ou entre 1 et 5 jours après la naissance chez des animaux vivants (Figure

14.5). Cependant, aucune différence significative n’a été observée avec les taux de MLA des

agneaux G/G ou G/A (test non-paramétrique de Wilcoxon, P-valeur = 0,54 dans l’urine, test

non-paramétrique de Wilcoxon, P-valeur = 0,34 dans le plasma).
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moyennes est effectuée par un test non-paramétrique de Wilcoxon. Les barres d’erreurs indiquent
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Figure 14.5 – Dosage ELISA de l’acide méthylmalonique (MLA). La comparaison de
moyennes est effectuée par un test non-paramétrique de Wilcoxon. Les barres d’erreurs indiquent
les erreurs standards.
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14.2 Croisements CCDC65 en Lacaune

Comme pour MMUT, afin d’étudier la causalité de la mutation non-sens OAR3 : g.147,207,999

C>A (c.331G>T) dans le gène CCDC65 (LDHH6), j’ai également planifié des accouplements

à risque entre animaux Lacaune porteurs hétérozygotes de la mutation SNV (C>A) CCDC65.

Pour rappel, le SNV CCDC65 est supposé augmenter le taux de mort-nés dans les croisements à

risque. CCDC65 joue un rôle essentiel dans l’assemblage du complexe nexine-dynéine (N-DRC)

intervenant dans la régulation de la motilité des cils et des flagelles (Horani et al., 2013). Chez

l’homme, des variants de ce gène conduisent au syndrome de Dyskinésie Ciliaire Primitive. Les

résultats présentés ci-dessous sont décrits dans l’ Article 2 (publié) - Ben Braiek et al., 2022 -

Genes - A Nonsense Variant in CCDC65 Gene Causes Respiratory Failure Associated

with Increased Lamb Mortality in French Lacaune Dairy Sheep.

14.2.1 Dispositif expérimental d’accouplements des porteurs du SNV CCDC65

Des brebis laitières Lacaune (n=245) de deux troupeaux expérimentaux INRAE (Langlade et

La Fage) ont été génotypées pour la mutation c.331G>T dans CCDC65. Après génotypage, 17

brebis hétérozygotes ont été inséminées artificiellement avec de la semence fraîche de béliers por-

teurs hétérozygotes (n=3) sélectionnés parmi les animaux génotypés pour la sélection génomique

avec un statut connu à l’haplotype LDHH6 et confirmés hétérozygotes par le test de génotypage

spécifique à la mutation. Un diagnostic échographique de gestation a été réalisé entre 45 et 60

jours après l’IA. Les agneaux ont été pesés à la naissance et 15 jours après la naissance. Des

biopsies auriculaires (TSU Allflex) ont été prélevées sur les agneaux pour réaliser le génotypage

au SNV CCDC65.

14.2.2 Mortalité périnatale

Sur les 17 brebis inséminées, 11 brebis ont été diagnostiquées gestantes par échographie. Cela

correspond à une réussite à l’IA de 65%, en accord avec la réussite moyenne de 69% enregistrée

pour l’ensemble de la population laitière Lacaune (Ben Braiek et al., 2021). La durée de gestation

a été enregistrée comme normale (146 ± 2 jours) et aucun avortement ou mort-né n’a été observé.

En fin de gestation, 16 agneaux sont nés (7 mâles et 9 femelles) et ont été génotypés. Cela

représente 5 non porteurs G/G, 6 hétérozygotes G/T et 5 homozygotes mutés T/T. Tous les

agneaux ont été pesés à la naissance (mâles : 4,9±1,0 kg, femelles : 3,9±0,6 kg), et aucune

différence significative de poids à la naissance n’est observée entre les génotypes. Une deuxième

pesée a été effectuée au jour 15 et le gain moyen quotidien (GMQ) a été calculé sur la période

0-15 jours. Sur la base du test non-paramétrique de Wilcoxon, les porteurs homozygotes (T/T)

montrent un GMQ significativement plus faible par rapport aux autres agneaux (G/G ou G/T)

(Figure 14.6).

L’examen clinique a révélé des problèmes respiratoires, tels que de la tachypnée et le nez qui

coule pour 4 sur 5 agneaux T/T dès les premiers jours de vie. Malgré un traitement vétérinaire

approprié pour la suspicion de maladies infectieuses pulmonaires (basé sur l’administration de

glucocorticoïdes et d’antibiotiques), la détresse respiratoire récurrente a entraîné une baisse de

l’état corporel général (attestée par les GMQ inférieurs) conduisant à la mort naturelle ou à
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Figure 14.6 – Effet du génotype CCDC65 sur le gain quotidien moyen (GMQ) pendant
la période de 0 à 15 jours. GMQ moyen (g/jour) selon le génotype CCDC65 c.521G>T (a) et
la distribution des GMQ par sexe (M : Mâle ; F : Femelle) et génotype (b).

l’euthanasie des agneaux atteints entre 15 et 25 jours après la naissance. Une seule agnelle T/T

avec le GMQ le plus élevé (327,8 g/jour pendant la période 0–15 jours) a dépassé l’âge de sevrage

avec un syndrome respiratoire léger et a été vendue à un engraisseur. De plus, l’analyse précédente

de la cohorte de sélection génomique 2021 avait permis d’identifier un animal homozygote pour le

SNV CCDC65 (Figure 14.7). Cet agneau mâle était présent dans un centre d’élevage, et nous

avons obtenu l’information qu’il avait reçu plusieurs fois un traitement vétérinaire en raison de

problèmes respiratoires. L’agneau est finalement mort à l’âge de cinq mois et demi. Une autopsie a

été pratiquée sur les quatre agneaux T/T morts avant 25 jours. Une large hépatisation de certains

lobes pulmonaires était observable (Figure 14.8) probablement liée à une pneumonie infectieuse.
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Figure 14.7 – Bélier homozygote CCDC65 âgé de 3 mois.

Figure 14.8 – Agneau atteint homozygote CCDC65 avec lésions pulmonaires. (a)
système cœur-poumons d’un agneau homozygote atteint (b) grossissement des lobes hépatisés.
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A retenir La réalisation d’accouplements à risque en élevages ou en installations expérimentales

a permis de valider la causalité et le caractère récessif létal des mutations découvertes dans

MMUT et CCDC65. Les observations réalisées sur les agneaux homozygotes ont effectivement

montré qu’elles conduisent à de la mortalité périnatale ou juvénile (CCDC65 ), mais dont il

reste à connaître plus précisément les causes syndromiques, acidémie methylmalonique pour

MMUT et dyskinésie ciliaire pour CCDC65 comme chez l’homme. ■



15. Anomalies génétiques en lien avec des dé-
fauts morphologiques

Au travers de ce chapitre, l’objectif est de mieux comprendre l’association entre les haplotypes

en déficit (LDHH4, LDHH11, MTRDHH4 et MTRDHH5) liés à des mutations déjà connues dans

les gènes SOCS2, RXFP2 et ASIP décrits dans le paragraphe 12.3.2.2, pour lesquels les génotypes

sont disponibles et extraits des puces basse densité.

15.1 SOCS2 : stature et sensibilité aux mammites

Nous avons vu précédemment que LDHH11 était associé partiellement à la mutation faux-sens

g.139,302,270C>T (p.Arg96Cys) dans SOCS2. Pour rappel, cette mutation a été découverte pour

son lien avec le comptage des cellules somatiques dans le lait et la sensibilité/résistance aux

mammites chez la brebis Lacaune (Rupp et al., 2015). Elle exerce également un effet pléiotropique

sur la croissance, le gabarit et la production laitière. Afin de mieux comprendre le lien entre

LDHH11 et SOCS2, j’ai extrait tous les haplotypes (fréquence 1%, déficit > 0) présents dans cette

région, nommés "LDHH11a" à "LDHH11f", triés par P-valeur croissante (Figure 15.1). Initialement

lors de la première analyse en Mars 2019 (19 102 animaux Lacaune), j’ai identifié un seul haplotype

qui correspondait aux critères (fréquence ≥1%, déficit ≥75% et P-Poisson ≤1, 9×10−4) définissant

LDHH11 (appelé par la suite LDHH11b). Cependant, lors de la nouvelle analyse de Septembre

2022 (35 221 animaux Lacaune), j’ai identifié un nouvel haplotype significativement en déficit

dans la même région (nommé LDHH11a). L’analyse d’association entre le statut à LDHH11a et

les génotypes à la mutation dans SOCS2 montre également une forte association (Figure 15.2

A). Afin, d’identifier d’autres haplotypes associés à SOCS2, j’ai fait ce travail d’association pour

les 7 haplotypes ayant une fréquence ≥1%. Ainsi, on observe trois haplotypes qui se comportent

de la même manière : LDHH1a, b et c et qui signent la mutation SOCS2. En effet, tous les

animaux hétérozygotes à ces haplotypes sont hétérozygotes à la mutation (Figure 15.2 A, B et

C). De plus, si l’on regarde la composition en marqueurs de ces trois haplotypes (Figure 15.1),

on constate qu’ils partagent un haplotype plus court de 7 marqueurs de la position 2104 à 2110

(appelé hap_SOCS2 "AGGGGGG") juste avant la mutation dans SOCS2. L’association entre

hap_SOCS2 et les génotypes à la mutation montre clairement une association très forte (Figure

15.2 H). De plus, hap_SOCS2 est en déséquilibre de liaison modéré avec les haplotypes LDHH1a,

b et c (DL compris entre 12% et 24% ; Figure 15.3).

Pour rappel LDHH4, localisé à seulement 62kb de LDHH11, était également lié à SOCS2

(voir paragraphe 12.3.2.2). Afin de confirmer ce lien, j’ai calculé le déséquilibre de liaison entre

LDHH4 et les différents haplotypes signant SOCS2 (LDHH1a, b et c, hap_SOCS2) (Figure 15.3).

On constate que LDHH4 est en fort déséquilibre de liaison avec l’haplotype LDHH11c (81%)
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Figure 15.1 – Liste des 7 haplotypes localisés dans la région de LDHH11. NbAtt=
nombre d’animaux homozygotes attendus ; NbObs= nombre d’animaux homozygotes observés ;
NbObs pop= nombre d’animaux homozygotes observés dans l’ensemble de la population génotypée
(n=35 221) ; Freq he= fréquence des porteurs hétérozygotes. La région LDHH11 est définie par 33
marqueurs SNP (marqueurs SNP à la position 2102 à 2134). La mutation OAR3 :g.139,302,270C>T
dans SOCS2 est située entre le marqueur 2110 (g.139,262,478A>G) et 2111 (g.139,590,385A>G).
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Figure 15.2 – Lien entre le statut aux haplotypes identifiés dans la région LDHH11
et la mutation OAR3 :g.139,302,270C>T dans SOCS2. Le génotypage spécifique de la
mutation a été extrait de la puce basse densité à partir du millésime 2015 (n=22 084).
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et modérément avec hap_SOCS2 (DL de 9% dans l’ensemble de la population). Cependant,

LDHH4 n’existe que dans le schéma Ovitest et ce déséquilibre de liaison avec hap_SOCS2

passe à 17% si l’on ne considère que les animaux Ovitest (n=17 409). La mutation dans SOCS2

n’est pas connue pour avoir des caractéristiques récessives létales et ne peut donc pas constituer

une mutation causale. Je fais l’hypothèse que LDHH4 contient une mutation récessive létale (0

animaux homozygotes observés dans la population alors que 11 sont attendus) qui est apparue

dans un haplotype contenant l’allèle muté g.139,302,270T et subit un phénomène d’ "auto-stop"

avec la mutation SOCS2 en sélection.
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Figure 15.3 – Déséquilibre de liaison entre LDHH4 et les différents haplotypes signant
SOCS2 (LDHH1a, b et c ; hap_SOCS2). L’haplotype hap_SOCS2 (7 marqueurs) permet
de prédire la phase de l’haplotype portant l’allèle muté de la mutation dans SOCS2.

15.2 ASIP : coloration de la toison

Précédemment, j’ai également fait l’hypothèse que MTRDHH5 était associé partiellement à

une délétion connue de 5pb dans ASIP (OAR13 :g.66,475,132_66,475,136del) liée à la couleur de

toison noire à l’état homozygote. Afin de mieux comprendre pourquoi cette région contenant ASIP

est en déficit d’homozygotes, j’ai extrait tous les haplotypes (fréquence ≥1%, déficit > 0) présents

dans cette région, nommés MTRDHH5a à MTRDHH5k, triés par P-valeur croissante (Figure

15.4). L’haplotype MTRDHH5 initialement identifié correspond à l’haplotype MTRDHH5a, et il

est le seul des 11 haplotypes à satisfaire les critères de sélection (fréquence ≥1%, déficit ≥75% et

P-Poisson ≤1, 9× 10−4). L’analyse d’association entre le statut aux 11 haplotypes identifiés dans

la région MTRDHH5 et la délétion de 5pb dans ASIP, montre un fort lien pour 8 d’entre-eux

(MTRDHHa, c, d, f, i, j, k) (Figure 15.5). En effet, tous les animaux hétérozygotes porteurs des

haplotypes sont hétérozygotes Ins/Del à la mutation. Trois haplotypes (MTRDHHb, e et g) ne sont

pas liés à la mutation. Lorsque l’on regarde les différents marqueurs qui composent les haplotypes,

il est difficile de distinguer un haplotype recombinant plus court signant la délétion comme

identifié avec la mutation SOCS2 (Figure 15.4). Seul le marqueur en position 921 (s13874.1,

g.66795891A>C) permet de discriminer les deux groupes d’haplotypes (allèle A associé à la

délétion et allèle C associé à l’insertion).

Ainsi, avec l’analyse de déficit, on est capable d’identifier l’haplotype le plus fréquent (16%

d’animaux porteurs hétérozygotes pour MTRDHH5a), associé partiellement à la mutation. Dans

l’ensemble de la population génotypée, 14 animaux homozygotes à MTRDHH5 sont observés
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dont 12 sont des femelles. Pour les brebis MTR, nous avons accès aux informations de qualifi-

cation/disqualification comme mères à béliers. Grâce à cette information, 10 brebis sur les 12

homozygotes sont disqualifiées pour être de couleur noire. En effet, le schéma de sélection géno-

mique n’autorise pas le génotypage des agneaux noirs car non conformes aux standards de la race

pour être futurs reproducteurs (Figure 15.6). Ainsi, la délétion dans ASIP partiellement associée

à l’haplotype MTRDHH5 pourrait expliquer le déficit partiel observé d’animaux homozygotes par

la contre-sélection des agneaux mâles de couleur noire.



222 Chapitre 15. Anomalies génétiques en lien avec des défauts morphologiques

Haplotype

NbAtt

NBObs

NBObs pop

Freq he

Déficit

P-Poisson

899

900

901

902

903

904

905

906

907

908

909

910

911

912

913

914

915

916

917

ASIP

918

919

920

921

922

923

924

925

926

927

M
T

R
D

H
H

5a
51

8
14

16
.1
%

84
%

7.
2E

-1
4

A
G

A
A

A
A

A
A

G
G

A
G

A
A

G
G

A
A

G
A

A
G

A
A

A
G

A
A

G
M
T
R
D
H
H
5b

28
23

33
13
.0
%

17
%

2.
1E

-0
1

G
G

C
A

A
A

A
G

A
A

A
G

A
A

G
G

A
A

G
A

A
G

C
A

A
G

G
G

A
M
T
R
D
H
H
5c

72
66

94
20
.9
%

9%
2.
4E

-0
1

A
G

A
A

A
A

A
A

G
G

A
G

A
A

G
G

A
A

G
C

G
G

A
A

A
G

G
G

G
M
T
R
D
H
H
5d

2
1

2
4.
8%

57
%

3.
2E

-0
1

G
G

C
G

C
A

A
A

G
G

G
G

G
C

A
A

A
A

G
A

A
G

A
A

A
G

A
A

A
M
T
R
D
H
H
5e

11
9

10
9.
4%

19
%

3.
2E

-0
1

A
G

A
G

C
A

A
G

G
A

A
G

G
A

G
G

A
A

G
C

A
A

C
A

C
G

G
G

A
M
T
R
D
H
H
5f

1
0

0
3.
8%

10
0%

3.
3E

-0
1

G
G

C
G

C
A

A
A

G
G

G
G

G
C

A
A

A
A

G
C

A
G

A
A

A
G

A
A

G
M
T
R
D
H
H
5g

9
8

9
8.
9%

8%
5.
0E

-0
1

A
A

A
A

A
A

A
G

G
A

A
G

G
C

G
G

A
A

G
C

A
A

C
A

C
G

G
G

A
M
T
R
D
H
H
5h

1
0

0
2.
5%

10
0%

5.
6E

-0
1

G
G

A
G

C
A

A
A

A
G

A
G

A
A

A
A

G
A

G
A

A
G

A
A

A
G

G
G

G
M
T
R
D
H
H
5i

1
0

0
2.
8%

10
0%

5.
7E

-0
1

A
A

A
A

A
A

A
A

G
A

A
G

G
A

G
G

G
A

G
A

A
G

A
A

A
G

G
G

G
M
T
R
D
H
H
5j

0
0

0
2.
6%

10
0%

6.
2E

-0
1

A
G

C
G

C
G

G
G

G
G

G
G

A
A

G
G

A
A

G
C

G
G

A
A

A
G

A
A

G
M
T
R
D
H
H
5k

0
0

0
1.
8%

10
0%

6.
6E

-0
1

A
A

A
A

A
A

A
G

G
G

A
G

A
A

G
G

A
A

G
C

G
G

A
A

A
G

G
G

G

Figure 15.4 – Liste des 11 haplotypes localisés dans la région de MTRDHH5. NbAtt=
nombre d’animaux homozygotes attendus ; NbObs= nombre d’animaux homozygotes obser-
vés ; NbObs pop= nombre d’animaux homozygotes observés dans l’ensemble de la population
génotypée (n=7 405) ; Freq he= fréquence des porteurs hétérozygotes. La région MTRDHH5
est définie par 29 marqueurs SNP (marqueurs SNP à la position 899 à 927). La mutation
OAR13 :g.66,475,132_66,475,136del (Délétion 5pb) dans ASIP est située entre le marqueur 917
(g.66,160,896A>G) et 918 (g.66,693,760A>C).
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Figure 15.5 – Lien entre le statut aux haplotypes identifiés dans la région MTRDHH5
et la mutation OAR13 :g.66,475,132_66,475,136del (délétion 5pb) dans ASIP. Le
génotypage spécifique de la mutation a été extrait de la puce basse densité pour les agneaux
génomique de la cohorte 2021 (n=668).
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Figure 15.6 – Agneau noir Manech Tête Rousse

15.3 RXFP2 : cornage et cryptorchidie

Précédemment, nous avons pu voir un lien possible entre l’haplotype MTRDHH4 et deux

polymorphismes du gène RXFP2 : une nouvelle mutation faux-sens g.31,038,357G>A prédite

avec un impact modéré (p.Ser26Leu, score Polyphen-2 0,66) et une insertion de 1,8kb dans le 3’

UTR du gène connue pour être associée au phénotype sans cornes chez les ovins. En parallèle de

mon travail sur les analyses de déficit en homozygotes, dans le cadre du projet PRESAGE de

construction d’un observatoire des anomalies génétiques chez les petits ruminants, j’ai participé

à l’Action 4 (Déterminisme génétique des anomalies) pour étudier un cas pilote portant sur

l’étude du déterminisme génétique du cornage et de la cryptorchidie en Manech Tête Rousse.

Si l’on retrace l’histoire de la race, les Manech Tête Rousse ont été importées en France dans

les années 1970, issues des Latxa Carra Rubia du pays basque espagnol (Legarra et al., 2014).

A l’origine, les éleveurs français ont fait le choix de sélectionner des animaux sans cornes (ce

phénotype ségrégeant dans la population). Cependant, à la fin des années 80, 1/3 des agneaux

candidats à la sélection étaient cryptorchides (non descente uni ou bilatérale des testicules dans le

scrotum, Figure 15.7) et donc infertiles. Afin de faire face à ce problème, une stratégie avait été

mise en place partant du constat que tous les pères des cryptorchides étaient sans cornes (tête

plate ou parfois un creux au départ attendu des cornes). Elle consistait donc à ne sélectionner

comme reproducteurs mâles que des agneaux cornus issus de mères non cornues. Ces animaux

produiraient à leur tour des mâles (possiblement avec des cornes mais non cryptorchides) et

des femelles sans cornes pour les élevages. A l’heure actuelle le problème n’est pas vraiment

résolu puisque 20% des femelles élites (mères à béliers) sont disqualifiées sur standard en raison

de la présence de cornes, et 5% des agneaux candidats sont encore écartés de la sélection car

cryptorchides. C’est dans ce contexte que j’ai été amené à réfléchir de façon globale au lien entre

MTRDHH4, RXFP2, le cornage et la cryptorchidie.
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Figure 15.7 – Cas de cryptorchidie en race Manech Tête Rousse. (A) Agneau témoin (7
jours), (B) Agneau témoin (7 mois), (C) Agneau cryptorchide bilatéral (7 jours), (D) Agneau
cryptorchide unilatéral (7 mois).

15.3.1 Ségrégation de la mutation cornage en Manech Tête Rousse

La présence de cornes permet aux ruminants de se défendre des prédateurs et a un rôle

important dans les interactions sexuelles. Cependant, lors de la domestication, les animaux

naturellement sans cornes ont été sélectionnés pour les facilités d’élevage. Un déterminisme

génétique de la présence/absence de cornes a été identifié par Wiedemar et Drögemüller (2015)

sous la forme d’un rétrogène, une insertion anti-sens d’un ARN épissé issu du gène EEF1A1

(Eukaryotic Translation Elongation Factor 1 Alpha 1 ) dans la partie 3’UTR du gène RXFP2

(Relaxin/Insulin-like Family Peptide Receptor 2 ) (OMIA 000483-9940).

Cette mutation de type insertion/délétion est connue dans de nombreuses races ovines, respon-

sable du sans cornes plus particulièrement lorsque l’insertion est à l’état homozygote (génotype

As/As). La localisation de la mutation est décrite dans la Figure 15.8. Cette insertion ajoute une

séquence d’ARN antisens de EEF1A1 à l’extrémité 3’UTR du transcrit RXFP2. L’hypothèse

fonctionnelle d’action de cette mutation est une interférence ARN, comme le mécanisme décrit

pour la mutation contrôlant le type de toison (Demars et al., 2017). Les transcrits du gène

EEF1A1 (NC_040259.1, OAR8 :282,488-288,942pb) se lieraient à l’extrémité 3’ de l’ARNm

RXFP2 muté inséré, donnant un hybride ARN double brin qui serait dégradé, réduisant ainsi les

niveaux de production de la protéine RXFP2. La dose de RXFP2 ne serait donc plus suffisante
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Figure 15.8 – Description de la mutation de type insertion/délétion dans le 3’UTR
du gène RXFP2 responsable de l’absence/présence de cornes.

pour le développement initial des cornes.

Afin de déterminer si la mutation ségrége dans les races laitières françaises (Figure 15.9), j’ai

extrait les marqueurs de la puce basse densité (RXFP2_insert_L1 (A/G) et RXFP2_insert_R1

(A/T)) qui permettent de fournir le génotypage à la mutation présence/absence de cornes. Ainsi,

on constate que l’insertion (As) est fixée en Lacaune (race sans cornes) mais n’existe pas dans les

races cornues Basco-Béarnaise et Manech tête Noire. Dans la race Corse (race cornue), on observe

une faible ségrégation de l’allèle "As" avec une fréquence de 0,01. De manière intéressante, l’allèle

"As" sans cornes ségrége dans la population Manech Tête Rousse, pour laquelle on observe des

animaux cornus et sans cornes, avec une fréquence allélique de 0,62 (Figure 15.10).

Afin de caractériser l’effet de la mutation, 1 008 mâles (324 béliers adultes du CIA et 684

agneaux génomiques de la cohorte 2021) et 414 brebis Manech Tête Rousse génotypées ont été

phénotypées pour le cornage en trois catégories : cornes, absence de cornes et le phénotype

intermédiaire présentant des bourgeons de cornes ou chicots. L’analyse génotype/phénotype

montre un déterminisme génétique dominant du cornage chez le mâle. En effet 68% des mâles

hétérozygotes "+/As" ont soit des cornes développées soit des chicots. Chez la femelle, le

déterminisme semble récessif, les deux copies de la délétion sont nécessaires pour avoir des cornes

(Figure 15.11). A noter que chez la femelle les cornes sont beaucoup moins développées que chez

le mâle (Figure 15.10).

Ainsi, la mutation As dans le 3’UTR du gène RXFP2 ségrége en race Manech Tête Rousse.

L’absence d’insertion As (+/+) conduit à des animaux cornus. A l’état hétérozygote (+/As), on

retrouve des animaux cornus, avec chicots ou sans cornes et à l’état homozygote inséré (As/As),
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Figure 15.9 – Distribution des génotypes de l’insertion "As" de 1,8kb dans RXFP2
pour la cohorte d’agneaux MTR de la sélection génomique 2021 (n=4 477).

la mutation conduit à l’absence de cornes (Figure 15.12).
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Figure 15.10 – Cornage en Manech Tête Rousse. (A) Bélier sans cornes, (B) Bélier cornu,
(C, D) Béliers avec chicots (bourgeons de cornes plus ou moins développés), (E,F) Femelles
cornues.
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Figure 15.11 – Lien entre les génotypes à l’insertion "As" de 1,8kb dans le gène
RXFP2 et les phénotypes de cornage (A) chez les mâles (n=1 008) et (B) chez les
femelles (n=414). Horned= animal cornu, Scurred= animal avec chicots (bourgeons de cornes
variables de quelques centimètres), Polled= animal sans cornes. Le phénotype des femelles a été
établi à partir du fichier de qualification de la race (disqualification lorsque la brebis possède des
cornes). Des lettres différentes indiquent des différences statistiquement significatives (Test de
Fisher, P<0,05).
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Figure 15.12 – Effet de l’insertion "As" de 1,8kb dans le gène RXFP2 sur le phénotype
de cornage en race Manech Tête Rousse.
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15.3.2 Etude de l’expression de RXFP2

Aucune publication à ce jour n’a étudié finement le mécanisme moléculaire de la mutation. Afin

de travailler sur ce sujet, j’ai collaboré avec Aurélien Capitan (INRAE), Julie Rivière (INRAE)

et Aurélie Bonnet (Elliance) possédant des échantillons biologiques d’intérêt.

Une première étape s’est focalisée sur l’expression de RXFP2 en immunohistochimie (IHC) à

partir d’échantillons de peau frontale et de bourgeon de corne d’un fœtus témoin de génotype

"+/+" à 76 jours post-fécondation. Les échantillons ont été fixés dans du formol à 10% pendant

24 heures et inclus dans la paraffine selon les protocoles histologiques standard. Des sections de

cinq micromètres d’épaisseur ont été montées sur des lames adhésives (Klinipath-KP-PRINTER

ADHESIVES). L’immunomarquage a été réalisé à l’aide du système de coloration Leica Bond

RXm IHC avec le kit Bond Polymer Refined (DS9800) et un anticorps dirigé contre l’extrémité

N-terminale de RXFP2 (https ://www.sigmaaldrich.com/FR/fr/product/sigma/sab2900590) dilué

à 1%. Après révélation, les lames ont été scannées (Pannoramic Scan 150 ; 3D Histech) pour

visualisation (Viewer CaseCenter 2.9 ; 3D Histech). L’analyse IHC montre une expression très

localisée de RXFP2 dans l’épiderme et certaines cellules des follicules pileux (Figure 15.13).

La seconde étape consistait à étudier l’expression de RXFP2 dans des tissus de génotype

"+/+" et "As/As" par PCR quantitative pour tenter de mettre en évidence un effet dose de

l’allèle "As". Ces expérimentations sont en cours de réalisation.
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Figure 15.13 – Immunomarquage de la protéine RXFP2 dans des coupes tissulaires
de peau frontale et de bourgeon de corne d’un fœtus témoin (+/+) à 76 jours post-
fécondation. Neg. : contrôle négatif. Les panneaux inférieurs représentent des agrandissements
des follicules pileux (à gauche), du derme supérieur et de l’épiderme (à droite). Barres = 100
µm. ep= épiderme ; de=derme ; hf=follicule pilleux. Travail réalisé par Julie Rivière et Aurélien
Capitan (INRAE).
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15.3.3 Identification d’une mutation causale de la cryptorchidie

Dans la littérature, la cryptorchidie est une anomalie connue dans de nombreuses espèces.

Chez l’homme, de nombreuses mutations sont identifiées dans le gène INSL3 (insulin-like-3 )

(OMIM 219050). Ce gène code pour une hormone appartenant à la superfamille des peptides

analogues à l’insuline et est le seul ligand physiologique connu du récepteur RXFP2, dont la

signalisation est couplée aux protéines G (GPCR). Le complexe INSL3/RXFP2 a un rôle essentiel

dans le développement du gubernaculum pour la descente transabdominale initiale du testicule

et dans le maintien d’une bonne santé reproductive chez l’homme (Esteban-Lopez & Agoulnik,

2020). Des mutations localisées dans RXFP2 sont également causales pour la cryptorchidie chez

l’homme (Ayers et al., 2019).

Une mutation dans l’un des deux gènes pourrait donc avoir des conséquences sur la descente

des testicules. Ainsi, j’ai extrait les variants ségrégeant dans les séquences tout génome des 22

Manech Tête Rousse disponibles et présents dans les 2 gènes candidats fonctionnels pour expliquer

la cryptorchidie, INSL3 et RXFP2 (Figure 15.14 A et C). La recherche de variants, avec un

impact prédit modéré ou fort, met en évidence 9 mutations candidates (8 mutations faux-sens et

une mutation décalage cadre de lecture) dans le gène RXFP2 mais aucun variant candidat n’est

localisé dans le gène INSL3 (Table 15.1).

Table 15.1 – Liste des mutations identifiées en Manech Tête Rousse localisées dans
le gène RXFP2 . Seules les mutations prédites avec un impact modéré ou fort sont considérées.
Les positions sont données sur la version du génome ovin Oar_rambouillet_v1.0.

Mutation Annotation Conséquence fonctionnelle

g.31,038,419G>T Exon 1, RXFP2 (c.15C>A) MODERATE, faux-sens (p.His5Gln)

g.31,038,408G>A Exon 1, RXFP2 (c.26C>T) MODERATE, faux-sens (p.Ser9Phe)

g.31,038,397C>T Exon 1, RXFP2 (c.37G>A) MODERATE, faux-sens (p.Glu13Lys)

g.31,038,357G>A Exon 1, RXFP2 (c.77C>T) MODERATE, faux-sens (p.Ser26Leu)

g.31,038,351A>G Exon 1, RXFP2 (c.83T>C) MODERATE, faux-sens (p.Ile28Thr)

g.31,002,724C>G Exon 4, RXFP2 (c.377G>C) MODERATE, faux-sens (p.Lys126Ser)

g.30,974,959C>T Exon 14, RXFP2 (c.1117G>A) MODERATE, faux-sens (p.Glu373Lys)

g.30,964,387delC Exon 18, RXFP2 (c.2050delG) HIGH, frameshift (p.Val684Serfs*8)

g.30,964,378G>A Exon 18, RXFP2 (c.2059C>T) MODERATE, faux-sens (p.Leu687Phe)

On retrouve le variant g.31,038,357G>A (c.77C>T, p.Ser26Leu) dans l’exon 1 de RXFP2

initialement associé à MTRDHH4. Mais, compte tenu des conséquences fonctionnelles prédites des

mutations, j’ai priorisé la mutation g.30,964,387delC (c.2050delG) dans l’exon 18 du gène RXFP2,
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car elle crée un décalage du cadre de lecture et conduit à l’apparition prématurée d’un codon

stop en position 691 (p.Arg246Alafs*3). Cette mutation entraîne la perte du dernier domaine

transmembranaire et de la queue C-terminale du récepteur RXFP2 (p.Val684Serfs*8) (Figure

15.14 D et E).

Afin de valider la mutation candidate OAR10 :g.30,964,387delC identifiée dans le gène RXFP2,

des agneaux atteints de cryptorchidie (bilatérale n=134, unilatérale n=23) et des agneaux témoins

(n=53) ont été phénotypés pour la cryptorchidie et le cornage, 7 jours après leur naissance. Des

prélèvements sanguins ont été réalisés sur ces animaux pour réaliser les génotypages. Ces animaux

viennent compléter les échantillons des 1 008 mâles non cryptorchides par définition puisqu’il

s’agit des 324 béliers adultes actifs du CIA et des 684 agneaux génomiques de la cohorte 2021

sélectionnés pour être reproducteurs. Afin de génotyper la mutation sur ces 1 218 mâles, j’ai

développé un test moléculaire spécifique de la mutation (voir Annexe : Table 21.1).

L’étude des effets des deux mutations, insertion 1,8kb (+, As) et c.2050delG (+, DelG), dans

le gène RXFP2 sur le développement des cornes et la descente testiculaire est représentée dans

la Figure 15.15. On confirme que l’insertion "As" à l’état homozygote est bien responsable de

l’absence de cornes chez le mâle (61% d’animaux sans cornes sont As/As). Cependant, si on

associe un allèle DelG, on accentue le phénotype avec plus de 90% de sans cornes, et cela passe à

quasiment 100% chez les double-homozygotes As/As_DelG/DelG. L’effet est encore plus flagrant

sur les hétérozygotes +/As dont la proportion de sans cornes passe de 14% à 72% en présence

d’un allèle DelG (+/As_+/DelG). Ceci indique un effet fonctionnel de la mutation DelG sur le

cornage. Étonnement, l’allèle DelG n’est jamais retrouvé sans la présence de l’allèle As. L’allèle

DelG semble donc être en déséquilibre de liaison total avec l’insertion "As".

Concernant le phénotype de descente testiculaire (Figure 15.15 B), on constate que la très

grande majorité des cas de cryptorchidie bilatérale est de génotype DelGAs/DelGAs, alors que les

mâles As/As sont normaux. Ceci indique que la mutation DelG dans RXFP2 serait responsable

de la cryptorchidie chez les agneaux MTR. En complément, tous les agneaux cryptorchides

unilatéralement sont hétérozygotes à cette mutation (+/DelG). L’association des mutations As et

DelG dans RXFP2 expliquerait donc à elle-seule le lien observé par les éleveurs entre absence de

cornes et cryptorchidie en race MTR. Dans la cohorte d’agneaux 2021, la mutation c.2050delG

ségrége à une fréquence allélique de 0,17.

Afin de mieux caractériser l’effet des deux mutations, 200 béliers du CIA âgés de 1 an et demi,

et issus de la cohorte sélection génomique 2021 pour lesquels un phénotypage avait été réalisé à

3 mois, ont été phénotypés pour le diamètre de la base des cornes (avec un pied à coulisse) et

la circonférence scrotale (avec un mètre ruban) (Figure 15.16). On retrouve un effet dose des

deux mutations en lien avec le cornage, avec un effet fort de la mutation c.2050delG à l’état

hétérozygote qui réduit la circonférence des cornes. Cependant, les deux mutations n’ont aucun

effet sur la circonférence scrotale des béliers.

Avec cette étude, j’ai identifié une nouvelle mutation récessive responsable de la cryptorchidie

chez les ovins mâles. Cette mutation OAR10 : g.30,964,387delC dans le gène RXPF2 (c.2050delG),

située en amont de la mutation As liée au cornage, semble a minima capable de contrôler également

le cornage renforçant l’effet de la mutation As. En parallèle, j’ai génotypé la mutation c.2050delG
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chez 413 brebis phénotypées pour le cornage (Figure 15.17). On constate que les brebis cornues

sont de génotypes +/+ (non porteuses des deux mutations). La présence d’une seule copie de

l’allèle "As" suffit pour avoir des brebis sans cornes. Néanmoins, j’ai aussi identifié 13 brebis sans

cornes de génotype DelGAs/DelGAs pour lesquelles on imagine un effet sur la reproduction de

ces brebis. En effet, INSL3, ligand de RXFP2, est largement exprimé par les cellules ovariennes

spécifiquement chez les ruminants et constitue un régulateur majeur de la physiologie de la

reproduction femelle (Ivell & Anand-Ivell, 2018). Cependant, l’étude des carrières reproductives

de ces brebis ne permet pas de mettre en évidence un impact de la mutation DelG à l’état

homozygote chez la femelle.

Finalement, le lien entre les deux mutations, l’insertion de 1,8kb (As) et la délétion c.2050delG,

identifiées dans le gène RXFP2 et l’impact sur les phénotypes de cornage et cryptorchidie est

synthétisé dans la Figure 15.18. On fait l’hypothèse que la mutation c.2050delG est apparue dans

un haplotype sans cornes contenant l’allèle As. La sélection des animaux sans cornes a tiré la

mutation responsable de la cryptorchidie par le phénomène d’auto-stop.

La rétro-insertion de 1,8kb dans RXFP2, responsable de l’absence de cornes est une mutation

connue dans de nombreuses races ovines. On peut donc supposer que la nouvelle mutation

c.2050delG dans RXFP2, en déséquilibre de liaison avec l’allèle As, existe également dans d’autres

races. Pour répondre à cette question, j’ai génotypé les deux mutations de RXFP2 sur un

panel d’ADN "diversité ovine" comprenant des animaux issus de nombreuses races laitières et

allaitantes (Rochus et al., 2018) (Figure 15.19). On observe que la mutation DelG responsable

de la cryptorchidie ségrége dans les populations Manech Tête Rousse (FRA), Latxa Cara Rubia

(ESP), Latxa Cara Negra Euskadi (ESP), Mérinos d’Arles (FR) et Causse du Lot (FRA) pour

lesquelles ségrége aussi l’allèle "As".
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Figure 15.15 – Effets des deux mutations, insertion 1,8kb (+, As) et c.2050delG (+,
DelG), dans le gène RXFP2 sur le développement des cornes (A) et la descente
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Figure 15.19 – Distribution des génotypes de l’insertion de 1,8kb (A) et de la délétion
c.2050delG (B) identifiées dans le gène RXFP2 dans un panel diversité composé de
29 races ovines. Le nombre d’individus par race varie entre 17 et 40.
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15.3.4 Lien entre MTRDHH4 et cryptorchidie

Précédemment, nous avons fait l’hypothèse que MTRDHH4, qui contient le gène RXFP2, est

associé partiellement à l’insertion de 1,8kb dans le gène RXFP2 en lien avec le cornage. Avec

la nouvelle mutation identifiée dans RXFP2 (c.2050delG) responsable de la cryptorchidie, il est

probable que le déficit dans la région de MTRDHH4 soit en fait lié à la cryptorchidie. En effet,

les agneaux cryptorchides sont de fait écartés de la sélection (incapacité reproductive future) et

ne sont donc pas génotypés. D’ailleurs, l’équilibre des génotypes à cette mutation pour la cohorte

d’agneaux 2021 pour la sélection génomique (n=684) ne respecte pas la loi d’Hardy-Weinberg

(Chi2 = 27,65, df= 2, P-valeur= 9, 9× 10−7), avec un déficit total d’animaux homozygotes (19

attendus, zéro observé).

Afin de mieux comprendre cette région, j’ai extrait tous les haplotypes (fréquence ≥1%,

déficit > 0) présents dans cette région, nommés MTRDHH4a à MTRDHH5m, triés par P-valeur

croissante (Figure 15.20). Initialement lors de la première analyse en Août 2021 (6 845 animaux

MTR), j’ai identifié un seul haplotype satisfaisant les critères (fréquence ≥1%, déficit ≥75% et

P-Poisson ≤1, 9× 10−4) et définissant MTRDHH4 (appelé par la suite MTRDHH4b). Cependant,

lors de la nouvelle analyse de Septembre 2022 (7 405 animaux MTR), j’ai identifié un nouvel

haplotype significativement en déficit dans la même région (nommé MTRDHH4a) pour lequel 11

animaux homozygotes sont attendus alors que 2 sont observés.

L’analyse d’association entre le statut aux 11 haplotypes identifiés dans la région MTRDHH4

et la mutation c.2050delG dans RXFP2, montre un fort lien pour 5 haplotypes de la région

MTRDHHa, b, g, h et l (Figure 15.21). En effet, tous les animaux hétérozygotes porteurs de ces

haplotypes sont hétérozygotes à la mutation. Lorsque l’on regarde les différents marqueurs qui

composent ces haplotypes associés, on distingue un haplotype recombinant plus court, composé

de 4 marqueurs "AGGC" en position 453 à 456, entourant la mutation c.2050delG (Figure 15.20).

On retrouve également cet haplotype plus court "AGGC" dans les haplotypes MTRDHH4c, f

et k, possiblement porteurs de formes ancestrales de l’haplotype plus court sans la mutation

c.2050delG. L’analyse d’association avec l’insertion de 1,8kb dans RXFP2 confirme bien que la

mutation c.2050delG n’existe que dans les haplotypes associés à l’allèle sans cornes "As" (Figure

15.22). Tous les animaux hétérozygotes aux haplotypes MTRDHH4a, b, g, h ou l ne sont pas

porteurs de l’allèle sauvage du cornage.

Cependant, pour les haplotypes MTRDHH4a et b associés à la mutation c.2050delG, on

observe 2 animaux homozygotes à l’haplotype pour MTRDHH4a et 1 animal homozygote à

l’haplotype pour MTRDHH4b (Figure 15.20). En réalité, ces trois animaux sont des femelles,

certainement mères à béliers, ne présentant pas de défauts morphologiques visibles et sans cornes.

En conclusion, la mutation c.2050delG dans RXFP2, responsable de la cryptorchidie en

auto-stop avec la mutation sans cornes (allèle "As"), est très certainement responsable du déficit

en animaux homozygotes identifié par l’haplotype MTRDHH4.



240 Chapitre 15. Anomalies génétiques en lien avec des défauts morphologiques

Haplotype

nbAtt

NBObs

NbObs pop

Freq he

Déficit

P-Poisson

441

442

443

444

445

446

447

448

449

450

451

452

453

454

455

456

457

458

459

460

461

462

463

464

465

466

467

468

469

470

M
T

R
D

H
H

4a
14

2
2

9.
7%

86
%

1.
04
E
-0
4

A
A

A
A

G
A

A
G

A
G

A
G

A
G

G
C

G
A

A
G

A
A

A
G

A
A

G
A

G
A

M
T

R
D

H
H

4b
11

1
1

8.
4%

91
%

1.
45
E
-0
4

G
G

G
A

A
G

A
A

A
G

G
A

A
G

G
C

A
A

G
G

G
A

A
G

A
G

A
G

A
A

M
T

R
D

H
H

4c
29

18
27

13
.7
%

38
%

1.
94
E
-0
2

A
A

A
G

A
A

C
A

G
G

G
A

A
G

G
C

A
A

A
A

G
G

G
G

G
G

G
A

G
G

M
T
R
D
H
H
4d

14
9

15
9.
9%

37
%

9.
52
E
-0
2

A
A

A
G

A
G

A
G

A
G

A
G

A
G

G
A

A
G

A
G

G
A

A
A

A
A

G
A

A
A

M
T
R
D
H
H
4e

7
4

6
6.
2%

43
%

1.
75
E
-0
1

G
G

G
G

A
G

A
G

A
G

G
G

A
G

A
A

A
A

A
G

G
G

G
G

A
G

A
G

A
A

M
T

R
D

H
H

4f
26

21
30

12
.6
%

19
%

1.
87
E
-0
1

G
A

A
G

A
G

A
G

A
G

A
A

A
G

G
C

G
A

A
A

G
G

G
A

A
G

G
G

A
G

M
T

R
D

H
H

4g
1

0
0

3.
6%

10
0%

2.
59
E
-0
1

G
G

G
A

G
A

A
G

A
A

A
A

A
G

G
C

G
A

A
G

A
A

A
G

A
A

G
A

G
A

M
T

R
D

H
H

4h
1

0
0

3.
1%

10
0%

3.
23
E
-0
1

G
G

G
G

A
G

A
A

A
A

G
A

A
G

G
C

A
A

A
G

A
A

A
G

A
G

G
G

A
A

M
T
R
D
H
H
4i

1
0

0
2.
7%

10
0%

3.
61
E
-0
1

G
G

G
G

A
G

C
A

A
A

G
G

A
G

G
A

G
A

G
A

G
G

G
G

G
G

A
G

A
G

M
T
R
D
H
H
4j

5
4

4
6.
6%

24
%

4.
00
E
-0
1

G
G

G
A

G
A

A
G

A
G

A
G

A
G

G
A

A
G

A
G

A
A

A
G

A
A

G
A

A
A

M
T

R
D

H
H

4k
14

13
17

9.
7%

4%
5.
10
E
-0
1

A
A

A
A

A
G

A
A

A
A

G
G

A
G

G
C

G
A

G
A

G
G

G
G

A
G

A
G

A
A

M
T

R
D

H
H

4l
0

0
0

1.
6%

10
0%

8.
46
E
-0
1

A
A

A
A

G
A

A
G

A
G

G
A

A
G

G
C

G
A

A
G

A
A

A
G

A
A

G
A

G
A

M
T
R
D
H
H
4m

0
0

0
1.
8%

10
0%

8.
53
E
-0
1

G
G

G
A

A
G

A
G

A
G

G
G

A
G

A
C

A
A

A
G

G
G

G
G

A
G

A
G

A
A

Figure 15.20 – Liste des 13 haplotypes localisés dans la région de MTRDHH4.
NbAtt= nombre d’animaux homozygotes attendus ; NbObs= nombre d’animaux homozygotes
observés ; NbObs pop= nombre d’animaux homozygotes observés dans l’ensemble de la po-
pulation génotypée (n=7 405) ; Freq he= fréquence des porteurs hétérozygotes. La région
MTRDHH4 est définie par 30 marqueurs SNP (marqueurs SNP à la position 441 à 470). La
mutation OAR10 :g.30,964,387delC (c.2050delG) dans RXFP2 est située entre le marqueur
452 (OAR10_29381795.1 ; g.30,850,504A>G) et 453 (OAR10_29538398.1 ; g.31,008,754A>X),
localisée par la barre noire.



15.3 RXFP2 : cornage et cryptorchidie 241

Genotype +/+ +/DelG

n=658 n=55

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4a/+

MTRDHH4a status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=642 n=71

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4b/+

MTRDHH4b status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=649 n=70 n=1

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4c/+ MTRDHH4c/
MTRDHH4c

MTRDHH4c status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=606 n=107

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4d/+

MTRDHH4d status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=670 n=43

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4e/+

MTRDHH4e status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=621 n=87 n=5

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4f/+ MTRDHH4f/
MTRDHH4f

MTRDHH4f status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=703 n=10

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4g/+

MTRDHH4g status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=696 n=17

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4h/+

MTRDHH4h status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=690 n=23

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4i/+

MTRDHH4i status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=666 n=47

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4j/+

MTRDHH4j status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=618 n=91 n=4

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4k/+ MTRDHH4k/
MTRDHH4k

MTRDHH4K status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=709 n=4

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4l/+

MTRDHH4l status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

n=708 n=5

0.0
0.1
0.2
0.3
0.4
0.5
0.6
0.7
0.8
0.9
1.0

+/+ MTRDHH4m/+

MTRDHH4m status

P
ro

po
rt

io
n 

of
 g

en
ot

yp
es

Figure 15.21 – Lien entre le statut aux haplotypes identifiés dans la région MTRDHH4
et la mutation OAR10 :g.30,964,387delC (c.2050delG) dans RXFP2 (n=713). Les
haplotypes MTRDHH4a et MTRDHH4b sont deux haplotypes significativement en déficit d’ani-
maux homozygotes.
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Figure 15.22 – Lien entre le statut aux haplotypes identifiés dans la région MTRDHH4
et l’insertion de 1,8kb dans le 3’UTR du gène RXFP2 (n=711). Les haplotypes
MTRDHH4a et MTRDHH4b sont deux haplotypes significativement en déficit d’animaux homo-
zygotes. Le génotypage spécifique de la mutation a été extrait de la puce basse densité pour les
agneaux génomiques de la cohorte 2021.
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Au cours de ma thèse, j’ai été amené à utiliser différentes approches de génétique quantita-

tive, de génétique moléculaire et de génomique pour mettre en évidence de nouvelles mutations

récessives délétères chez les petits ruminants. Des compétences en zootechnie m’ont également

permis d’apporter des éléments de causalité pour un certain nombre de mutations. Dans le

cadre de ce travail de thèse, j’ai pu atteindre mes trois objectifs principaux initialement fixés.

Le premier consistait à étudier la faisabilité d’utiliser l’approche de génétique inverse dans les

populations de petits ruminants laitiers engagées dans un programme de sélection génomique.

Il s’agissait de détecter des haplotypes en déficit d’animaux homozygotes, supposés abriter des

mutations récessives létales. Le deuxième objectif a été d’étudier leurs effets sur les caractères de

reproduction (afin de confirmer la létalité) et de production (avantage sélectif des hétérozygotes).

Le troisième et dernier objectif consistait à identifier les mutations causales sous-jacentes de

ces haplotypes en déficit par l’analyse des séquences de génomes entiers des hétérozygotes et de

valider la causalité de quelques mutations. L’ensemble des résultats obtenus pour atteindre ces

objectifs sera discuté dans les chapitres suivants.

Cled'12





16. Génétique inverse pour la recherche de
déficit d’animaux homozygotes chez les pe-
tits ruminants

La recherche de déficit en homozygotes est une méthode initialement développée par VanRaden

et al. (2011) pour mettre en évidence des mutations embryonnaires récessives létales jusqu’alors

impossibles à détecter par les approches de génétique classique. Cette méthode de génétique

inverse est maintenant utilisée dans de nombreuses espèces pour identifier avec succès de nombreux

haplotypes en déficit d’animaux homozygotes : en bovins (Résumé dans la Table 4.1), porcs (Derks

et al., 2017 ; Derks, Lopes, et al., 2018), poulets (Derks, Megens, et al., 2018), dindes (Abdalla

et al., 2020) et chevaux (Todd et al., 2020). Cependant, aucune analyse dans les populations de

petits ruminants n’avait été effectuée avant mon travail de thèse.

16.1 Existence d’haplotypes en déficit d’animaux homozygotes dans les races ovines
laitières
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Figure 16.1 – Localisation des haplotypes identifiés montrant un déficit significatif
d’animaux homozygotes dans les trois populations laitières ovines Lacaune, Manech
Tête Rousse et Basco-Béarnaise.

La mise en place de la sélection génomique en ovins (2015 en Lacaune et 2017 en Races Ovines

Laitières des Pyrénées, ROLP) et en caprins (2018) permet d’avoir accès aujourd’hui à une grande

quantité de génotypages disponibles. La recherche de déficit a été réalisée dans les cinq races

ovines (Lacaune, ROLP et Corse) et les deux races caprines (Saanen et Alpine) laitières françaises.

Avec cette méthode, j’ai pu mettre en évidence des régions en déficit d’animaux homozygotes en
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ovins dans les races Lacaune, la Manech Tête Rousse et Basco-Béarnaise. Ainsi, 14 régions (8 en

Lacaune, 5 en Manech Tête Rousse et 1 en Basco-Béarnaise) ont été identifiées au total et sont

représentées dans la Figure 16.1. Les haplotypes identifiés sont spécifiques de chaque race puisque

les haplotypes signent des régions différentes selon les races.

16.2 Réflexion sur la méthode de recherche de déficit

La disponibilité de grandes populations d’individus génotypés est un pré-requis pour appliquer

la méthode de génétique inverse. En France, la mise en place des programmes de sélection

génomique spécifiques de race a permis la fourniture de cette grande quantité de génotypages.

Sachant que les animaux sont génotypés avant l’âge d’un mois, les déficits d’homozygotes observés

permettent de cibler des mutations récessives conduisant à la mort précoce des animaux (stade

embryonnaire, fœtal, néonatal ou juvénile) avant l’âge du génotypage.

Cependant, l’utilisation de cette approche nécessite d’avoir un nombre de génotypages dis-

ponibles suffisant. En effet, les différentes analyses de génétique inverse en bovins ont permis

d’estimer les effectifs nécessaires pour identifier des haplotypes ayant des fréquences allant de

1% à 20% (Table 16.1). En caprins (Saanen et Alpine), aucun haplotype en déficit d’animaux

homozygotes n’a été mis en évidence. En effet, même si l’on dispose de 3 025 génotypages en

Saanen et 4 003 en Alpine, seulement 65% des animaux génotypés sont informatifs (appartenant

à des trios génotypés), limitant la découverte de tels déficits dans ces races pour lesquelles seuls

les haplotypes ayant une fréquence supérieure à 10% pourraient être détectés, ce qui ne semble

pas être le cas dans les deux populations caprines. Les effectifs d’animaux génotypés sont encore

trop faibles en races ovines Manech Tête Noire et Corse pour identifier des régions en déficit.

Table 16.1 – Effectif nécessaire pour mettre en évidence des haplotypes en déficit
d’animaux homozygotes. D’après Hozé et al. (2020)

Fréquence de l’haplotype 20% 10% 5% 1%

Effectif nécessaire : 500 2 000 8 000 200 000

Les paramètres d’exécution pour la recherche de déficit en petits ruminants sont similaires

à ceux utilisés en bovins (Fritz et al., 2016) avec une fréquence haplotypique ≥1% et un déficit

≥75% pour cibler des mutations létales. Le choix de la taille de la fenêtre utilisée pour rechercher

des haplotypes en déficit d’animaux homozygotes (HHD) est un élément crucial car il ne doit pas

être (i) ni trop court car l’haplotype peut exister à une forte fréquence dans la population sans

être en déséquilibre de liaison avec la mutation (haplotype non informatif) et (ii) ni trop long

car la mutation peut se retrouver associée à plusieurs haplotypes par le biais des recombinaisons.

Les analyses sont réalisées avec des génotypages moyenne densité. Avec un marqueur informatif

tous les 67kb (génome ovin de 2,6Gb, nombre de marqueurs informatifs de 38 523 SNP) et une

fenêtre de 20 marqueurs, la taille moyenne des HHD est de 1,3Mb, présentant un comportement

identique à une mutation létale très généralement de faible fréquence (<10%).
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Une différence notable entre notre étude sur les ovins et la littérature sur les bovins est la

composition de la population génotypée. En effet, dans les populations ovines laitières, moins

de 1% des animaux génotypés ont leurs deux parents génotypés tandis qu’en bovins cet effectif

est beaucoup plus élevé variant entre 30% et 50% (Fritz et al., 2018, 2013 ; Mesbah-Uddin et al.,

2019). En effet chez les ovins, les mères des candidats à la sélection ne sont pas systématiquement

génotypées pour les programmes de sélection génomique, ce qui réduit le pouvoir de détection des

HHD dans notre analyse. Ainsi, le calcul du nombre d’animaux homozygotes attendus en ovins

repose principalement sur le trio descendant, père et grand-père maternel. Le statut de la mère

est prédit par son père et la fréquence de l’haplotype dans la population totale. Le génotypage de

femelles pourrait permettre de gagner en puissance en augmentant la fraction homozygote.

Cette méthode, initialement utilisée pour mettre en évidence des mutations létales comme

j’ai pu le démontrer au cours de cette thèse, peut également permettre d’identifier des anomalies

de morphologie qui conduisent à écarter souvent visuellement des animaux de la sélection. Au

cours de ce travail, de tels haplotypes en déficit ont été identifiés en lien avec des déterminismes

ou des gènes connus pour la stature/sensibilité aux mammites avec LDHH4 et LDHH11 en lien

avec SOCS2, ou pour le cornage/cryptorchidie avec MTRDHH4 en lien avec RXFP2, ou encore

pour la couleur de toison avec MTRDHH5 en lien avec ASIP en Manech Tête Rousse. Par des

analyses approfondies des régions, j’ai pu mettre en évidence que ces haplotypes sont en fait en

déséquilibre de liaison plus ou moins fort avec des mutations sous sélection. Cette relative faible

association est certainement liée à la taille des haplotypes qui est incompatible avec la plus forte

fréquence de ces mutations. En conséquence, elles se retrouvent associées à plusieurs haplotypes

par le biais des recombinaisons. Par exemple, trois haplotypes en Lacaune signent la mutation

dans SOCS2. Avec les effectifs de génotypages utilisés (un maximum de 35 221 en Lacaune),

j’ai pu détecter LDHH5 avec la fréquence la plus faible de 3,7%. Mais cette méthode permet en

théorie de détecter des variants encore plus rares. En effet, si l’on considère un haplotype ayant

une fréquence à 1%, la fréquence d’homozygotes attendue n’est que de 1/10 000. Pour mettre

en évidence un déficit significatif pour de tels variants il faudra attendre d’avoir une à plusieurs

centaines de milliers de génotypages comme indiqué dans la Table 16.1.

16.3 Quelles sont les opportunités futures?

La recherche de HHD peut facilement être réalisée en routine. J’ai pu constater au cours de

ma thèse que les effectifs d’animaux génotypés pouvaient évoluer rapidement. Notamment en

Lacaune où l’effectif a quasiment doublé en 3 ans puisqu’on passe de 19 102 animaux génotypés

en Mars 2019 à 35 221 en Septembre 2022. La recherche de déficit en routine permet de confirmer

les haplotypes précédemment identifiés. Comme nous l’avons vu au cours des différentes analyses,

cela a permis d’affiner les régions présentant des haplotypes proches en déséquilibre de liaison

(haplotypes LDHH4-5, LDHH8-9-10). De plus, l’accumulation des génotypages permet d’identifier

de nouvelles régions en déficit d’animaux homozygotes. Ainsi, en Septembre 2022, j’ai pu mettre

en évidence un nouvel haplotype en Lacaune présentant un déficit total (9 animaux homozygotes

attendus, fréquence de porteurs hétérozygotes de 2,9%) localisé sur OAR7 : 62,547,980-64,671,509

(composé de 25 marqueurs), appelé LDHH12 (Figure 16.1). De même, en MTR la nouvelle
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analyse de Septembre 2022 a permis d’identifier un haplotype en déficit partiel (91%, 11 animaux

homozygotes attendus alors qu’un seul animal homozygote est observé), localisé sur OAR4 :

15,022,129-16,701,229 (composé de 27 marqueurs, fréquence de 8,6%). En outre, l’haplotype

LDHH7 initialement détecté lors de l’analyse de Mars 2019, n’est plus retrouvé dans l’analyse

de Septembre 2022, suggérant qu’il s’agit d’un faux positif. Comme indiqué précédemment,

l’accumulation des génotypes permet d’identifier des haplotypes avec des fréquences plus faibles.

L’ensemble de ce travail de génétique inverse permettrait même d’identifier des régions abritant

des mutations létales avant même leur émergence visible en élevage. Les mutations d’aujourd’hui

causeront les anomalies de demain si elles ne sont pas gérées.

La validation de l’utilisation de la méthode en ovins laitiers offre de nouvelles perspectives

prometteuses pour identifier de telles régions en ovins allaitants. Deux races allaitantes, Lacaune

viande et Blanche du Massif Central, sont en train de mettre en place un programme de sélection

génomique permettant d’acquérir de nombreuses données de génotypages dans l’avenir (projet

OVIGEN). D’ailleurs, j’ai pu montrer que la mutation létale dans CCDC65 (LDHH6) découverte

en Lacaune lait ségrége aussi dans ces deux populations allaitantes confirmant tout l’intérêt de

l’approche de génétique inverse pour ces races (Ben Braiek et al., 2022).

A partir de l’exploitation des caractères de fertilité et de mortinatalité enregistrés en routine

dans les schémas de sélection, il a été possible d’aller vers les hypothèses de létalité pour certains

des haplotypes, en ciblant des stades plus spécifiques au moment du développement embryonnaire

précoce (LDHH1, LDHH2 en Lacaune), tout au long de la gestation (LDHH9 en Lacaune,

MTRDHH2 en MTR) ou autour de la naissance (LDHH3, LDHH6 en Lacaune et MTRDHH1 en

MTR). Ceci démontre tout l’intérêt des informations phénotypiques. La remontée systématique

des causes de réforme dans les bases de données nationales pour les petits ruminants serait

un atout indéniable supplémentaire pour l’extension des approches de déficit en homozygotes

dans la phase d’élevage des jeunes (de la naissance à la puberté). Ceci permettrait certainement

d’identifier de nouvelles anomalies. En effet, pour MTRDHH3, je suspecte que cet haplotype soit

lié à un défaut immunitaire pouvant conduire à la mort juvénile des agneaux (mutation dans

FCGR1A). Cependant, aucune information de survie des agneaux n’est disponible dans les bases

de données après la naissance (à quelques jours près). Dans le cadre du projet Effitness en bovins

(A. Capitan, INRAE), l’analyse des déficits en homozygotes est conduite de manière conjointe

avec l’étude des trajectoires de vie des animaux génotypés. Avec la mise en place de l’observatoire

des anomalies génétiques en petits ruminants (projet PRESAGE), la remontée de cas (agneaux

morts, présentant des défauts morphologiques), pourra aussi permettre d’identifier de nouvelles

anomalies génétiques par une approche de génétique classique (analyse d’association, cartographie

par homozygotie).



17. Les mutations dans les haplotypes en
déficit

17.1 Découverte de nombreuses mutations récessives candidates

En l’absence de matériel biologique des animaux homozygotes mutés, il était nécessaire de

rechercher les mutations chez les animaux porteurs hétérozygotes des haplotypes. Pour cela,

j’ai fait des hypothèses fortes pour identifier ces mutations. J’ai extrait tous les SNP et petites

insertions/délétions (InDels) situés dans les régions des différents DHH étendues de 1 Mb de

chaque côté. Je faisais l’hypothèse que la mutation candidate était en parfait déséquilibre de

liaison avec l’haplotype et qu’elle était spécifique de race. Cette hypothèse se traduisait par

les filtres suivants : (i) la mutation est un variant par rapport au génome de référence de race

Rambouillet (variant non porté par l’animal Rambouillet) ; (ii) présente à l’état hétérozygote

chez tous les moutons de la race qui sont porteurs hétérozygotes du DHH (0/1) ; (iii) mais

absente, c’est-à-dire à l’état homozygote référence (0/0), chez tous les moutons de la race qui sont

non porteurs du DHH et chez les autres races plus lointaines d’un point de vue phylogénétique

(0/0). J’ai également considéré en priorité les mutations perte de fonction dans la partie codante

(Loss-of-function, LoF) connues pour avoir un impact biologique fort sur les protéines (non-sens,

site accepteur/donneur, perte/gain codon start/stop, faux-sens). En effet, ce sont les principaux

variants responsables d’anomalies génétiques dans de nombreuses espèces (MacArthur et al., 2012 ;

Charlier et al., 2016), et comme nous avons pu le voir dans l’inventaire des anomalies génétiques

identifiées en petits ruminants repris dans la Table 2.3.

Ainsi dans mon analyse, en retenant de tels variants, j’ai pu identifier 9 mutations causales can-

didates : 4 mutations faux-sens (PREB/GPN1/LDHH3, EDC3/LDHH9 et FCGR1A/MTRDHH3),

2 mutations non-sens (CCDC65/LDHH6 et MMUT/MTRDHH2), 2 mutations entraînant un

décalage du cadre de lecture (ORC5/LDHH1 et SLC33A1/MTRDHH2, liées à des duplications

d’une seule paire de bases) et une causant la perte d’un codon (IDI1/LDHH2) (Figure 17.1).

Les fonctions biologiques des gènes portant les mutations candidates sont impliquées dans des

fonctions essentielles telles que la réplication (ORC5 ) et la réparation de l’ADN (GPN1 ), le méta-

bolisme énergétique (IDI1, SLC33A1 et MMUT ), la réponse immunitaire (FCGR1A), la motilité

ciliaire (CCDC65 ), la régulation de la transcription (PREB, GPN1 ), ou encore la dégradation

des ARNm (EDC3 ). Il est donc aisé de penser que la perte de fonction de ces gènes entraîne

à l’état homozygote des phénotypes délétères voir létaux. L’exploitation des bases de données

humaines et souris avec une idée de biologie comparée m’a effectivement permis de confirmer des

gènes candidats associés à de la létalité. En effet, les gènes CCDC65 (LDHH6), EDC3 (LDHH9),

MMUT (MTRDHH1) et SLC33A1 (MTRDHH2) ont pu être mis en évidence par cette approche.

Cependant, l’application stricte des filtres (phénotypes souris létaux et impliqués dans des
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Figure 17.1 – Localisation des haplotypes et des gènes contenant les mutations
candidates identifiées montrant un déficit significatif d’animaux homozygotes dans les
trois populations laitières ovines Lacaune, Manech Tête Rousse et Basco-Béarnaise.

syndromes connus chez l’homme) ne permet pas forcement de retenir le bon gène candidat. En

effet, alors que j’ai trouvé des mutations perte de fonction dans les gènes ORC5, GPN1, IDI1,

FCGR1A ou encore PREB, ceux-ci n’apparaissaient pas dans la liste des candidats car soit aucun

phénotype délétère n’est décrit chez la souris, soit aucun chez l’homme. C’est d’ailleurs une

opportunité pour proposer le mouton comme modèle d’intérêt.

On peut également constater que les mutations causales identifiées sont localisées dans les

intervalles stricts des haplotypes et non dans l’intervalle étendue de 1 Mb de chaque côté. L’exemple

du CVM (Complex Vertebral Malformation) en bovins montre pourtant que la mutation causale

peut être localisée assez loin (6 Mb) par rapport à l’haplotype en déficit d’animaux homozygotes

(Fritz et al., 2016). Il reste donc pertinent pour les analyses futures de garder un intervalle de

confiance assez large pour identifier de nouvelles mutations.

Le succès de l’identification de ces nombreuses mutations a reposé sur la disponibilité d’un

grand nombre d’animaux séquencés tout génome. Au laboratoire, on disposait déjà d’un grand

nombre d’animaux Lacaune et Manech Tête Rousse séquencés obtenus dans le cadre de projets

de recherche antérieurs, et avec des génotypes connus sur les puces SNP permettant de connaître

le statut aux haplotypes. L’accessibilité de ces données a permis dès le début de ma thèse,

d’identifier des mutations candidates. Seulement 5 animaux supplémentaires ont été séquencés

pendant ma thèse (régions LDHH4 et MTRDHH4). En effet, la découverte de nouvelles mutations

peut être très rapide. D’ailleurs, lors de l’analyse de Septembre 2022, j’ai identifié deux nouveaux

haplotypes (LDHH12 et MTRDHH4) et grâce aux données WGS disponibles, j’ai de nouveau

identifié une unique mutation non-sens OAR7 :g.63,254,935C>T (c.3598C>T, p.Gln1200*) dans

le gène CEP152 (Centrosomal Protein 152 ) pour l’haplotype LDHH12. CEP152 est une protéine

centrale du centrosome organisant les microtubules des cellules animales qui influencent la forme,

la polarité et la motilité, et avec une fonction cruciale dans la division cellulaire (Andersen et
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al., 2003). Chez l’homme, l’altération de CEP152 est associée au syndrome de microcéphalie

primaire (OMIM 614852) et au syndrome de Seckel (OMIM 613823). Chez la souris, les embryons

homozygotes pour une mutation perte de fonction de Cep152 présentent un nombre réduit de

centrosomes et de cils, une apoptose accrue et une létalité à mi-gestation (Bazzi & Anderson,

2014). Elle se rajoute à la liste des mutations intéressantes à étudier.

17.2 Limites de la méthode utilisée pour rechercher les mutations

Bien que la découverte de mutations ait été fructueuse, il reste encore une région (LDHH4)

en déficit total d’animaux homozygotes pour laquelle je n’ai pas mis en évidence de mutation

candidate dans le codant. Je fais l’hypothèse que LDHH4 contient une mutation récessive létale

(aucun animal homozygote observé dans la population alors que 11 sont attendus) qui est apparue

dans un haplotype contenant l’allèle g.139,302,270T avec la mutation SOCS2 et qu’elle subit un

phénomène d’"auto-stop". Ce cas de figure nous permet de discuter des filtres appliqués.

Le premier point de discussion repose sur l’hypothèse que l’haplotype identifié est en parfait

déséquilibre de liaison avec la mutation causale. Or ceci n’est pas toujours vrai en cas de pénétrance

incomplète. Par exemple Fritz et al. (2018), en recherchant des déficits en homozygotie, ont mis

en évidence une mutation dans le gène SDE2 (intervenant dans la maintenance des télomères).

Parmi l’ensemble des variants présents dans l’intervalle de 1,1Mb en déficit d’homozygotie, seul un

polymorphisme présente une corrélation supérieure à 0,5 entre le statut des animaux à l’haplotype

et le génotype des variants.

Le deuxième point de discussion repose sur l’application de filtres stricts sur l’effet des variants.

En effet, je me suis focalisé sur les variants perte de fonction prédits avec un impact fort ou

modéré. Cependant, des mutations pouvant impacter les séquences promotrices ou régulatrices

et donc l’expression des gènes pourraient être considérées dans un second temps. En effet, 36

variants ont une corrélation de 1 entre leurs allèles et le statut de l’haplotype LDHH4.

Le troisième point de discussion repose sur l’analyse des variants de type SNP et petites

insertions/délétions. En effet, l’analyse de variants de structure (non mis en évidence par les logiciels

de détection de variants usuels) pourrait permettre d’identifier de nouvelles mutations candidates.

Par exemple en bovins, une délétion de 660kb (OAR12 (UMD3.1) : g.2,010,0648_20,763,119del),

supprimant quatre gènes, est létale à l’état homozygote (Kadri et al., 2014).

Le quatrième point de discussion repose sur l’annotation des génomes de référence. Par

exemple, la région LDHH4 contient des clusters de gènes homéotiques (HOXC ) et de kératine

(KRT ) pour lesquels des erreurs d’annotations peuvent être présentes et qui biaisent souvent

l’alignement correct des séquences courtes des WGS, altérant la détection des variants. Afin de

palier à cela, dans le cadre du projet SeqOccin, nous avons fait réaliser des génomes de référence

en séquençage longues lectures dans chacune des races étudiées. L’alignement sur ces nouveaux

génomes des séquences WGS déjà acquises pourrait permettre d’améliorer la recherche de variants

pour ces régions complexes.





18. Causalité des mutations

18.1 Mutations létales embryonnaires

L’étude des accouplements à risque pour les mutations dans ORC5 et IDI1 n’a pas permis de

confirmer une baisse de fertilité dans les croisements à risque réalisés, n’ayant pas eu accès à un

nombre suffisant de brebis Lacaune porteuses de ces mutations. Il faudrait pouvoir réaliser des

accouplements à plus grande échelle en élevages commerciaux comme ceux que j’ai pu planifier en

Manech Tête Rousse. Néanmoins, ces accouplements ont permis de développer un test moléculaire

de gestation (GDMT) basé sur l’expression de gènes stimulés par l’interféron τ . Ce test a été utilisé

en élevage Manech Tête Rousse pour mettre en évidence des pertes fœtales pour la mutation

dans SLC33A1.

Par accouplements orientés entre porteurs de la mutation dans SCL33A1, j’ai pu confirmer la

baisse de la réussite à l’IA observée pour MTRDHH2. Cette baisse de 12% pourrait être associée

à des pertes embryonnaires. Afin d’explorer cette hypothèse, nous avons testé le diagnostic

moléculaire de gestation 15 jours après IA (le moment de l’implantation de l’embryon) confronté

à l’échographie classique réalisée entre 45 jours et 60 jours post-IA. Ce test moléculaire GDMT,

basé sur l’expression dans les cellules sanguines du gène MX1 connu pour être fortement stimulé

par l’interféron τ (Mauffré et al., 2016), a prédit 16 brebis gestantes alors que seulement 12

étaient réellement gestantes. Ceci laisse penser que pour 4 brebis hétérozygotes, des pertes

fœtales sont survenues entre 15 jours et 60 jours de gestation, que j’attribue à la létalité des

fœtus homozygotes dupG/dupG. Le rôle de SCL33A1 dans la régulation du métabolisme de

l’acétyl-CoA pourrait expliquer en grande partie le défaut d’embryogenèse. En effet, l’acétyl-CoA

pourrait jouer un rôle majeur dans la régulation de la croissance cellulaire, de la prolifération

et de l’apoptose, suggérant que les défaillances métaboliques de l’acétyl-CoA sont responsables

de l’échec embryonnaire (Tsuchiya et al., 2014). Cependant, la relation de cause à effet entre

la mutation et l’arrêt de développement embryonnaire reste à établir formellement par une

expérimentation permettant une production d’embryons génotypés comme proposé dans la Figure

16.1. Celle-ci pourrait également être réalisable pour les mutations dans ORC5 et IDI1. J’ai réalisé

des expérimentations préliminaires de productions d’embryons de 7 jours (stade blastocyste)

pour les mutations SLC33A1 et IDI1 qui ne m’ont pas encore permises de conclure sur un arrêt

précoce du développement embryonnaire.

D’autres méthodes de détection précoce de la gestation sont disponibles telles que l’échographie

transrectale précoce (Rickard et al., 2017) ou les dosages de biomarqueurs circulants comme la

progestérone, la protéine B (PSP-B) ou les glycoprotéines associées à la grossesse (PAG) (Karen

et al., 2003). Cependant, ces approches ne sont vraiment efficaces qu’à partir du 28ème jour de

257



258 Chapitre 18. Causalité des mutations

Euthanasie 
Collecte embryons

Insémination

J12J0 J13 J14 J16 J24

Eponge FGA = éponge intra-vaginale imprégnée
 d’acétate de flugestone, progestagène de synthèse 
(SYNCRO-PART® 30 mg) 

Au retrait d’éponge: 
eCG (SYNCRO-PART® PMSG Bovins-Ovins-Caprins) 

dose = 200 UI/brebis dans 2 ml de diluant

80µg/brebis
(1,6ml diluant)

80µg/brebis
(1,6ml diluant)

80µg/brebis
(1,6ml diluant)

Toute les 12h  Stimufol® (pFSH/pLH) 

dose = 360µg/brebis en 6 injections 

12h

55h

8j 

8h 20h

Figure 18.1 – Chronogramme de la procédure de production d’embryons chez les
ovins pour étudier les mutations dans IDI1 et SLC33A1.

gestation après le moment prévu de retour en œstrus (Mauffré et al., 2016).

Même si le test de diagnostic moléculaire de gestation nous a permis de mettre en évidence

des pertes fœtales précoces et offre de bonnes opportunités pour prédire l’état de gestation à J15,

son application en élevage est possiblement limitée. En effet, seuls 66% des échantillons d’ARN

de cette étude étaient exploitables. Ce problème était principalement dû à la dégradation de

l’ARN avec un contrôle limité du stockage de l’échantillon de sang lors de la collecte dans les

fermes. Les échantillons devraient être congelés directement dans un tampon adéquat inactivant

les RNAses. En se concentrant sur la méthode de diagnostic, l’aire (AUC) d’une courbe ROC

est un bon estimateur pour évaluer la puissance d’un test de diagnostic (Janssens & Martens,

2020). Dans le cas présent, on obtient une AUC de 0,687 qui est considérée comme acceptable

(Swets, 1988). La valeur seuil de 63% pour l’expression relative de MX1 a été déterminée par la

méthode ROC01 au lieu de l’indice de Youden généralement utilisé dans l’analyse ROC (Perkins

& Schisterman, 2006). En effet, l’indice de Youden donne un poids égal à la sensibilité et à la

spécificité, alors que le point de coupure optimal de la méthode ROC01 privilégie la sensibilité

afin d’identifier les brebis avec un GDMT positif et gestantes aux jours 45-60. Initialement, le

GDMT était basé sur l’expression de deux gènes, MX1 et STAT1, mais seule l’expression relative

de l’ARNm de MX1 était différente entre les brebis gestantes et vides du groupe témoin. Comme

indiqué précédemment, l’interféron τ est principalement produit par le conceptus dans une période

comprise entre 14 et 17 jours après l’IA et des échantillons de sang ont été prélevés à J15 comme

proposé dans Mauffré et al. (2016) et proche du J14 évalué en Lacaune. Cependant, dans la

littérature, STAT1 montre une expression d’ARNm plus élevée aux jours 16-17 (Spencer et al.,

2008) et la surexpression de l’ARNm de MX1 a pu être maintenue jusqu’au jour 21 dans les

cellules mononucléaires du sang périphérique (Yankey et al., 2001) et comme j’ai pu le voir chez

les brebis Lacaune (paragraphe 13.1.3). Ainsi, J17 pourrait être préférable pour prélever des

échantillons de sang pour une analyse possiblement plus discriminante.
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18.2 Mutations létales périnatales

18.2.1 Mutation dans MMUT
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Figure 18.2 – Voie métabolique impliquant MMUT

Par les croisements à risque entre porteurs hétérozygotes de la mutation dans MMUT, j’ai

pu prouver le caractère récessif létal de cette mutation, la mortalité des agneaux homozygotes

intervenant dans les premières 24h. Chez l’homme, les variants délétères du gène MMUT pro-

voquent une "acidémie méthylmalonique" (OMIM 609058, MMA), un trouble du métabolisme

autosomique récessif. MMUT joue un rôle dans une voie métabolique (Figure 18.2) partant de

la dégradation des acides aminés (valine, isoleucine, méthionine et thréonine), des acides gras

à chaîne impaire, du cholestérol et de l’acide propionique en succinyl-CoA par trois enzymes

importantes : la propionyl-CoA carboxylase (PCC), la Méthylmalonyl-CoA épimérase (MCE)

et la Méthylmalonyl-CoA mutase (MMUT) (Baumgartner et al., 2014 ; Deodato et al., 2006).

La protéine MMUT est une enzyme mitochondriale qui catalyse le L-méthylmalonyl-CoA en

succinyl-CoA, un intermédiaire du cycle de Krebs. L’isomérisation du méthylmalonyl-CoA néces-

site l’adénosylcobalamine (AdoCbl), la forme cofacteur de la vitamine B12 (également appelée

cobalamine) (González-Montaña et al., 2020). Lorsque l’enzyme MMUT n’est pas fonctionnelle,

l’acide méthylmalonique s’accumule dans les fluides corporels (principalement dans le sang et

l’urine) (Deodato et al., 2006 ; Lucienne et al., 2020). Chez la souris homozygote knock-out pour

Mmut l’augmentation d’acide malonique est très rapide dans les 24 premières heures après la

naissance (Peters et al., 2003). Malheureusement, je n’ai pas pu observer cette accumulation

anormale d’acide méthylmalonique dans les échantillons de sang et d’urine dosés chez les agneaux

homozygotes mutés. Comme nous avons prélevé sur des animaux morts pour la plupart, cela
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pourrait altérer les résultats. J’ai pourtant mis en évidence par western blot, l’absence de la

protéine complète pour les animaux homozygotes dans le foie et le rein. En effet, la séquence

épitopique de l’anticorps polyclonal MMUT utilisé était située après la position du codon stop

(p.409Gln*) de 451 à 750 acides aminés (homologie de séquence spécifique de 94,3% entre lapin

et mouton). La protéine mutante ne contient pas non plus le domaine de liaison B12 (615-733

acides aminés), et elle est donc incapable de convertir le L-méthylmalonyl-CoA en succinyl-CoA.

Bien que les agneaux homozygotes soient phénotypiquement normaux à la naissance, j’émets

l’hypothèse qu’une fois qu’ils commencent à se nourrir du lait maternel, ils ne peuvent pas

métaboliser les acides aminés et les acides gras, et l’acide méthylmalonique se retrouve en quantité

toxique dans l’organisme. Il faudrait pouvoir collaborer avec des cliniciens spécialistes de ce type

de maladie métabolique chez l’homme pour établir un diagnostic clinique précis des conséquences

de la mutation dans MMUT découverte chez les ovins.

18.2.2 Mutation dans CCDC65

Pour la mutation dans CCDC65, les accouplements à risque ont aussi permis de prouver le

rôle létal de cette mutation pour les agneaux homozygotes. Chez l’homme, de nombreux variants

sont identifiés dans le gène CCDC65, responsables de Dyskinésie Ciliaire Primitive (PCD), une

maladie génétique à transmission autosomique récessive (CILD27, OMIM 615504). La protéine

est impliquée dans l’assemblage du complexe régulateur axonémique nexine-dynéine (Bower et

al., 2018).

A B
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A
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N-DRC
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Outer Dynein Arm (ODA)
CCDC65

CCDC164
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N-DRC

RSODA
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Ciliated cell
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Figure 18.3 – Structure ciliaire et organisation des axonèmes (A) Représentation
schématique d’une cellule ciliée ; (B) Représentation schématique d’une coupe transversale
d’axonème ; (C) Représentation schématique d’un doublet externe de microtubules avec la
localisation de la protéine CCDC65 du complexe régulateur Nexin-Dynein (N-DRC), qui est une
sous-unité du N-DRC. Adapté de (Morohoshi et al., 2020 ; Gui et al., 2019 ; Horani et al., 2013 ;
Poprzeczko et al., 2019 ; Kurkowiak et al., 2015).

L’axonème est la partie motrice axiale des cils composé de neuf doublets de microtubules

situés en périphérie et d’un complexe de paires centrales (Heuser et al., 2009). Chaque doublet
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externe est composé de deux tubules (A et B) et est associé à plusieurs complexes protéiques :

bras de dynéine externe et interne (ODAs et IDAs), Nexin-Dynein Regulatory Complex (N-DRC)

et Radial Spoke (RS) (Heuser et al., 2009 ; Gui et al., 2019 ; J. Lin et al., 2011 ; Bower et al.,

2013 ; Morohoshi et al., 2020). En particulier, le N-DRC est important pour le glissement entre les

doublets de microtubules externes adjacents afin de permettre la motilité des cils. Le complexe est

composé d’au moins 11 sous-unités protéiques présentes chez C. reinhardtii et conservées chez les

mammifères (Heuser et al., 2009 ; Gui et al., 2019 ; J. Lin et al., 2011 ; Bower et al., 2018). Parmi

elles, des variants dans l’un des trois gènes : CCDC164 (OMIM 615294 (Wirschell et al., 2013)),

CCDC65 (OMIM 615504 (Austin-Tse et al., 2013 ; Horani et al., 2013)) ou GAS8 (OMIM 616726

(Olbrich et al., 2015)) ont été identifiés comme étant à l’origine de dyskinésie ciliaire. Bower et al.

(2018) ont démontré que l’absence de sous-unité CCDC65 déstabilisait l’association avec CCDC164

et GAS8. Au niveau pulmonaire, l’altération de la N-DRC a des conséquences sur les battements

de cils et la clairance du mucus des voies respiratoires. Chez l’homme, les patients atteints de

PCD en lien avec des mutations dans CCDC65 présentent des maladies infectieuses récurrentes

de la sphère ORL (oreille nez gorge) comme la bronchite, la sinusite et/ou l’otite (Austin-Tse

et al., 2013 ; Horani et al., 2013). Ces profils cliniques sont en accord avec nos observations

faites chez des agneaux homozygotes pour le variant c.331G>T dans CCDC65. Ils présentaient

en effet une détresse respiratoire dès la naissance, associée à un retard de croissance (McRae

et al., 2016). Les autopsies ont également révélé une large hépatisation des lobes pulmonaires

ressemblant à une pneumonie infectieuse. J’émets l’hypothèse qu’en raison de la mutation, la

protéine CCDC65 tronquée entraîne la déstabilisation du N-DRC, un battement anormal des cils

et altère la clairance mucociliaire entraînant une obstruction des voies respiratoires par du mucus

chargé d’agents pathogènes (bactéries, mycoplasmes, virus). La charge en agents pathogènes

pourrait dépendre des conditions sanitaires d’élevage, de l’immunité individuelle et du traitement

vétérinaire appliqué, ce qui peut expliquer que la létalité puisse survenir entre les stades périnatal

et juvénile. Concernant les béliers hétérozygotes, l’analyse des données de production de semences

ne met pas en évidence un effet de la mutation sur la quantité et la qualité des semences (volume,

concentration et motilité).

18.3 Mutations en lien avec la morphologie

Avec la méthode de recherche de déficit d’animaux homozygotes, j’ai pu en mettre en évidence

des haplotypes en lien avec des caractères que j’ai regroupés sous le terme "morphologie" impliqués

dans la stature et sensibilité aux mammites (SOCS2/LDHH4/LDHH11), la coloration de la toison

(ASIP/MTRDHH5) et le cornage/cryptorchidie (RXFP2/MTRDHH4).

J’ai pu mettre en évidence que l’allèle de sensibilité aux mammites g.139,302,270T dans SOCS2

était en lien avec les haplotypes LDHH4 et LDHH11. A ce jour, cette mutation qui influence aussi

la stature et la production laitière, n’est pas connue pour être létale à l’état homozygote. Je fais

l’hypothèse que LDHH4 contient une mutation récessive létale (aucun animal homozygote observé

dans la population alors que 11 sont attendus) qui est apparue dans un haplotype contenant

l’allèle muté T de SOCS2 et subit un phénomène d"auto-stop" avec la mutation SOCS2 en

sélection. C’est certainement ce signal que M. Petit avait identifié lors de la première analyse sur
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un nombre plus réduit de génotypages en Lacaune (Petit et al., 2015), voir Chapitre 5 - Situation

du sujet). La première fois que j’ai cherché à identifier la mutation candidate de LDHH4, j’ai pu

mettre en évidence une mutation faux-sens (OAR3 :g.142,735,640C>T ; p.Gly299Gln) dans le

gène MYG1/C3H12orf10 (MYG1 Exonuclease/Chromosome 12 Open Reading Frame 10 ), présent

à l’état hétérozygote chez un seul animal LDHH4/+, mais cette mutation n’a pas été confirmée

lors du séquençage d’un second animal (LDHH4/+ mais non porteur de la mutation candidate).

Une nouvelle mutation reste donc à identifier pour LDHH4. Lorsqu’elle sera identifiée, il sera

intéressant de rechercher des animaux recombinants, hétérozygotes à la mutation "létale" et non

porteurs de l’allèle muté T, pour envisager son étude et ses effets sans biais avec SOCS2.

Le lien entre MTRDHH5 et la délétion de 5pb connue dans ASIP explique en partie le

déficit observé. En effet, dans l’ensemble de la population génotypée, 14 animaux homozygotes à

MTRDHH5 sont observés dont 12 sont des femelles et 10 sont disqualifiées pour être de couleur

noire. Cependant, on retrouve des béliers Del/Del en CIA mais leur toison n’est pas noire. Par

contre, ces derniers présentent une tâche rousse autour du cou (Figure 18.4). Cela pourrait

suggérer qu’une autre mutation localisée dans un autre gène de coloration donne ce phénotype,

comme MC1R (Våge et al., 1999) ou TYRP1 (Beraldi et al., 2006). Le travail de cette région

reste donc à poursuivre.

Figure 18.4 – Bélier de génotype Del/Del (délétion de 5pb dans ASIP) présent au
CIA avec une tâche rousse dans le cou.

Même si MTRDHH4 est en lien partiel avec la mutation sans cornes (allèle "As"), l’étude

de cet haplotype a permis de mettre en évidence la mutation c.2050delG dans le gène RXFP2

responsable de la cryptorchidie et donc du déficit identifié par contre-sélection des jeunes agneaux

présentant cette anomalie. Cette découverte a été facilitée par la remontée de cas au travers du

projet PRESAGE d’observatoire des anomalies. Finalement, j’ai identifié une nouvelle mutation

dans RXFP2, responsable de la cryptorchidie, mais qui accentue aussi le phénotype sans cornes.

Comme les mutations cornes/sans cornes et cryptorchidie sont très proches (1 kb d’écart), la

chance de trouver un animal recombinant entre les deux mutations est très faible. De ce fait, aucun

animal est +/+ au cornage et delG/delG pour la cryptorchidie pouvant nous assurer du phénotype

propre de la mutation c.2050delG. Afin de confirmer l’effet propre de la mutation cryptorchidie,
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il pourrait être envisageable de créer des animaux delG/delG par édition de génome dans des

haplotypes non porteurs de la mutation "As" cornage. De plus, j’ai pu voir que cette mutation ne

semble pas impacter la carrière reproductive des brebis homozygotes. Cependant, compte tenu du

rôle de la signalisation INSL3/RXFP2 dans le fonctionnement ovarien (Esteban-Lopez & Agoulnik,

2020), je formule l’hypothèse que la mutation de RXFP2 pourrait peut-être jouer sur la réserve

ovarienne de follicules en croissance. Pour tester cette hypothèse, il serait pertinent d’étudier les

profils endocriniens et les cycles de reproduction des brebis homozygotes, en particulier au regard

de la sécrétion de l’hormone anti-Mullérienne AMH, marqueur endocrinien de cette réserve chez

la femme et les ruminants (Monniaux et al., 2014).

18.4 Les mutations non étudiées

L’étude d’un nombre insuffisant d’accouplements à risque pour les mutations dans ORC5 et

IDI1 n’a pas permis de confirmer une baisse de fertilité. Il faudrait également pouvoir réaliser des

accouplements à plus grande échelle en élevages commerciaux Lacaune comme ceux que j’ai pu

planifier en Manech Tête Rousse (diagnostic moléculaire de gestation, échographie J45, suivi des

mises-bas et génotypages des agneaux).

De plus, toutes les mutations identifiées pendant mon travail de thèse n’ont pas pu être

travaillées (EDC3/LDHH9 ; PREB/GPN1/LDHH3 ; FCGR1A/MTDHH3). Pour étudier ces

mutations, il serait également nécessaire d’effectuer des croisements à risque et d’effectuer un

suivi des mises-bas et des agneaux. Pour la mutation EDC3 localisée dans LDHH9, elle est

supposée conduire à des avortements tout au long de la gestation, comme suggéré par une baisse

de réussite à l’IA et une hausse du taux de mortinatalité lors de l’étude populationnelle en race

Lacaune. Son étude pourrait donc être conduite comme pour la mutation dans SLC33A1 en

MTR. Pour valider la causalité des mutations dans PREB et GPN1, il serait d’abord judicieux de

génotyper à très grande échelle les deux mutations pour déterminer laquelle est la plus associée à

l’haplotype LDHH3. La réalisation d’accouplements à risque permettrait là encore de caractériser

la mortalité agneaux observée dans les analyses populationnelles. D’un point de vue moléculaire,

ces deux gènes sont des facteurs modulant la transcription et pourraient être étudiés en mettant

en place des tests fonctionnels in vitro avec des rapporteurs d’activité transcriptionnelle, du

type luciférase. Au cours de ma thèse, j’ai tenté de développer un test fonctionnel pour PREB

(facteur de transcription capable de se fixer sur le promoteur de la prolactine) par la mise au point

d’un essai luciférase en clonant (i) le promoteur du gène PRL (Prolactin) ovin dans un vecteur

contenant le gène de la luciférase et (ii) en clonant le cDNA ovin de PREB (formes sauvage et

mutée) dans un vecteur d’expression. Cependant, ces expérimentations n’ont pas permis de valider

fonctionnellement l’effet de la mutation. La stratégie d’accouplements à risque reste également

pertinente pour étudier la causalité de la mutation dans FCGR1A/MTRDHH3, possiblement

associée à des problèmes immunitaires. Cela permettrait de générer des agneaux homozygotes

que l’on pourrait suivre sur une période plus longue et sur lesquels nous pourrions réaliser un

challenge immunitaire avec des injections de type lipopolysaccharide (LPS) (Henry et al., 2009 ;

Dillingh et al., 2014) pour révéler l’effet de la mutation.

Enfin, pour déterminer la stratégie à adopter pour étudier la nouvelle mutation identifiée en
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Septembre 2022 dans le gène CEP152 du nouvel haplotype LDHH12, il est nécessaire d’analyser

les données populationnelles pour les caractères de fertilité et mortinatalité en Lacaune. Ces

résultats permettront de confirmer ou non la létalité, et permettront de poser des hypothèses

comme je l’ai fait avec toutes les autres mutations.

18.5 Pertinence des mutations identifiées en tant que modèles animaux de patholo-
gies

Depuis des siècles, l’homme a tiré parti de ses similitudes avec les animaux (notamment les

mammifères) pour mieux comprendre son anatomie, sa physiologie et ses pathologies (Barré-

Sinoussi & Montagutelli, 2015). Les souris de laboratoire ont été développées en tant que souches

consanguines qui ont une composition génétique très homogène pour augmenter la reproductibilité

des résultats et la puissance statistique des expériences. En biologie moderne, la recherche

se concentre principalement sur un nombre limité d’espèces sélectionnées pour leur taux de

reproduction élevé, leur faible intervalle entre générations et leur facilité d’élevage en laboratoire.

L’étude de ces espèces « modèles » a considérablement amélioré notre compréhension des bases

moléculaires de nombreux phénotypes, et en particulier des troubles génétiques humains, avec la

caractérisation de milliers de gènes/mutations au cours des 40 dernières années.

Grâce aux connaissances apportées par les modèles murins et les pathologies avec déterminisme

génétique connus chez l’homme, et la synthèse de ces connaissances dans des bases de données

(MGI, OMIM), il est possible d’établir des hypothèses sur les phénotypes sous-jacents causés

par des mutations à effet fort. En effet, dans mon travail de thèse, j’ai pu mettre en évidence

des mutations dans des gènes déjà connus pour être associés à de la létalité chez des modèles de

souris KO et également associées à des troubles génétiques connus chez l’homme (IDI1, EDC3,

SLC33A1, CCDC65 et MMUT ). Notamment dans le cas de mutations supposées être létales à l’état

embryonnaire, le modèle murin s’avère pertinent puisqu’il permet de caractériser le moment de la

létalité plus facilement (manipulation génétique aisée, courte durée de gestation, cycle reproductif

court). En effet, la production d’embryons en ovins est une étape délicate (superovulation,

insémination et collecte d’embryons) et n’a pas permis dans cette thèse d’aboutir à la validation

de la causalité des mutations SLC33A1 et IDI1 lors des expérimentations préliminaires (voir

paragraphe 18.1).

Toutefois, le modèle murin peut présenter des limites à l’étude de pathologies humaines puisque

les descriptions cliniques varient souvent d’une souche à l’autre (Barré-Sinoussi & Montagutelli,

2015). L’absence de variabilité génétique et les conditions d’élevage standardisées limitent les

chances de détecter des pathologies à pénétrance incomplète et à expressivité variable alors

qu’elles sont nombreuses chez l’homme, favorisées par divers facteurs de prédispositions géné-

tiques ou environnementaux (Bourneuf et al., 2017). A titre d’exemple, l’étude de la mutation

naturelle dans le gène CCDC65 présent en race Lacaune a permis une description clinique

précise des individus atteints et de tester des traitements adaptés (administration de glucocor-

ticoïdes et antibiotiques) pour lesquels j’ai pu mettre en évidence une pénétrance incomplète

(létalité du stade périnatal à juvénile) expliquée par des environnements différents (élevage, centre

d’IA) associés à des charges de pathogènes variables. De même, afin d’étudier la mutation dans
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MMUT, le modèle ovin pourrait être un très bon modèle pour tester de nouveaux traitements

(vaccin, complémentation alimentaire). En 2022, la société Moderna Inc. a lancé un essai de

vaccin à ARNm pour l’acidémie méthylmalonique. Cet ARNm (encapsulé dans une nanopar-

ticule lipidique) code une protéine MMUT fonctionnelle et restaure l’activité métabolique de

l’enzyme (https ://www.technologynetworks.com/biopharma/news/moderna-launches-trial-of-

mrna-vaccine-for-methylmalonic-acidemia-352951). Le modèle ovin pourrait donc être pertinent

pour étudier à plus grande échelle ce vaccin (identité de 90% entre ARNm de MMUT ovins et

humains). A ce jour, le modèle ovin est utilisé pour étudier plus d’une cinquantaine de pathologies

(Banstola & Reynolds, 2022). Cependant, l’utilisation d’un tel modèle impose des considéra-

tions éthiques plus importantes et un coût d’élevage plus onéreux que les modèles classiques de

laboratoire.

Parmi les gènes que j’ai mis en évidence, plusieurs n’ont pas de modèle de souris KO (GPN1 )

ni de profil clinique pour des pathologies humaines rapportées (ORC5, PREB, GPN1 et FCGR1A).

Dans ce cas de figure, le modèle ovin pourrait se montrer pertinent pour étudier de nouvelles

pathologies.

Les bovins, ovins et caprins, en particulier, ont une fécondité effective plus élevée (grâce à

l’insémination animale), une meilleure diversité génétique et une plus grande similitude avec les

humains en termes de physiologie, de stature et de longévité que les souris. De plus, grâce à

l’avènement des technologies à haut débit, il est désormais possible d’avoir accès à l’ensemble

des variations génétiques naturelles de ces populations d’élevage et cela offre des perspectives

intéressantes pour améliorer notre compréhension de la fonction des gènes chez les mammifères

et des conséquences pathologiques de leur mutation. L’étude de ces nouveaux modèles animaux

est une opportunité de proposer des gènes candidats pour des pathologies non encore élucidées

chez l’homme (en général, le nombre de patients atteints est relativement faible pour étudier les

pathologies).
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19.1 Évolution de la fréquence des mutations

Les fréquences des haplotypes identifiés et des mutations causales sous-jacentes varient entre

3% et 16% dans les populations Lacaune et MTR. Une fois apparu, un variant est soumis à

différentes forces évolutives qui vont influencer l’évolution de sa fréquence.
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Figure 19.1 – Simulation de la fréquence d’un allèle délétère dans une population de
taille efficace Ne=150 au cours du temps sur 200 générations. (A, C, E) Fréquence
initiale de l’allèle délétère à 1%. (B, D, F) Fréquence initiale de l’allèle délétère à 10%. On
considère un locus biallélique (Aa) avec A l’allèle sauvage et a l’allèle délétère. (A, B) Dans une
situation classique, les fitness des trois génotypes sont égales. (B, C) Situation où l’allèle a est
délétère à l’état homozygote et les hétérozygotes ne présentent pas d’avantage sélectif. L’ensemble
des simulations a été réalisé avec l’interface web https ://phytools.shinyapps.io/drift-selection/
obtenu avec le package R learnPopGen (Revell, 2019). Le nombre de simulations réalisées est de
200.
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Les variants responsables d’anomalies génétiques ont des fréquences faibles à modérées (1-10%)

et peuvent rapidement être éliminés en quelques générations par effet de dérive génétique (Georges

et al., 2019). Afin d’étudier l’évolution de la fréquence d’une mutation délétère dans les populations

de petits ruminants, j’ai réalisé des simulations sur 200 générations prenant en compte la taille

efficace de la population (fixée à Ne=150 en petits ruminants), la fréquence initiale de la mutation

(1% et 10%) et les fitness des génotypes (Figure 19.1). Par dérive génétique, un variant peut être

éliminé ou diffusé largement dans la population (jusqu’à potentiellement être fixé). Ce phénomène

est d’autant plus important lorsque la fréquence de la mutation est très faible et la taille efficace

est petite (Figure 19.1 A et B). Cependant, lorsque l’allèle est délétère sans avoir un avantage

sélectif, il peut se maintenir à une fréquence très faible dans la population pendant de nombreuses

générations avant d’être éliminé (entre 50 et 100 générations en fonction de la fréquence initiale

de l’allèle délétère) (Figure 19.1 C et D).

L’autre phénomène pouvant expliquer le maintien de variant délétère dans les populations est

la sélection. En effet, certaines mutations donnent un avantage phénotypique aux individus à

l’état hétérozygote. Avec une meilleure fitness (capacité reproductive), les reproducteurs vont plus

facilement diffuser dans les schémas de sélection. En analysant les caractères en sélection, certains

haplotypes offrent un potentiel avantage sélectif des béliers porteurs hétérozygotes, notamment

pour la production laitière augmentée de leurs filles (LDHH3, LDHH9 et LDHH11 ; MTRDHH2).

Cependant, ces différences sont très faibles (correspond à un an de progrès génétique) et ne

permettent pas d’expliquer totalement la fréquence de ces haplotypes dans les populations. Cela

explique qu’une mutation délétère peut se retrouver à une fréquence stable (entre 5-15%) dans

une population (Figure 19.1 E et F).

Finalement, les fréquences observées semblent être expliquées par la dérive génétique. Ce-

pendant, même si l’allèle muté ne présente pas d’avantage sélectif, il peut être maintenu à une

certaine fréquence par le phénomène d’auto-stop. En effet, deux exemples issus de ce travail de

thèse illustrent ce phénomène. Le premier concerne l’haplotype LDHH4, supposé contenir une

mutation récessive létale, qui porte l’allèle muté c.286>T dans le gène SOCS2 possédant un

effet pléiotrope qui conduit à augmenter le gabarit, la croissance et la production laitière des

animaux hétérozygotes et homozygotes mutés par rapport aux animaux non porteurs (Rupp et

al., 2015). Le deuxième exemple est la mutation cryptorchidie (c.2050DelG) qui est apparue dans

un haplotype sans cornes (allèle "As"). Dans la race Manech Tête Rousse, les éleveurs ont fait

le choix de sélectionner des animaux sans cornes, sans se douter qu’ils allaient faire émerger la

mutation cryptorchidie.

19.2 Les mutations identifiées sont-elles spécifiques de races?

Lorsque l’on identifie de nouveaux variants dans une population, il est intéressant de génotyper

une large cohorte d’animaux de races différentes pour étudier la ségrégation de cette nouvelle

mutation. Au cours de ma thèse, j’ai pu réaliser ce travail pour les mutations létales dans les

gènes CCDC65 en Lacaune et MMUT, SLC33A1 et FCGR1A en Manech Tête Rousse et la

mutation responsable de la cryptorchidie dans le gène RXFP2.

L’analyse de diversité a révélé la ségrégation du variant c.331G>T (CCDC65 ) non seulement
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Figure 19.2 – Structure de la population des ovins français. (a) Coefficients d’ascendance
individuels moyens au sein de la race pour quatre populations ancestrales. Les races sont carto-
graphiées selon leur origine géographique. Coefficients d’ascendance individuels pour (b) quatre
populations ancestrales et (c) 16 populations ancestrales. (d) Arbre de population à vraisemblance
maximale avec quatre événements de migration. Extrait de (Rochus et al., 2018).

dans la population Lacaune laitière (LAC) mais aussi dans les populations Lacaune viande (LAM)

et Blanche du Massif Central (BMC). Le cheptel ovin Lacaune a une histoire complexe avec la

création de deux lignées, l’une à viande et l’autre à vocation laitière, avec quatre schémas de

sélection indépendants appartenant à deux entreprises de sélection. Curieusement, la fréquence des

porteurs de LDHH6 est 2,5 fois plus élevée dans une entreprise de sélection que dans l’autre (0,16

contre 0,06). En élevage, les allèles délétères pourraient être associés à de meilleures performances

lorsqu’ils sont hétérozygotes pour expliquer leur maintien dans les populations (J. Cole et al.,

2016 ; Kadri et al., 2014 ; Hedrick, 2015). Cependant, aucun avantage hétérozygote n’a été identifié

sur les caractères sélectionnés de production laitière dans la population Lacaune pour les porteurs

hétérozygotes LDHH6 et les deux entreprises de sélection ont des objectifs de sélection similaires.

Ainsi, la différence observée dans la fréquence de l’allèle c.331T dans CCDC65 entre les deux

entreprises de sélection pourrait s’expliquer par la dérive génétique et la diffusion massive de

béliers porteurs. La ségrégation du variant dans CCDC65 dans les souches Lacaune laitières et à

viande indique que l’événement de mutation est antérieur à la création des deux lignées. De plus,
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le variant ségrége également dans la race BMC. Les analyses de la structure des populations ont

révélé que la Lacaune et la BMC, toutes deux originaires du Massif Central, partageaient la même

origine au sein des populations ovines du sud de l’Europe, ce qui peut expliquer la ségrégation

d’allèles identiques dans les deux populations (Figure 19.2). La présence du variant est également

identifiée chez la Lacaune suisse, qui pourrait s’expliquer par des importations de reproducteurs

Lacaune français. Cependant, avec le nombre de porteurs détectés dans notre analyse (10 sur 37),

il est important de vérifier la fréquence des mutations dans l’ensemble de la population suisse

Lacaune car le risque de générer des agneaux homozygotes est assez élevé.

Les analyses des fréquences des haplotypes identifiés en Lacaune au sein des deux entreprises

de sélection suggèrent que l’ensemble de ces haplotypes, bien que les fréquences soient différentes,

contient des mutations apparues avant la création des deux schémas de sélection (voir paragraphe

10.1). Seulement quelques animaux du schéma Confédération (période 2017-2022) sont porteurs

des haplotypes LDHH3, LDHH4 et LDHH9, suggérant aujourd’hui que ces mutations ne ségrégent

plus que dans le schéma Ovitest.

Les trois mutations récessives létales (MMUT/MTRDHH1, SLC33A1/MTRDHH2 et FCGR1A/

MTRDHH3) et la mutation de cryptorchidie identifiées en Manech Tête Rousse sont toutes les

quatre identifiées en race Latxa Cara Rubia. Cette ségrégation n’est pas anodine puisque les

Manech ont été importées du pays basque espagnol dans les années 1970 et sont très apparentées

génétiquement aux races Latxa espagnoles d’aujourd’hui (Legarra et al., 2014).

Le génotypage d’individus plus anciens (disponibles dans les centres de ressources biologiques)

permettrait de vérifier ces partages d’allèles. Ce travail a été réalisé pour la race mouton vendéen

concernant la mutation localisée dans le gène ITGB4 (Integrin Subunit Beta 4 ) associée au

syndrome d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (OMIA 001948-9940).

Le fait que certaines de ces mutations responsables d’anomalies puissent ségréger dans

plusieurs races va m’obliger dans les prochaines analyses de recherche de mutations d’être moins

strict sur les filtres utilisés concernant les non porteurs des haplotypes en déficit dans les races

phylogénétiquement proches de la race de découverte des haplotypes.

19.3 Comment gérer les anomalies génétiques dans les schémas de sélection?

La prise en compte des anomalies génétiques dans les schémas de sélection peut se faire dans

le choix des reproducteurs et/ou dans la stratégie de gestion des accouplements.

Une première méthode de gestion dans le choix des reproducteurs repose sur la prise en

compte des anomalies génétiques dans l’objectif de sélection, un poids économique est donné à

chaque anomalie. L’impact économique dans la population d’une anomalie génétique dépend de

l’âge d’apparition de l’anomalie et de sa fréquence (Boichard, Grohs, Michot, et al., 2016). Le

coût économique engendré par l’anomalie est d’autant plus important lorsqu’elle ségrége dans la

population à une fréquence élevée (Hozé et al., 2018). Cette méthode a été développée en bovins

(Boichard, Grohs, Michot, et al., 2016) et est transposable en petits ruminants (Raoul et al., 2022).

Une deuxième méthode de gestion dans le choix des reproducteurs consiste à faire évoluer la

méthode de Sélection à Parenté Minimum Génomique (SPMG, méthode d’Optimum Contribution

Selection) basée sur la gestion combinée du progrès génétique et de la variabilité génétique (J-J
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Colleau, INRAE, GABI). Cette méthode SPMG permet d’optimiser la contribution des meilleurs

pères et mères élites et de les accoupler entre eux en minimisant les parentés entre reproducteurs.

Cette méthode est utilisée en caprins (applicable car utilisation de la semence congelée, les

accouplements sont programmés plusieurs mois avant l’IA) et a été améliorée pour prendre en

compte les anomalies génétiques à partir de 2023 (Palhière et al., 2022). La SPMG intégrant les

anomalies génétiques n’affecte pas le progrès génétique, mais permet des augmentations/réductions

de fréquences alléliques notables sur l’ensemble des mutations considérées. Son application en

ovins reste limitée par l’utilisation de doses en semence fraîche.

Les anomalies génétiques peuvent également être contrôlées en optimisant les stratégies

d’accouplement pour éviter de produire des porteurs homozygotes (J. B. Cole, 2015). Trois

principaux modes de gestion peuvent être mis en place : (i) la contre-sélection de l’anomalie :

on ne rentre plus de béliers porteurs de l’anomalie en CIA, (ii) on évite les accouplements à

risque en se basant sur les génotypes des mâles (seuls les béliers collectifs sont génotypés) en

interdisant les accouplements entre mâles porteurs et filles de mâles porteurs, (iii) on génotype

les femelles (non réalisé en ovins pour le moment) pour permettre d’éviter les accouplements à

risque. Des outils de gestion des anomalies commencent à exister en bovins. Par exemple, l’outil

pANO, qui a été développé en race Montbéliarde (Brochard et al., 2018), a permis de diminuer le

nombre d’accouplements à risque programmés de 25% à 1,04% en prenant en compte 4 anomalies

différentes.

L’intégration de ces mutations dans les schémas de sélection, nécessite d’avoir accès aux

génotypages des animaux. Pour cela, l’ensemble des mutations découvertes pendant ma thèse

seront mises sur la puce de génotypage lors de la prochaine mise à jour de celle-ci.

La découverte des mutations peut même conduire à revoir l’organisation des schémas de

sélection. Grâce à mes travaux, qui ont permis d’élucider le déterminisme génétique commun à

l’apparition des phénotypes "cryptorchide" et "cornu" en MTR, il est envisagé de reconsidérer les

stratégies de sélection pour optimiser leur éradication.
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RESEARCH ARTICLE

Identification of homozygous haplotypes 
carrying putative recessive lethal mutations 
that compromise fertility traits in French 
Lacaune dairy sheep
Maxime Ben Braiek1 , Stéphane Fabre1*† , Chris Hozé2, Jean‑Michel Astruc3 and Carole Moreno‑Romieux1†  

Abstract 

Background: Homozygous recessive deleterious mutations can cause embryo/fetal or neonatal lethality, or genetic 
defects that affect female fertility and animal welfare. In livestock populations under selection, the frequency of such 
lethal mutations may increase due to inbreeding, genetic drift, and/or the positive pleiotropic effects of heterozygous 
carriers on selected traits.

Results: By scanning the genome of 19,102 Lacaune sheep using 50 k single nucleotide polymorphism (SNP) phased 
genotypes and pedigree data, we identified 11 Lacaune deficient homozygous haplotypes (LDHH1 to LDHH11) 
showing a highly significant deficit of homozygous animals ranging from 79 to 100%. These haplotypes located on 
chromosomes 3, 4, 13, 17 and 18, spanned regions from 1.2 to 3.0 Mb long with a frequency of heterozygous carriers 
between 3.7 and 12.1%. When we compared at‑risk matings (between carrier rams and daughters of carrier rams) and 
safe matings, seven of the 11 haplotypes were associated with a significant alteration of two fertility traits, a reduced 
success of artificial insemination (LDHH1, 2, 8 and 9), and/or an increased stillbirth rate (LDHH3, 6, 8, 9, and 10). The 11 
haplotypes were also tested for a putative selective advantage of heterozygous carrier rams based on their daugh‑
ter yield deviation for six dairy traits (milk, fat and protein yields, fat and protein contents and lactation somatic cell 
score). LDHH1, 3, 4, 5, 7, 9 and 11 were associated with positive effects on at least one selected dairy trait, in particular 
milk yield. For each haplotype, the most probable candidate genes were identified based on their roles in lethality of 
mouse knock‑out models and in mammalian genetic disorders.

Conclusions: Based on a reverse genetic strategy, we identified at least 11 haplotypes with homozygous deficiency 
segregating in French Lacaune dairy sheep. This strategy represents a first tool to limit at‑risk matings in the Lacaune 
dairy selection scheme. We assume that most of the identified LDHH are in strong linkage disequilibrium with a reces‑
sive lethal mutation that affects embryonic or juvenile survival in sheep but is yet to be identified.

© The Author(s) 2021. This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 International License, which permits use, sharing, 
adaptation, distribution and reproduction in any medium or format, as long as you give appropriate credit to the original author(s) and 
the source, provide a link to the Creative Commons licence, and indicate if changes were made. The images or other third party material 
in this article are included in the article’s Creative Commons licence, unless indicated otherwise in a credit line to the material. If material 
is not included in the article’s Creative Commons licence and your intended use is not permitted by statutory regulation or exceeds the 
permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this licence, visit http:// creat iveco 
mmons. org/ licen ses/ by/4. 0/. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http:// creat iveco mmons. org/ publi cdoma in/ 
zero/1. 0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated in a credit line to the data.

Background
Most of the individuals in a population are likely to be 
heterozygous for several loss-of-function mutations. 
When these mutations are homozygous, they very often 
lead to early embryo death (embryonic lethal muta-
tions), or to developmental defects that affect fetuses 
and subsequently young individuals with varying degrees 
of severity [1]. Advances in genomic approaches and 
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whole-genome sequencing in humans or in species of 
agronomic interest have shown that an individual can 
carry about a hundred of these mutations [2, 3].

In livestock under selection, the effective size of pop-
ulations (Ne), which is used as an indicator of genetic 
diversity, is limited (Ne ~ 100–300) compared with that 
of the human population (Ne ~ 10,000); and as a result, 
the number of reproducers is rather small, particularly 
given the widespread use of artificial insemination (AI) 
[2, 4]. Even if genetic diversity and inbreeding parameters 
are managed, selection programs provide a fairly favora-
ble context for the emergence of homozygous individu-
als with genetic defects that increase in frequency with 
inbreeding and/or overuse of certain sires and can finally 
jeopardize fertility in the whole population [5]. This has 
been observed in cattle where about 1% of the embryos 
die due to their homozygosity at one of the 10 identi-
fied lethal embryonic mutations [1]. In addition, the 
frequency of recessive lethal alleles could also increase 
in a population if they are associated with heterozygous 
advantages due to positive pleiotropic effects on selected 
production traits such as milk production in dairy cattle 
[6, 7], although in the homozygous state they are respon-
sible for embryonic losses. Identification of these causal 
mutations has become a major issue with the emergence 
of genetic defects with obvious consequences on ani-
mal welfare and also have major economic implications. 
Indeed, in France these disorders cause losses that range 
from 50 to 100  million euros per year in cattle popula-
tions when their impact on fertility (about 5% decrease), 
loss of calves, and veterinary procedures are included in 
the calculation [8].

In recent decades, several genomic tools have been 
developed to help improve fertility in dairy cattle [9]. 
Among these tools, two methods have enabled the identi-
fication and characterization of recessive genetic defects 
and lethal mutations that affect fertility. First, homozy-
gosity-mapping is an efficient way to map genetic defects 
based on a case/control approach using only a few bio-
logical samples (e.g. DNA or tissues) from affected and 
non-affected live animals [10]. However, embryonic and 
fetal lethal mutations, which are more frequently asso-
ciated with fertility, have not been identified using this 
approach due to the difficulty to obtain biological sam-
ples. These mutations are more efficiently detected by a 
reverse genetic screen approach using large sets of single 
nucleotide polymorphism (SNP) chip genotyped animals 
and fertility records, such as those provided by genomic 
selection. In cattle, the original works of VanRaden et al. 
[11] and Fritz et al. [12] were based on the identification 
of haplotypes for which homozygous carrier animals 
are absent or show a more significant homozygous hap-
lotype deficiency (HHD) than expected. Their strategy 

used phased 50  k SNP genotypes from trios (offspring, 
sire, dam or maternal grand-sire), and the search for sta-
tistically significant HHD based on sliding windows of 
20 to 100 SNPs. The underlying hypothesis is based on 
the linkage disequilibrium between these haplotypes 
and deleterious recessive mutations located nearby. This 
reverse genetic screen strategy has led to the identifica-
tion of HHD regions that harbor 14 causal mutations 
in seven dairy cattle breeds. Among these, 11 HHD are 
associated with embryonic lethal mutations in Holstein 
[11–18], Jersey [19], Fleckvieh [20], Montbéliarde [12, 
21], and Normande [22], and three are associated with 
juvenile mortality in Ayshire [23], Brown Swiss [24], and 
Fleckvieh [20]. With the recent increased use of genomic 
selection, the accumulation of genotyping data has ena-
bled the identification of recessive lethal mutations by 
reverse genetic screening in other species such as pig and 
chicken [25, 26]. However, to date there are no such stud-
ies in sheep.

Compared to cattle, the management of genetic diver-
sity in dairy sheep takes advantage of their more local 
selection and breed management and of the use of a 
wider range of rams to produce fresh semen during a 
short reproductive campaign (May to August) [27]. For 
example, the efficiency of the management of genetic 
diversity in Lacaune dairy sheep was explained by an 
effective population size of 336 [28]. However, since the 
implementation of genomic selection in 2015, the num-
ber of Lacaune rams that enter the AI program was 
reduced to balance the cost of genotyping [27]. Thus, the 
widespread use of a limited number of AI rams could 
favor the emergence of recessive alleles and possibly 
embryonic or fetal lethal mutations that affect fertility.

In order to discover such mutations, a reverse genetic 
screen method was applied to the large genome-wide 
SNP dataset available from a genomic selection pro-
gram in Lacaune dairy sheep. The specific objectives of 
this study were to identify haplotypes with a deficit of 
homozygous animals, to test the hypothesis of a negative 
impact of these haplotypes on fertility traits in the case 
of at-risk matings, to test their putative pleiotropic effects 
on milk production traits, and to propose candidate 
genes that could harbor the causal mutations.

Methods
Animal and genotyping data
The genotyped dairy Lacaune animals [n = 19,102 born 
between 1996 and 2019 (see Additional file  1: Figure 
S1)] were obtained from the selection schemes of two 
breeding companies, OVITEST (Saint-Léon, France) 
and the Confédération Générale de Roquefort (Millau, 
France). Table 1 lists the details on all the animals used 
in the study (mainly rams) that were genotyped either 
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on a medium-density (MD) SNP chip (Illumina Ovine 
SNP50 BeadChip, 54,241 SNPs, n = 12,600 genotyped 
animals between 1 and 12  months of age, born since 
1996) or a low-density (LD) SNP chip (SheepLD v.1, 
15,000 SNPs, n = 6502 genotyped animals between 1 
and 5 months of age, born since 2017).

Both SNP chips (LD and MD) purchased from Illu-
mina Inc. (San Diego, USA) were used to genotype 
the animals at Labogena (http:// www. labog ena. fr/) or 
Aveyron Labo (http:// www. aveyr on- labo. com/) geno-
typing facilities. Genotype data were obtained within 
the framework of different research programs before 
2015, and subsequently from the ongoing Lacaune 
dairy sheep genomic selection program [29]. The pedi-
gree of the genotyped animals was extracted from the 
official French livestock data system (Systèmes Natio-
naux d’Information Génétique, France Génétique Ele-
vage, Paris, France).

Genotype quality control, imputation and phasing
The quality control of each SNP was based on three 
criteria: (i) a call frequency higher than 97% (% of gen-
otyped animals for each SNP), (ii) a minor allele fre-
quency higher than 1%, and (iii) accordance with the 
Hardy–Weinberg equilibrium (P > 10−5) . LD to MD 
genotype imputation and phasing of all genotypes 
were implemented with the FImpute v2.2 software 
[30]; the LD and MD chips had 11,342 common SNPs. 
The accuracy of LD to MD imputation of Lacaune 
genotypes was previously assessed and showed a con-
cordance rate per animal of 99.05%, a concordance rate 
per SNP of 99.12%, and a squared Pearson’s correlation 
coefficient of 94.95% between imputed and observed 
SNP genotypes [31]. For subsequent identification of 
HHD, 38,696 SNPs on the 26 autosomal sheep chro-
mosomes were available and mapped to the Ovis aries 
genome assembly Oar_v2.0 ([32], GigaDB, Oar_v2.0 
coordinates are available at https:// doi. org/ 10. 5524/ 
100023), the version used for the current genomic 
evaluation.

Detection of homozygous haplotype deficiency
Based on phased MD genotype data, the ovine genome 
was scanned using a sliding window approach of 20 
consecutive SNPs to identify HHD on the 26 sheep 
autosomes by comparing the observed and expected 
number of homozygous animals using the method 
developed by Fritz et al. [12] in French dairy cattle, and 
adapted to ovine data as described below.

For each window of 20 consecutive SNPs, the fre-
quencies of all observed haplotypes were calculated 
from the maternal phase, which is associated with a 
greater diversity of haplotypes. Only haplotypes with 
a frequency higher than 1% were selected. The choice 
of a sliding window of 20 consecutive SNPs, represent-
ing approximatively 1.0 to 1.5 Mb (50 k SNP chip with 
an informative SNP every 60 kb, 3 Gb genome), and of 
a haplotype frequency higher than 1% was based on a 
previous simulation to estimate the frequency of reces-
sive lethal mutations in breeding populations [2]. With 
an effective population size ranging from 100 to 500, 
as in Lacaune sheep (Ne = 336 [28]), the frequency of 
recessive lethal mutations is expected to range from 1 
to 3%.

For each selected haplotype k , the number of 
observed homozygous animals ( NObs(k) ) was com-
pared to the expected number of homozygous animals 
( NExp(k) ). The number of expected homozygous ani-
mals NExp(k) was estimated using the within-trio trans-
mission probability with the formula described in Fritz 
et al. [12]. Two types of trios were considered, 38 prog-
eny-sire-dam trios (transmission probability of hap-
lotype k is estimated based on the genotyped sire and 
dam) and 15,530 progeny-sire-maternal grandsire trios 
(transmission probability of haplotype k is estimated 
based on the genotyped sire and maternal grandsire).

The probability of observing “ q ” homozygotes with 
an expectation “ lambda ” was estimated using the Pois-
son distribution and calculated with the ppois function (
ppois

(
q = NObs(k), lambda = NExp(k)

))
 in the RStu-

dio software (Version 1.1.456), as previously described 
in Mesbab-Uddin et  al. [22]. Each k haplotype was 

Table 1 Description of genotyped animals

MD medium density (50 k), LD low density (15 k)

Year of birth ≤ 2014 2015–2016 ≥ 2017 Total

Background Research programs Genomic selection Genomic selection

Number of animals 6587 rams 3986 rams 7012 rams 19,102

1517 ewes

SNP chip MD MD LD (n = 6502) MD (n = 510) LD (n = 6502)

MD (n = 12,600)

Genotyping age (months) > 12 1–5 1–5 8–12
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assumed to be significantly deficient in homozygotes 
when the P-value was lower than 1.9 ×  10−4. This 
threshold was obtained by a Bonferroni correction for 
multiple testing at a 5‰ level of significance assum-
ing that the number of independent tests was equal to 
the number of chromosomes (n = 26). Among the sig-
nificant haplotypes, only those with a severe deficiency 
that ranged from 75 to 100%, were retained as HHD (
NExp(k)− NObs(k))/NExp(k) ≥ 0.75

)
.

When the significant HHD of 20 SNPs were consecu-
tive (i.e., shifted from the previous one by a single SNP) 
and showed the same minimum number of homozygous 
animals, they were clustered together to define a larger 
haplotype (all these primary HHD are in total linkage 
disequilibrium with each other), which we refer to as 
‘Lacaune deficient homozygous haplotype’ (LDHH) (see 
Additional file  2: Tables S1 and S2). The homozygous, 
heterozygous, and non-carrier status of each haplotype 
constituting an LDHH region was then determined for 
each animal in the studied population (n = 19,102).

Linkage disequilibrium was estimated between two 
LDHH regions on the same chromosome by the  r2 coef-
ficient measure that was introduced by Hill and Robert-
son [33]. For each LDHH region, a bi-allelic locus was 
defined as allele 1, i.e., the detected LDHH showing a 
deficit in homozygotes, and as allele 2, i.e., all other hap-
lotypes identified in the same region. The coordinates of 
the SNPs included in each haplotype were obtained for 
the ovine genome assembly Oar_v2.0 and were reposi-
tioned on the genome assembly Oar_v3.1 [32] (available 
from GenBank, GCA_000298735.1) for further genetic 
analyses.

Analysis of fertility and dairy production traits
Analysis of fertility traits
Trait records of Lacaune matings between 2006 and 2018 
were obtained from the national database. We studied a 
first set of two fertility traits, i.e. artificial insemination 
success (AIS) and stillbirth rate (SBR). Among all the 
records, we focused only on matings between ewes with 
a genotyped sire and a genotyped ram, the sire and ram 
both having a known status at each LDHH (n = 1,155,835 
matings). AIS was coded “1” for success and “0” for 
failure based on lambing date according to the gesta-
tion length starting from the day of AI (147 ± 5  days). 
SBR was determined only in the AI success group, and 
coded “1” if there was at least one stillbirth in the lit-
ter or “0” if all lambs were born alive (n = 804,577 mat-
ings). Four different types of mating are possible for each 
LDHH: (i) non-carrier ram × ewe from a non-carrier 
sire, (ii) non-carrier ram × ewe from a carrier sire, (iii) 
carrier ram × ewe from a non-carrier sire, and (iv) car-
rier ram × ewe from a carrier sire. Mating type (iv) was 

considered as at-risk mating, and the cluster of mating 
types (i), (ii) and (iii) were considered as safe mating. A 
logistic threshold binary model with a logit link func-
tion was used to compare AIS and SBR between at-risk 
and safe matings, using the GLIMMIX procedure in 
the SAS software (version 9.4; SAS Institute Inc., Cary, 
NC). The model used is y = Xβ+ Zγ+ e , where y is a 
vector of “0” or “1” coding for AIS or SBR by consider-
ing the corresponding observations Z (Z = {0,1} for AIS, 
Z = {0,1,2+} for SBR) and a threshold for each variable, 
so that y = 1 if Z ≥ 1 or y = 0 otherwise ; X is the inci-
dence matrix of fixed effects; β is a vector of fixed effects; 
Z is an incidence matrix of random effects; γ is a vec-
tor of random effects, and e is a vector of residual error 
effects. The fixed effects for AIS and SBR were mating 
type (safe or at-risk), month of AI (March to September), 
and lactation number (L1, L2, L3 and L4+). For SBR only, 
prolificacy of the ewe (1, 2, 3+ lambs/litter) was added 
as a fixed effect. For AIS and SBR, the random effect was 
interaction herd × year (n = 470 herds between 2006 
and 2018). Traits were considered to differ significantly 
when the fixed effect mating type had a P-value lower 
than 6.3 ×  10–4. This threshold was obtained by Bonfer-
roni correction for multiple testing at a 1% level of sig-
nificance by correcting the number of independent tests 
assumed to be the number of significant LDHH regions 
multiplied by the two independent fertility traits studied.

Analysis of milk parameters
Daughter yield deviations (DYD) for milk parameters 
from genotyped sires with known status at each LDHH 
were computed from genetic evaluations (GenEval, Jouy-
en-Josas, France). The DYD corresponds to the average 
performance of the daughters of each sire, corrected for 
environmental effects and the average genetic value of 
the mothers [29]. The six parameters studied were milk 
yield (MY), fat (FC) and protein (PC) contents, fat 
(FY = MY × FC) and protein (PY = MY × PC) yields, and 
lactation somatic cell score (LSCS). LSCS corresponds to 
the average SCS per lactation, i.e. the log-transformation 
of test-day somatic cell count (SCC) defined by 
SCS = log2

(

SCC
10000

)

+ 3 [34–36]. To compare all the traits 
on the same scale, each DYD was divided by its genetic 
standard deviation and referred to as standardized DYD 
(sDYD). Only genotyped rams with records from at least 
20 daughters were included in the analysis in order to 
obtain sufficiently accurate DYD values (n ~ 5400 rams). 
Each trait was tested by variance analysis comparing 
LDHH carrier and non-carrier rams using the GLM pro-
cedure in the SAS software (version 9.4; SAS Institute 
Inc., Cary, NC). The fixed effect model is y = Xβ+ e , 
where y is a vector of sDYD data for each trait; X is an 
incidence matrix of fixed effects; β is a vector of the fixed 
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effects and e is a vector of residual error effects. The fixed 
effects are the genetic status (carrier, non-carrier) and 
year of birth (2000 to 2016) to correct for annual genetic 
gain. Traits differ significantly between carrier and non-
carrier rams when the effect of the genetic status is sig-
nificant, i.e. with a P-value lower than 3.1 ×  10–4. This 
threshold was obtained by Bonferroni correction for 
multiple testing at a 1% level of significance by correcting 
the number of independent tests assumed to be the num-
ber of significant LDHH regions multiplied by the four 
studied traits (MY, FC, PC and LSCS).

Identification of positional and functional candidate genes
The coordinates of each LDHH region were obtained 
from the ovine genome assembly Oar_v3.1. and extended 
1  Mb upstream and 1  Mb downstream to obtain gene 
annotations from the Ensembl release 99 using the 
Biomart tool [37] (accessed on 20/03/2020; see Addi-
tional file 3: Table S3). Annotations and genome organi-
zation within these regions were found to be the same as 
those of the most recent ovine genome assembly Ram-
bouillet v1.0 (NCBI Ovis aries Annotation Release 103, 
2019-02-06, GCF_002742125.1).

Gene information (gene description, biological process, 
and molecular function) was extracted from several data-
bases (NCBI Entrez: https:// www. ncbi. nlm. nih. gov/ Web/ 
Search/ entre zfs. html; MGI: www. infor matics. jax. org; 
IMPC: https:// www. mouse pheno type. org). The list of 
identified genes was then sorted to identify the most rel-
evant candidate genes according to (i) their known impli-
cation in lethal phenotypes in knockout/loss-of-function 

mouse models based on viability information in the 
IMPC database and mortality/aging (embryonic, prena-
tal, perinatal, neonatal, postnatal, preweaning, premature 
death) information in the MGI database, and (ii) their 
association with abortion/death/autosomal recessive 
disorders from Online Mendelian Inheritance in Man 
(OMIM) (https:// omim. org) and OMIA: Online Mende-
lian Inheritance in Animal (https:// omia. org).

Results
Identification of HHD in Lacaune dairy sheep
By screening the genome of 16,346 animals (belonging 
to trios) from real/imputed 50  k genotyping data, we 
detected 266 highly significant HHD of 20 consecutive 
SNPs, each with a frequency higher than 1% and a defi-
cit of homozygous animals higher than 75%. The location 
of these haplotypes along the ovine genome is shown as 
a Manhattan plot (see Additional file  4: Figure S2). As 
explained in “Methods” section, when significant HHD of 
20 SNPs were consecutive (shifted by a single SNP) and 
showed the same minimum number of homozygous ani-
mals, they were clustered to define 11 larger haplotypes 
containing 23 to 48 SNPs and named LDHH (Table 2).

Among these haplotypes, five LDHH presented a 
complete deficit of observed homozygous animals 
(LDHH1 to 5) and six LDHH presented a partial defi-
cit ranging from 79 to 96% of the expected number of 
homozygous animals (LDHH6 to 11). The length of the 
identified haplotypes ranged from 1.2 to 3.0  Mb on the 
ovine genome v3.1. LDHH3, 4, 5, 6 and 11 are located 
on Ovis aries (OAR) chromosome 3. Only LDHH4 (24 

Table 2 List of Lacaune deficient homozygous haplotypes

a Number of LDHH markers refers to ovine genome reference assembly Oar_v2.0/Oar_v3.1 and listed in Additional file 2: Table S3
b Position on ovine genome assembly Oar_v3.1
c Frequency of carriers in the entire genotyping population (n = 19,102)
d Expected
e Observed

Haplotype OAR Number of 
 markersa

Positionb (Mb) Carrier 
 frequencyc (%)

Number of homozygotes

Expd Obse Deficit (%) Poisson P-value

LDHH1 4 46/42 43.4–46.3 6.7 21 0 100 7.6 ×  10−10

LDHH2 13 28/26 44.8–46.8 6.2 17 0 100 4.1 ×  10−8

LDHH3 3 48/39 32.0–34.9 4.3 10 0 100 7.0 ×  10−5

LDHH4 3 24/19 132.4–133.9 3.8 10 0 100 5.5 ×  10−5

LDHH5 3 29/23 131.1–132.7 3.7 9 0 100 1.9 ×  10−4

LDHH6 3 27/21 136.2–137.4 12.1 72 3 96 3.5 ×  10−27

LDHH7 17 29/27 0.0–1.6 4.7 12 1 92 9.9 ×  10−5

LDHH8 18 23/20 25.7–27.5 5.5 14 2 86 9.4 ×  10−5

LDHH9 18 37/33 31.3–33.5 4.4 13 2 85 2.2 ×  10−4

LDHH10 18 26/23 33.0–34.6 5.7 17 3 82 4.1 ×  10−5

LDHH11 3 28/28 128.9–131.1 7.2 19 4 79 3.8 ×  10−5

281



Page 6 of 13Ben Braiek et al. Genet Sel Evol           (2021) 53:41 

SNPs) and LDHH5 (29 SNPs) are in high linkage disequi-
librium (71%). Although they share nine SNPs at their 
ends, LDHH4 and LDHH5 were not originally clustered 
together since some consecutive 20-SNP HHD between 
the two LDHH did not follow our clustering rule (they 
were neither significant nor had the same minimum 
number of homozygous animals). LDHH8 is located on 
OAR18, 3.7 Mb from LDHH9 and 5.4 Mb from LDHH10, 
and shows a moderate linkage disequilibrium of 55% and 
40% with these two haplotypes, respectively. Likewise, 
LDHH9 (37 SNPs) and LDHH10 (26 SNPs) are in high 
linkage disequilibrium (72%), share 11 SNPs, but were 
not clustered together for the same reason as LDHH4 
and 5. Other LDHH are located on OAR4 (LDHH1), 
OAR13 (LDHH2) and OAR17 (LDHH7). Consequently, 
the 11 LDHH identified are most probably associated 
with only eight independent causal mutations in the 
eight following genomic regions on OAR3 (LDHH3, 
32.0–34.9  Mb; LDHH11, 128.9–131.1  Mb; LDHH4–5, 
131.1–133.9  Mb and LDHH6, 136.2–137.4  Mb), OAR4 
(LDHH1, 43.4–46.3  Mb), OAR13 (LDHH2, 44.8–
46.8  Mb), OAR17 (LDHH7, 0–1.6  Mb) and OAR18 
(LDHH8–9–10, 25.7–34.6  Mb). When calculated based 

on the whole genotyped population, the frequency of 
carriers ranged from 3.7 to 6.7% for LDHH with a total 
deficit of homozygotes, and from 4.4 to 12.1% for LDHH 
with a partial deficit.

Impact of LDHH on the success rate of AI and on stillbirth 
rate
To check for a putative effect of the 11 LDHH on embry-
onic, fetal and/or perinatal lethality in the dairy Lacaune 
population, two fertility-associated traits that could 
reflect the consequences of these mutations were ana-
lyzed: AI success (AIS: 1,155,835 matings) and stillbirth 
rate (SBR: 804,577 matings) (Fig. 1).

AIS could be a good proxy for embryonic losses dur-
ing the first weeks after AI. In our study population, the 
average AIS was 69.6%. Interestingly, at-risk matings 
for four LDHH (1, 2, 8 and 9) had a significant nega-
tive effect on AIS leading to a decreased success rate of 
2.2% for LDHH1 (P = 3.2×10−6) up to 3.2% for LDHH2 
(P = 2.6×10−9).

In parallel, evaluating the stillbirth rate could be a use-
ful way to identify mutations that cause perinatal lethal-
ity. In our study population, 5.1% of litters included 

Fig. 1 Effects of LDHH on the success rate of artificial insemination and on the stillbirth rate in at‑risk matings compared to safe matings. AIS 
artificial insemination success, SBR stillbirth rate. For each LDHH, the frequency of at‑risk mating is shown in parentheses. Significant effects are 
indicated by the corrected P‑value for multiple tests with a threshold set at α = 1%: *P < 6.3 ×  10−4; **P < 6.3 ×  10−5 and ***P < 6.3 ×  10−6
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at least one stillbirth. Five significant LDHH (3, 6, 8, 9 
and 10) were associated with a 1.1% increase in SBR 
for LDHH6 (P = 5.9×10−7) up to 3.4% for LDHH9 
(P = 8.5×10−12) in at-risk compared to safe matings.

Pleiotropic effects of LDHH on milk production traits
For the 11 LDHH regions detected in dairy Lacaune, 
we tested whether a putative selective advantage existed 
at the heterozygous state for six dairy traits routinely 
included in genomic evaluations. sDYD of five milk pro-
duction traits (milk, fat and protein yields, and fat and 
protein contents) and lactation somatic cell score (a 
proxy for mastitis) were compared between carrier and 
non-carrier rams of each LDHH (n ~ 5400 genotyped 
rams with DYD). Figure 2 shows the relative differences 
in sDYD calculated between heterozygous and non-car-
rier rams. For all milk production traits, positive values 
indicate an improvement of the selected traits, whereas 
for the lactation somatic cell score, a positive value indi-
cates a deterioration of udder health in the progeny of 
heterozygous rams.

Among the 11 haplotypes, seven had a significant effect 
on sDYD for at least one trait. Daughters of LDHH1 car-
rier rams had a higher protein content (sDYD + 0.11), 
whereas those of LDHH3 carriers had a significantly 
lower protein yield (sDYD − 0.12) and protein content 
(sDYD − 0.13). Moreover, LDHH3 was significantly 
associated with a lower somatic cell score in milk (sDYD 
− 0.10). Both LDHH4 and LDHH5 carriers showed a sig-
nificant increase in milk production (sDYD + 0.22 and 
+ 0.21, respectively) and in protein yield (sDYD + 0.14 
and + 0.13, respectively) but had negative effects on fat 
(sDYD − 0.19 and − 0.21, respectively) and protein con-
tent (sDYD − 0.20 in both). LDHH7 and LDHH9 carri-
ers showed a higher sDYD for milk production with an 
increase of + 0.17 and + 0.11, respectively. LDHH11 was 
also associated with a + 0.12 increase in sDYD for milk 
production, and a wider effect spectrum, a positive effect 
on fat and protein yields sDYD (with + 0.09 and + 0.14, 
respectively), but a negative effect on LSCS (+ 0.12) and 
fat content sDYD (− 0.12).

Candidate genes from LDHH regions
Among the 340 protein coding genes identified in the 11 
LDHH regions extended by 1 Mb on each side (see Addi-
tional file  3: Table  S3), 59 are associated with lethality 
when invalidated in mice (all homozygous mutant alleles 
lead to lethality, complete penetrance) and 40 show sub-
viable phenotypes (higher deficit of homozygous mutant 
animals than expected according to Mendelian inher-
itance, incomplete penetrance). Among these genes, 
several are listed in the OMIM and OMIA databases as 
being associated with mammalian autosomal recessive 

disorders (Table 3). Most of these 99 genes are involved 
in nucleic acid synthesis/DNA replication/transcrip-
tion (PCNA, CAD, HOXC13, and ARNT2), or encode 
structural or signaling proteins (MAGI2, RELN, PRNP, 
FERMT1, IFT172, CEP83, KRT8, WNT1, CCDC65, 
and TLL1) or are involved in basal metabolic processes 
(PMPCB, IDI1, POMC, HADH-A/B, EIF2B4, SCN8A, 
PFKM, FAH, MPI, CYP1A2, STRA6, and CRADD). 
Knock-out mouse models of these genes have mainly 
revealed defects that affect offspring soon after birth 
(perinatal to weaning stages) and jeopardize the survival 
of the young.

Discussion
We identified eight independent genomic regions (named 
LDHH) in Lacaune dairy sheep showing complete or par-
tial deficit of homozygous haplotypes, which suggests 
that several independent recessive deleterious muta-
tions segregate in this population. To successfully identify 
HHD in dairy sheep, we used the same criteria as those 
used in dairy cattle, i.e. sliding windows of 20 consecutive 
SNPs and considered significant haplotypes with a fre-
quency higher than 1% [12]. Using about 20,000 related 
animals genotyped with the 50 k SNP chip, the number 
of HHD identified and the carrier frequencies (between 
4 and 12%) in dairy sheep are in line with the estimations 
reported in cattle [17]. Detection of HHD segregating at 
a lower frequency would have required more animals, 
but this will be possible in the near future thanks to the 
ongoing accumulation of genotyping data. Even if the 
length of these haplotypes depends on population struc-
ture, genome size, or the density of the SNP chip used, 
the length (from 1.2 to 3.0 Mb) of the LDHH identified 
here is in line with previously reported observations in 
other livestock with haplotypes spanning regions of less 
than 5 Mb [1]. One notable difference between our study 
on sheep and the literature on cattle is that less than 1% 
of the genotyped Lacaune animals have their two par-
ents genotyped. Indeed, in Holstein and Normande cat-
tle for which HHD were identified, this number reaches 
30%. However, in sheep, dams are not routinely geno-
typed for genomic selection programs, which reduces the 
HHD detection power of our analysis since, in the trios 
included here, most of the dam genotypes are estimated 
by the status of the maternal grandsire and the frequency 
of the haplotype in the population.

In our population, we estimated that the frequencies of 
LDHH carriers ranged from 3.7 to 12.1%, which is in line 
with those of previous studies on cattle and pig (recently 
reviewed in Georges et  al. [1]). Considering that these 
haplotypes are associated with deleterious mutations in 
the homozygous state, such frequencies could be con-
sidered as being quite high compared to the estimated 
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frequency in humans, which is less than 1% [2]. In live-
stock populations with a small effective size (Ne = 336 in 
dairy Lacaune [28]), allele frequencies fluctuate randomly 

from one generation to the next due to small sampling of 
reproducers. Thus, the frequency of a deleterious reces-
sive mutation can increase sharply by genetic drift from 

Fig. 2 sDYD relative difference between heterozygous and non‑carrier rams for 6 selected traits. MY milk yield, FY fat yield, PY protein yield, FC 
fat content, PC protein content, LSCS Lactation somatic cell score, sDYD standardized daughter yield deviation (DYD divided by genetic standard 
deviation). Significant effects are indicated by the corrected P‑value for multiple tests with a threshold set at α = 1%: *P < 3.1 ×  10−4; **P < 3.1 ×  10−5 
and ***P < 3.1 ×  10−6. Error bars indicate standard errors. Significant favorable effects of heterozygous are in green and significant unfavorable 
effects are in red
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an initial value close to 0 up to several percent, as we 
observed in Lacaune (from 2 to 6%), due to the spread 
of very influential carriers and their progeny [5]. The 
Lacaune sheep population has a complex history with the 
creation of two lines, one for meat and one for dairy pur-
poses, and four independent selection schemes. Based 
on this particular population structure, further simula-
tion studies would be useful to estimate the effect of drift 
on the frequency of LDHH carriers. Apart from genetic 
drift, maintaining or increasing the frequency of del-
eterious alleles in a livestock population can be accom-
plished by balancing selection when deleterious alleles 
provide a heterozygous advantage on selected traits [5]. 

Several examples of homozygous deleterious mutations 
have been reported with a heterozygous advantage in 
livestock [38], such as the 660-kb deletion (spanning four 
genes) identified in Nordic Red cattle that leads to higher 
milk production in heterozygous carriers [7], the 2-pb 
deletion in the MRC2 gene leading to the Crooked Tail 
syndrome in Belgian Blue cattle, but enhances muscular 
development in heterozygous carriers [39], or the 212-kb 
deletion affecting the BBS9 and BMPER genes associated 
with higher growth rates in pig [40]. In the current study, 
seven of the 11 LDHH (i.e. six of the eight independent 
regions) are associated with positive effects on at least 
one milk trait (milk, protein and fat yields, protein and 

Table 3 Most probable candidate genes affecting viability in mouse knockout models and associated with mammalian autosomal 
recessive disorders

a Homozygous  lethal† (complete penetrance) and homozygous sub-viable* (incomplete penetrance) genes affecting developmental stages reported in knockout 
databases (IMPC and/or MGI)
b Mammalian autosomal recessive disorders reported in OMIM and/or OMIA databases

Haplotype Gene  namea Gene description Mammalian recessive  disorderb

LDHH1 MAGI2† Membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ 
domain containing 2

Nephrotic syndrome

PMPCB† Peptidase, mitochondrial processing beta subunit Multiple mitochondrial dysfunctions syndrome

RELN†* Reelin Lissencephaly and cerebellar hypoplasia

LDHH2 IDI1† Isopentenyl‑diphosphate delta isomerase 1 Zellweger syndrome and neonatal adrenoleukodystrophy

PRNP† Major prion protein Spongiform encephalopathy

PCNA†* Proliferating cell nuclear antigen Ataxia‑telangiectasia‑like disorder

FERMT1† Fermitin family member 1 Kindler syndrome

LDHH3 POMC* Proopiomelanocortin Obesity, adrenal insufficiency

HADHA†, HADHB† Hydroxyacyl‑CoA dehydrogenase trifunctional multien‑
zyme complex subunit alpha/beta

Long‑chain 3‑hydroxyacyl‑CoA dehydrogenase deficiency, 
trifunctional protein deficiency with myopathy and 
neuropathy

CAD† Carbamoyl‑phosphate synthetase 2, aspartate transcar‑
bamylase, and dihydroorotase

Abortion; epileptic encephalopathy, early infantile

EIF2B4† Eukaryotic translation initiation factor 2B subunit delta Leukoencephalopathy, ovarioleukodystrophy

IFT172† Intraflagellar transport 172 Retinitis pigmentosa, short‑rib thoracic dysplasia ± poly‑
dactyly

LDHH4–5 HOXC13* Homeobox C13 Ectodermal dysplasia

KRT8†* Keratin 8 Cryptogenic cirrhosis

SCN8A†* Sodium voltage‑gated channel alpha subunit 8 Spinocerebellar ataxia

LDHH6 WNT1†* Wnt family member 1 Osteogenesis imperfecta, type XV

CCDC65* Coiled‑coil domain containing 65 Primary ciliary dyskinesia

PFKM* Phosphofructokinase, muscle Glycogen storage disease VII

LDHH7 TLL1* Tolloid like 1 Heart malformation

LDHH8‑9–10 FAH† Fumarylacetoacetate hydrolase Tyrosinemia

ARNT2†* Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator 2 Webb‑Dattani syndrome

MPI† Mannose phosphate isomerase Congenital disorder of glycosylation, type Ib

CYP1A2* Cytochrome P450 family 1 subfamily A member 2 Metabolizer of a cognitive enhancer

STRA6† Stimulated by retinoic acid 6 Microphthalmia

LDHH11 CRADD† CASP2 and RIPK1 domain containing adaptor with death 
domain

Mental retardation, with variant lissencephaly

CEP83† Centrosomal protein 83 Nephronophthisis
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fat contents and LSCS) in the heterozygous state. The 
observed difference between carrier and non-carrier 
rams corresponds mainly to 1 or 2 years of genetic gain 
for the given traits [34]. For example, the observed dif-
ference in milk yield corresponds to + 4.0 L up to + 8.1 L 
for LDHH9 and LDHH4 carriers, respectively. These 
results are relatively similar to the effect observed for 
lethal mutations detected in US dairy cattle [6]. Surpris-
ingly, LDHH6 which is the most frequent haplotype in 
our study (carrier frequency of 12.1%) had no pleiotropic 
effect on milk traits, which was also the case of the less 
frequent LDHH2, LDHH8 and LDHH10. Apart from the 
hypotheses of genetic drift or association with selected 
traits, the high frequency observed for LDHH6 could be 
explained by balancing selection of other traits that are 
obviously not implemented in the selection scheme, such 
as morphological phenotypes that match breed criteria 
(stature, fleece type and color, hornless).

Based on linkage disequilibrium, the 11 LDHH iden-
tified delimit only eight independent genomic regions 
probably associated with eight causal mutations. Within 
these regions, we searched for candidate genes that may 
be affected by these mutations in accordance with the 
characteristics of the genotyped population, the deficit 
of homozygous animals and the observed impact on AIS 
and SBR (assuming lethality from the embryonic to the 
juvenile stage). We reviewed mouse knockout models 
and report genetic disorders that are listed in human and 
animal databases (Table 3). Knowledge based on bovine 
studies shows that recessive lethal alleles are caused by 
loss-of-function mutations (stop-gain, frameshift, mis-
sense, splice site and deletion) affecting genes mainly 
involved in cell division, DNA replication, transcription, 
RNA processing, or coding for structural proteins or in 
essential metabolic processes [2, 41]. Based on AIS and 
SBR analyses, we were able to classify LDHH into four 
patterns, each with a hypothesized associated effect. 
The first pattern groups LDHH1 on OAR4 and LDHH2 
regions on OAR13. Both haplotypes have a significant 
impact on AIS that we associate with early embryonic 
loss. Accordingly, we found that PMPCB and PCNA 
are strong candidate genes in the LDHH1 and LDHH2 
regions, respectively. Indeed, homozygous invalidation of 
both genes in mouse causes embryonic lethality around 
the implantation stage [MGI:1920328, MGI:97503]. 
The second pattern corresponds to LDHH that have an 
impact on both AIS and SBR and that we associate with 
embryo/fetal loss throughout the gestation period, i.e. 
LDHH8, 9 and 10 on OAR18. In this case, we suspect a 
unique lethal mutation that affects one of the four fol-
lowing candidate genes FAH, ARNT2, MPI and STRA6, 
which are reported to be homozygous lethal in knock-out 
mouse models (Fah [MGI:95482], Arnt2 [MGI:107188], 

Mpi [MGI:97075] [42] and Stra6 [MGI:107742]). The 
third pattern groups LDHH3 and LDHH6 on OAR3 and 
affects only SBR. We assume that these LDHH harbor 
lethal mutations with effects that occur at the end of ges-
tation and/or very soon after birth. Within the LDHH3 
region in complete homozygous deficiency, the CAD 
gene is the most obvious candidate. Indeed, invalidation 
of the Cad gene in mouse causes preweaning lethality 
with complete penetrance [MGI:1916969], and a mis-
sense mutation in CAD (g.72399397T>C; p.Tyr452Cys) 
associated with the NH7 homozygous deficient haplo-
type [OMIA 002201-9913] causes late abortion during 
the last months of gestation in Normande cattle [22]. 
In the LDHH6 region, three genes Wnt1, Ccdc65, and 
Pfkm, are associated with perinatal, neonatal or prewean-
ing lethality in mouse knock-out models [MGI:98953, 
MGI:2146001, MGI:97548]. Among these, a mutation 
in CCDC65 encoding a nexin-dynein regulatory com-
plex, is reported to cause “ciliary dyskinesia, primary 27” 
[CILD27, OMIM #615504], which is a neonatal respira-
tory distress syndrome in humans [43]. Interestingly, a 
respiratory syndrome is also reported for the homozy-
gous deficient Braunvieh haplotype 2 (BH2) [OMIA 
001939-9913] associated with perinatal and juvenile mor-
tality in cattle due to a mutation in TUBD1 (tubulin delta 
1) that disorganizes the microtubules in airway cilia [24]. 
Finally, the fourth pattern groups LDHH4–5, LDHH7 
and LDHH11 for which we failed to produce evidence 
for an alteration of fertility traits when comparing at-risk 
and safe matings. This could be due to the relatively low 
frequency of at-risk matings in our dataset for LDHH4–5 
(0.2%) and LDHH7 (0.1%), which made it impossible to 
reach statistical significance. Alternatively, these haplo-
types could also host mutations that affect lamb survival 
in a later growth period, as observed for heart malforma-
tion in mouse [44] and in humans (“atrial septal defect 6” 
[ASD6, OMIM #613087]; [45]) associated with the TLL1 
gene located in the LDHH7 region. The last hypothesis 
for these LDHH in the fourth pattern concerns an effect 
related to morphological defects or breed standards that 
is possibly counter-selected in selection schemes.

Particular attention should also be focused on OAR3 
and the region spanned by LDHH4–5 and LDHH11. 
These haplotypes are located in the region of the p.R96C 
mutation (OAR3, g.129722200C>T, genome assembly 
v3.1) that has been previously detected in the suppres-
sor of cytokine signaling 2 (SOCS2) gene in Lacaune dairy 
sheep and is associated with sensitivity to mastitis [46]. 
Interestingly, in our study, these LDHH, and particu-
larly LDHH11 that includes SOCS2, had positive effects 
on milk production, on fat and protein yields, but nega-
tive effects on LSCS and fat content, as already observed 
for the C variant of the p.R96C mutation. Since 2017, 
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genotypes for OAR3:129722200C>T are available for 
all animals genotyped on the LD chip when candidate 
rams are selected to enter the breeding center. Although 
LDHH4 and LDHH5 are not in linkage disequilibrium 
with LDHH11, all three are associated with the SOCS2 
mutation. Indeed, 69% of the LDHH4, 92% of the LDHH5 
and 97% of the LDHH11 heterozygous carriers were C/T 
for the SOCS2 mutation but only 16%, 18% and 23% of 
the heterozygotes for the SOCS2 mutation carried one 
of these haplotypes, respectively (see Additional file  5: 
Table  S4). This could be explained by the fact that the 
SOCS2 mutation is carried by two different haplotypes, 
one in strong linkage disequilibrium with LDHH4–5 and 
the other with LDHH11. Thus, linkage disequilibrium 
with the SOCS2 mutation may explain the observed effect 
of LDHH4–5 and LDHH11 on milk traits. However, 
OAR3:129722200C>T in SOCS2 is not a candidate lethal 
mutation associated with these haplotypes that could 
explain their deficit of homozygotes. We hypothesize that 
a recessive lethal allele located in one of those haplotypes 
is in partial linkage disequilibrium with the mutant allele 
of SOCS2. Maintaining frequencies of LDHH4–5 (4%) 
and LDHH11 (7%) in the Lacaune population would then 
not be explained by a heterozygous advantage of deleteri-
ous mutations but by genetic hitchhiking due to SOCS2 
and its association with selected dairy traits [5].

Conclusions
In this study, we demonstrated the possible segrega-
tion of recessive lethal alleles in a sheep population by 
applying a reverse genetic screen approach on a large 
genotyping dataset and searching for homozygous 
haplotype deficiency. Among the 11 LDHH genomic 
regions detected, we hypothesize that at least eight 
independent recessive mutations cause early embryonic 
loss, peri/neonatal lethality or severe health defects 
in young lambs. We identified the most obvious can-
didate genes that are assumed to be altered by these 
mutations, and provide strong working hypotheses to 
identify them by whole-genome sequencing of hete-
rozygous carriers of the different LDHH. Identification 
of causal mutations, and of the corresponding altered 
genes, is important to accurately identify the pheno-
type they control and to improve our knowledge of the 
fundamental mechanisms underlying the phenotype. 
As already observed for haplotypes associated with del-
eterious recessive mutations, particularly in dairy cat-
tle, most of the LDHH evidenced in dairy sheep were 
associated with decreased fertility, but also had posi-
tive pleiotropic effects on milk production. Manage-
ment of these haplotypes—or of their causal mutations 
once they are discovered—in the Lacaune dairy sheep 

selection scheme through reasoned mating of carrier 
rams and putative carrier ewes could improve overall 
fertility and lamb viability. Moreover, if these muta-
tions segregate more widely in other ovine populations, 
the consequences would apply more broadly to sheep 
breeding in general.
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Abstract: We recently demonstrated that the Lacaune deficient homozygous haplotype 6 (LDHH6)
potentially hosts a recessive perinatal lethal mutation in Lacaune dairy sheep mapped on OAR3. In
the present study, we have analyzed the whole-genome sequences of two Lacaune ram heterozygous
carriers of LDHH6. After variant calling and filtering against the variants of 86 non-carrier rams, we
have identified a single nucleotide variant (SNV) in the two LDHH6 carriers whose variant allele
induced a premature stop codon (p.Glu111*) in the Coiled-Coil Domain Containing 65 (CCDC65) gene.
CCDC65 is involved in the assembly of the nexin-dynein regulatory complex for the formation of
microtubules in ciliated cells. In order to identify the phenotype in homozygous sheep, we generated
at-risk matings (n = 17) between rams and ewes heterozygous for the candidate variant in CCDC65.
A total of 16 lambs were born alive with five genotyped as homozygous carriers. The homozygous
lambs suffered from respiratory problems, and four of them died within the first month of life. At
necropsy, we observed a broad hepatization of lung lobes possibly induced by infectious pneumonia.
The management of this lethal recessive allele (frequency of 0.06) through reasoned mating in the
Lacaune sheep selection schemes could reduce lamb mortality by 2%.

Keywords: homozygous haplotype deficiency; LDHH6; CCDC65; juvenile lethal mutation; genetic
disorder; primary cilia dyskinesia (PCD); ciliopathy; development; sheep

1. Introduction

Health and animal welfare are major concerns in livestock populations with important
economic repercussions. During the last few decades, mortality in the first month of life
remains high around 15–20% in sheep and most of this mortality occurs within the first three
days of postnatal life [1,2]. The risk factors for lamb mortality are mainly due to parameters
depending on the mother (nutrition, mothering ability, health status, parturition conditions),
the lamb itself (low birth weight, vigor, colostrum intake, congenital malformations) and/or
their environment (extreme weather, predation, infectious diseases) [1,3].

Although adequate farm environment and management practices could favor lamb
viability (reviewed in Dwyer et al. [1]), it would be possible to act on the genetic aspect of

Genes 2022, 13, 45. https://doi.org/10.3390/genes13010045 https://www.mdpi.com/journal/genes

291



Genes 2022, 13, 45 2 of 14

lamb survival. However, the QTL approach for mapping genetic variants/loci affecting
this trait is difficult due to low heritability (h2 < 0.1) and multifactorial nature of lamb
survival or lamb birthweight (i.e., best proxy for lamb survival) [1,4–6]. Nevertheless,
thanks to the use of high throughput genomic tools (single nucleotide polymorphism
arrays, whole-genome sequences), the study of genetic disorders and analysis of associated
data have successfully led the identification of many causal variants affecting the viability
of young animals [7].

Nowadays, two main approaches are used to identify and characterize causal variants
associated with genetic disorders. The first one is the homozygosity-mapping based on a
case-control approach using only few biological samples from affected and non-affected
animals [8–10]. In this pioneering use of homozygosity-mapping using large number of
SNP array in cattle, Charlier et al. have identified three causal variants responsible for
congenital muscular dystony types 1 [OMIA 001450-9913] and 2 [OMIA 001451-9913] in
Belgian Blue cattle and ichthyosis fetalis [OMIA 002238-9913] in Italian Chianina cattle [8].
In sheep, this approach was used successfully for the first time in the microphthalmia [OMIA
000649-9940] in Texel [11]. Since the last few decades, this method is efficient to map genetic
defects and their associated variants as shown by the growing number of discovered causal
variants referenced in the OMIA: Online Mendelian Inheritance in Animal database (https:
//www.omia.org/; accessed 2 September 2021). As example, with this approach, several
pathogenic variants were identified causing junctional epidermolysis bullosa in cattle [12,13]
and sheep [14–16] and the affected animals died shortly after birth due to skin disorders
(injuries on limb extremities, mucous membranes). However, when mutations affect
viability of developing embryos during gestation, phenotype or biological samples are not
available. Thus, these mutations are more efficiently detectable by a second approach using
reverse genetic screens. This approach is based on the availability of large sets of SNP array
genotyped animals provided by genomic selection for example [17,18]. Reverse screens
identified haplotypes for which homozygous carrier animals are absent or significantly less
observed when compared to the expected number based on haplotype frequency. In cattle,
the original works of VanRaden et al. [17] and Fritz et al. [18] using reverse genetic screen
followed by whole-genome sequence analyses have successfully identified candidate causal
variants in linkage disequilibrium with haplotypes with significant partial or total deficit in
homozygous animals. Going on with this approach, numerous embryonic lethal mutations
were identified in Holstein and Jersey breeds altering APAF1 [19], SMC2 [20,21], GART [18],
TFB1M [22], SDE2 [23], CENPU [24] and CWC15 [25] genes. Additionally, neonatal/juvenile
lethal mutations associated with homozygous haplotype deficiency were also identified in
Ayshire and Braunvieh breeds affecting UBE3B [20] and TUBD1 [26] genes.

Recently, with the implementation of genomic selection in small ruminants [27] and
the availability of large genotyping datasets, we have identified homozygous deficient
haplotypes segregating in the Lacaune dairy sheep population by a reverse genetic screen
method [28]. We have identified 11 haplotypes with significant deficit in homozygous
animals, ranging from 79 to 100%. Some of them were associated with fertility loss at
artificial insemination, and/or with increased stillbirth rate. We therefore assumed that
these haplotypes are likely to host recessive mutations causing embryonic/fetal or perinatal
lethality, respectively. Among these haplotypes, LDHH6 (Lacaune deficient homozygous
haplotype 6) [OMIA 002342-9940] was the most frequent (12.1% of heterozygous carriers,
located on OAR3:146.2–147.9 Mb on Oar_rambouillet_v1.0) and presented a homozygous
deficit of 96% (three homozygous animals were observed, whereas 72 animals were ex-
pected; p = 3.5 × 10−27). LDHH6 showed an increased stillbirth rate in at-risk matings
between carrier rams and daughters of carrier rams when compared to safe matings. We
have previously reported several candidate genes in the LDHH6 region (WNT1, CCDC65
and PFKM genes), but the underlying causative variant is still unknown [28].

In the present study, we have taken advantage of whole-genome sequence data to
identify the causal variant associated with the LDHH6 haplotype, studied the segregation
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of the variant in several sheep breeds and validated the lethal effect of the proposed causal
variant by generating at-risk matings.

2. Materials and Methods
2.1. Sequencing Data

For variant calling, publicly available data of 88 ovine short read Illumina HiSeq whole
genome sequences (WGS) from 14 breeds generated in various INRAE and Teagasc research
projects were used. Among them, 24 WGS were obtained from dairy Lacaune sheep, and
also genotyped with the OvineSNP50 Beadchip from Illumina in the framework of Lacaune
dairy sheep genomic selection program [27]. A description of the different breeds and all
the accession numbers of sequencing raw data are available in Supplementary Table S1.

2.2. WGS Variant Calling and Annotation

Reads mapping and variants calling were performed using Nextflow v20.10.0 and
Sarek pipeline v2.6.1 [29]. Genome Analysis Toolkit (GATK) best practices were followed
as implemented in the Sarek pipeline. In this project, the following steps were per-
formed: aligning the reads with BWA v0.7.17-r1188 [30] against the ovine genome assembly
Oar_rambouillet_v1.0 (GCF_002742125.1), marking duplicate reads (MarkDuplicates), base
quality recalibration (BQSR) and calling germline small variants (HaplotypeCaller in GVCF
mode) with GATK v4.1.7.0 [31], annotation of small variants with SnpEff v4.3t [32] and
quality control with MultiQC v1.8 [33].

2.3. Identification of Candidate Causal Variants

Based on OvineSNP50 Beadchip genotyping, two Lacaune animals were detected as
LDHH6 heterozygous carriers (others as non-carriers) among the 24 sequenced Lacaune
genomes [28]. All SNPs, small insertion and deletion variants located within the LDHH6
region extended by 1 Mb from each side were extracted from OAR3 (Oar_rambouillet_v1.0;
NC_040254.1:145,243,481-148,946,399pb) using SnpSift Filter [32]. The selection filter of
candidate polymorphisms was as follows: (i) variant allele compared to the Rambouillet
reference genome; (ii) in the heterozygote state in the 2 heterozygous LDHH6-carriers
Lacaune sheep; and (iii) in the reference homozygous state in all LDHH6-non carriers
Lacaune sheep and in other non-related breeds. These variants were checked manually
using the Integrative Genomics Viewer (IGV) [34] to confirm the bioinformatics variant
calling prior to further investigation.

2.4. Biological Samples and CCDC65-Specific Genotyping Assay

Blood samples (3 ml) were collected by jugular vein puncture with the Venoject system
containing EDTA (Terumo, Tokyo, Japan) and directly stored at 4 ◦C or −20 ◦C depending
on further use. Ear samples were obtained with a tissue sampling unit (TSU, Allflex Europe,
Vitré, France) taking an ear punch (1 mm3) directly placed in the TSU storage buffer at 4 ◦C.
Ear biopsies were placed twice consecutively in 180 µL of 50 mM NaOH, heated 10 min
at 95 ◦C, neutralized with 20 µL of 1 M HCl, and then vortexed during 10 s. Part of the
blood samples was used for extraction of genomic DNA as described in Bodin et al. [35].
All other samples were used for direct genotyping without DNA purification on whole
blood or on neutralized NaOH treatment solution of ear biopsies [36].

Among the candidate polymorphisms within the LDHH6 region, the potential CCDC65
causal variant (Oar_rambouillet_v1.0, NC_040254.1:g.147,207,999C > A; XM_004006389.4:c.
521G > T) was genotyped either by RFLP or PACE (PCR allele competitive extension)
analysis. RFLP was resolved on 2% agarose gel using BsaJI restriction enzyme (News
England Biolabs, Ipswich, MA, USA) after either a first step of Terra PCR Direct Poly-
merase Mix amplification (Takara Bio, Kusatsu, Japan) using 1 µL of total blood (or 5 µL
ear biopsy solution), or a PCR using GoTaq Flexi DNA Polymerase (Promega, Madi-
son, WI, USA) with 50 ng of purified DNA. The following amplification primers (for-
ward 5′-GAGCTGCGTGTGTAAGATGA-3′ and reverse 5′-CCTCCAGCTCCATGTTGTAA-
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3′) were designed using Primer3Plus software [37]. PCR for RFLP was performed on
an ABI2720 thermocycler (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) with the follow-
ing conditions: 5 min at 94 ◦C, 35 cycles of 30 s at 94 ◦C, 30 s at 58 ◦C and 30 s at
72 ◦C, followed by 5 min final extension at 72 ◦C. Fluorescent PACE analysis was done
with 15 ng of purified DNA using the PACE-IR 2x Genotyping Master mix (3CR Bio-
science) in the presence of 12 µM of a mix of extended allele specific forward primers (5′-
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGACCTGTCAGAAGCCGAGG-3′ and 5′-GAAGGTGA
CCAAGTTCATGCTGGACCTGTCAGAAGCCGAGT-3′) and 30 µM of common reverse
primer (5′-AGGGCGTGGGCGTGCTGCT-3′) in a final volume of 10 µL. The touch-down
PCR amplification condition was 15 min at 94 ◦C for the hot-start activation, 10 cycles of
20 s at 94 ◦C, 54–62 ◦C for 60 s (dropping 0.8 ◦C per cycle), then 36 cycles of 20 s at 94 ◦C
and 60 s at 54 ◦C performed on an ABI9700 thermocycler followed by a final point read of
the fluorescence on an ABI QuantStudio 6 real-time PCR system and using the QuantStudio
software 1.3 (Applied Biosystems). The accuracy of the genotyping was validated by Sanger
sequencing on few samples.

The presence of the CCDC65 variant was checked in a DNA set of the 2021 cohort
of 2952 Lacaune male lamb candidates for genomic selection. DNA was extracted by
Labogena (http://www.labogena.fr, accessed on 2 September 2021) for low-density SNP
chip genotyping (SheepLD v.3, on behalf the dairy Lacaune breed industry) and LDHH6
status was established as previously described [28]. A DNA diversity panel of 872 animals
from 25 French sheep breeds [38] and 8 Swiss sheep breeds [39] was also specifically
genotyped for the CCDC65 variant.

2.5. Generation of Homozygous Lambs

Dairy Lacaune ewes (n = 245) from two INRAE experimental flocks (Langlade and La
Fage, agreement numbers: D3142901 and A312031, respectively) were genotyped for the
CCDC65 variant. Heterozygous ewes (n = 17) were artificially inseminated (AI) with fresh
semen from heterozygous carrier rams (n = 3) selected among the genotyped animals for
genomic selection with a known status at the LDHH6 haplotype [28] and further genotyped
as heterozygous at the CCDC65 locus. An ultrasound diagnosis of gestation was realized
between 45 and 60 days after AI. Lambs were weighted at birth and 15 days after birth. Ear
biopsies from newborn lambs (TSU Allflex) were collected for CCDC65 genotyping at the
same time of the mandatory electronic ear tag identification.

2.6. Ethics Statement

All experimental procedures were approved (approval numbers 01171.02 and 752056.00)
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.

3. Results
3.1. Screening of WGS Data Identifies a Nonsense Variant in CCDC65 Gene Associated
with LDHH6

To identify the putative causal variant hosted by the LDHH6 haplotype, we consid-
ered biallelic polymorphisms (SNPs and InDels) proven from 88 ovine WGS containing
24 Lacaune sequences and, among them, two LDHH6 heterozygous carriers. Variant
search analysis and annotations were deliberately limited to the LDHH6 region (OAR3:
146,243,481–147,946,399 pb) extended by 1 Mb from each side. In this 3.7 Mb region, we
detected 53,632 polymorphisms with a quality score > 30. After filtering, we identified
11 SNPs only present in a heterozygous state in the genome of the two LDHH6 heterozygous
carriers (Table 1).
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Table 1. Candidate SNPs, locations and functional annotations.

Position Ref/Alt Quality Score Location Annotation Functional Consequence a

145,928,967 C/G 347.3 Intergenic, downstream of FAM186A Modifier
146,173,708 G/A 396.0 Intergenic, upstream of ASIC1 Modifier
146,566,556 C/T 133.1 Intronic, FAM186B Modifier
146,718,479 G/A 272.7 Intronic, SPATS2 Modifier
146,809,812 T/C 604.4 Intronic, DNAJC22 Modifier
147,207,999 C/A 506.7 Exonic, CCDC65 (c.521G > T) High, stop-gain (p.Glu111*)
147,345,297 G/A 192.3 Intergenic, upstream of TEX49 Modifier
148,189,184 A/G 596.7 Intergenic Modifier
148,212,194 A/C 181.7 Intergenic Modifier
148,417,713 A/G 545.8 Intergenic, downstream of ZNF641 Modifier
148,904,267 G/A 439.1 Intronic, HDAC7 Modifier

a variant annotation and effect predicted by SnpEff [32].

Among those SNPs, only one was predicted to highly alter gene function. This SNV
(NC_040254.1:g.147,207,999C > A; XM_004006389.4:c.521G > T) leads to a nonsense variant
located in exon 3 of the Coiled-Coil Domain Containing 65 (CCDC65) gene (Figure 1a,b). The
variant should result in a premature stop codon and a truncated protein in position 111
(XP_004006438.1:p.Glu111*) while the entire translated CCDC65 protein is composed of
498 amino acids (Figure 1c). The variant localizes in the first Coiled-Coil (CC) domain
in a highly conserved region of the protein between mammal species and even in algae
(Chlamydomonas reinhardtii) where the role of CCDC65 was originally studied [40–43]
(Supplementary Figure S1). The resulting truncated protein has kept the major part of the
NYD-SP28 domain shared with CCDC164 also part of the N-DRC [44] but has lost two CC
domains known to be implicated in protein–protein interaction [42,43].

Figure 1. Nonsense variant in CCDC65 gene associated with the LDHH6 lethal haplotype. (a) LDHH6
haplotype (NC_040254.1:OAR3:146,243,481pb-147,946,399pb) extended by 1 Mb from each side.
The black bar indicates the limits of LDHH6 haplotype with the first and last markers (Illumina
OvineSNP50 OAR3_145545612.1 and OAR3_147275963.1). Vertical lines indicate the positions of
the candidate causal SNV in CCDC65 (red) and 10 other SNVs fully associated with LDHH6 (blue);
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(b) CCDC65 gene structure and localization of the g.4732G > T (GeneID:101104220)/c.521G > T
(XM_004006389.4) variant in the third exon (UTR: untranslated region, CDS: coding sequence);
(c) schematic representation of CCDC65 protein (XP_004006438.1) with one N-terminal ‘NYD-SP28’
(Pfam PF14772) and three coiled-coil (CC) domains (UniProtKB-W5QCQ9), and position of the
premature C-terminal residue, pGlu111.

3.2. Variant Association with LDHH6 and Population Estimation of Allele Frequency

In order to provide additional evidence in favor of the CCDC65 polymorphism as
the causal variant, we have genotyped the c.521G > T SNP in a cohort of 2952 Lacaune
lambs with known status at the LDHH6 locus (Supplementary Figure S2). The contingency
table indicated a clear association between the LDHH6 status and the nonsense variant in
CCDC65 (Table 2, Fischer’s exact test p < 0.0001, without the homozygous carrier individual).
Based on this genotyping, the c.521T variant allele frequency was calculated at 7%, and,
as expected, the distribution of genotypes was not consistent with the Hardy–Weinberg
equilibrium (Chi-square test, p < 0.001).

Table 2. Contingency table between LDHH6 status and genotype at c.521G > T in CCDC65.

Genotype +/+ LDHH6/+ LDHH6/LDHH6 Total

G/G 2540 3 0 2543
G/T 9 399 0 408
T/T 0 0 1 1
Total 2549 402 1 2952

+/+: non-carriers; LDHH6/+: heterozygous carriers and LDHH6/LDHH6: homozygous carriers.

Since 2017, all Lacaune male lamb candidates for genomic selection were genotyped
on low-density sheep (SheepLD chip) between one and five months of age, with a good
representation of the genetic diversity in the selection schemes. In the Lacaune dairy breed,
the population consists of two subpopulations with separate selection schemes conducted
by two breeding companies. Overall, LDHH6 heterozygous carrier frequency observed is
stable in the population between 2017 and 2021. Nevertheless, the frequency of carriers
was two-fold higher for breeding company 1 compared to breeding company 2 (Figure 2).

Figure 2. Evolution of LDHH6 heterozygous carrier frequency between 2017 and 2021 in dairy
Lacaune male lambs. The frequency is indicated either for all candidates to genomic selection (Total)
or depending on the breeding company (BC_1 or 2).

3.3. Generation of At-Risk Matings to Obtain Homozygote Lambs

The genotyping of the CCDC65 variant in two experimental flocks of dairy Lacaune
ewes (n = 245) enabled us to identify 17 heterozygous carriers. These ewes were inseminated
with fresh semen from heterozygous carrier rams to generate at-risk matings. Forty-five
days after AI, 11 ewes were diagnosed as pregnant by ultrasonography. This corresponded
to an AI success of 65%, in line with the average AI success of 69% recorded in the whole
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dairy Lacaune population [28]. Gestation length was recorded as normal (146 ± 2 days),
and no abortion or stillborn was observed. At the end of gestation, 16 lambs were born with
7 males and 9 females. For each lamb, an ear punch was collected for genotyping of the
c.521G > T CCDC65 variant. Five lambs were genotyped homozygous non-carriers, 6 were
heterozygous and 5 were homozygous carriers, consistent with the Hardy–Weinberg equi-
librium (Chi-square test, p = 0.317). All lambs were weighted at birth (males: 4.9 ± 1.0 kg,
females: 3.9 ± 0.6 kg), and no significant difference of birthweight was observed between
genotypes. A second weighing was carried out at day 15 and average daily gain (ADG)
was calculated on the 0–15 day period. Based on Wilcoxon’s non-parametric test, the
homozygous carrier (T/T) showed a significant lower ADG compared to the other lambs
(G/G or G/T) (Figure 3).

Figure 3. CCDC65 genotype effect on average daily gain during the 0–15 day period. Mean ADG
(g/day) according to CCDC65 c.521G > T genotype (a) and ADG distribution by sex (M: male;
F: female) and genotype (b).

Clinical examination revealed respiratory problems, such as tachypnea and a runny
nose for 4 over 5 T/T lambs from the first days of life. Despite an appropriate veterinary
treatment for suspected pulmonary infectious diseases (based on glucocorticoids and
antibiotics administration), the recurrent respiratory distress resulted in the declining of
general body condition (as attested by the lower ADG) leading to the natural death or
euthanasia of the affected lambs between 15 and 25 days after birth. Only one T/T female
lamb with the highest ADG (327.8 g/day during the 0–15 day period) has exceeded the
weaning age with light respiratory syndrome and was sold to a sheep fattener.

Additionally, the previous analysis of the genomic selection cohort has allowed to
identify a homozygous animal for the CCDC65 variant (Table 2). This male lamb was
present in a breeding center, and we obtained the information that he received an adapted
veterinary treatment several times due to respiratory problems. The lamb finally died at the
age of five and a half months. Overall, these observations have confirmed the hypothesis
of a deleterious recessive CCDC65 variant almost perfectly associated with LDHH6.

An autopsy was performed on the four deceased T/T lambs. A broad hepatization of
lungs probably linked to an infectious pneumonia was particularly observed (Figure 4).
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Figure 4. CCDC65 homozygous affected lamb with lung lesions. (a) heart-pulmonary system of an
affected homozygous lamb; (b) magnification of hepatized lobes.

3.4. Occurence of the CCDC65 Variant in Further Populations

An ovine DNA diversity panel of 25 French and eight Swiss sheep breeds representing
872 animals was checked for the segregation of the c.521G > T variant in CCDC65 (Table 3).
Initially shown in the French Lacaune dairy sheep, CCDC65 genotyping has also revealed
its occurrence in the French Lacaune meat strain and in a Lacaune dairy population reared
in Switzerland. Moreover, two heterozygous animals were shown in the Blanche du Massif
Central (BMC) breed. All the other tested French and Swiss breeds were non-carriers of the
T allele.

Table 3. CCDC65 c.521G > T genotype distribution from a DNA diversity panel of French (FR) and
Swiss (CH) ovine breeds.

Breed Total
Genotype

Breed Total
Genotype

G/G G/T G/G G/T

Berrichon du Cher (FR) 30 30 Mouton Vendéen (FR) 30 30
Blanche du Massif Central (FR) 31 29 2 Noir du Velay (FR) 28 28

Causse du Lot (FR) 32 32 Préalpes du sud (FR) 27 27
Charmoise (FR) 31 31 Rava (FR) 29 29
Charollais (FR) 30 30 Romane (FR) 30 30

Corse (FR) 30 30 Romanov (FR) 26 26
East Friesian (CH) 18 18 Rouge de l’Ouest (FR) 30 30

Engadine Red (CH) 3 3 Roussin (FR) 30 30
Ile de France (FR) 28 28 Saaser Mutte (CH) 10 10

Lacaune (meat) (FR) 45 43 2 Suffolk (FR) 29 29
Lacaune (milk) (FR) 40 37 3 Swiss Mirror (CH) 11 11
Lacaune (milk) (CH) 37 27 10 Swiss White Alpine (CH) 14 14

Limousine (FR) 30 30 Tarasconnaise (FR) 33 33
Manech tête rousse (FR) 29 29 Texel (FR) 27 27

Martinik (FR) 23 23 Valais Blacknose (CH) 14 14
Merinos d’Arles (FR) 27 27 Valais Red (CH) 13 13

Mourerous (FR) 27 27
Total 872 855 17

4. Discussion

We have previously reported that LDHH6 [OMIA 002342-9940] was the most signifi-
cant haplotype in deficit of homozygous animals in French Lacaune dairy sheep. Analyses
based on at-risk matings between LDHH6 heterozygous carriers have shown an increase in
stillbirth rate, suggesting that this haplotype harbored a harmful recessive mutation [28].
Using sheep whole-genome sequences, the present study identified a causal variant as
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the g.147,207,999C > A substitution on ovine chromosome 3 linked to the LDHH6 haplo-
type, and this SNV corresponds to the c.521G > T nonsense variation in the CCDC65 gene
introducing a premature stop codon (p.Glu111*).

In the LDHH6 region, we have previously highlighted three candidate genes, WNT1,
CCDC65, and PFKM, whose knock-out models in mice fitted well with perinatal, neonatal or
preweaning lethality [28]. Interestingly, variant analysis from the whole genome sequence
of LDHH6 heterozygous carriers has revealed candidate variants in ovine CCDC65, but not
in WNT1 or PFKM or in close vicinity of these two genes. Moreover, among all candidate
polymorphisms, the SNP detected in the exon 3 of CCDC65 was the most obvious candidate
since it was the only one predicted to strongly alter the protein function by creating a
premature stop codon allowing to synthesize only the first N-terminal quarter of the protein.

In humans, pathogenic variants in CCDC65 cause Primary Cilia Dyskinesia (PCD),
a genetic disorder with autosomal recessive inheritance (CILD27, OMIM#615504). The
protein is involved in the assembly of the axonemal nexin-dynein regulatory complex [45].
Axoneme is the axial motor part of cilias composed of nine doublets of microtubules located
in the periphery and one central pair complex [40]. Each outer doublet is composed of
two tubules (A and B) and is associated with several complexes: outer and inner dynein
arms (ODAs and IDs), Nexin-Dynein Regulatory Complex (N-DRC) and Radial Spoke
(RS) [40–43,46]. In particular, the N-DRC is important for the sliding between adjacent
outer doublet microtubules to allow cilia motility. The complex is composed of at least
11 subunits shown in C. reinhardtii and conserved among mammals [40–43]. Among
them, variants in one of the three genes: CCDC164 (OMIM #615294 [47]), CCDC65 (OMIM
#615504 [44,48]) or GAS8 (OMIM #616726 [49]) have been reported to cause PCD. Bower
et al. have demonstrated that the absence of CCDC65 subunit destabilized the association
with CCDC164 and GAS8 [45]. Indeed, CCDC65 forms a base plate for N-DRC. Alteration
in N-DRC have big consequences for cilia beating leading to the respiratory problems.
These three subunits are important for cilia and flagella motility and mucus clearance to
eject pathogenic organisms from respiratory tracts. In human, loss-of-function mutations
in CCDC65 genes in PCD patients have been identified and are associated with recurrent
infectious diseases of the ENT (ear nose throat) sphere as bronchitis, sinusitis, and/or
otitis [44,48]. The above clinical profiles are well in line with our observations made in
lambs homozygous for the c.521G > T variant in CCDC65. Homozygous lambs have
recurrent neonatal respiratory problems. At the autopsy, we particularly observed a broad
hepatization of lung lobes resembling infectious pneumonia also associated with growth
delay [50]. We hypothesize that, due to the loss of Coiled-Coil domains, the truncated
CCDC65 leads to the destabilization of the N-DRC, abnormal cilia beating and impairs the
mucociliary clearance resulting in airways obstruction by mucus loaded with pathogens
(bacteria, mycoplasma, virus). Pathogens load could depend on the breeding sanitary
conditions, individual immunity and veterinary treatment applied, which can explain that
the lethality can occur between perinatal and juvenile stages. This is to be connected to the
previous observation of a partial homozygous deficit for LDHH6 at the age of genotyping
(72 expected and 3 observed) [28]. Indeed, Lacaune candidate rams for genomic selection
are genotyped on average at 3 months of age using LD SNP chip indicating that some
LDHH6/CCDC65 homozygous lambs have exceeded this age as observed for a female
born from our at-risk mating, and a male in a breeding center exceding 5 months of age.

Interestingly, a respiratory syndrome is also reported in cattle for the homozygous
deficient Braunvieh haplotype 2 (BH2) [OMIA 001939-9913] associated with perinatal and
juvenile mortality due to the missense variant (p.His210Arg) in TUBD1 (tubulin delta 1)
that also disorganizes the microtubules in airway cilia [26]. Additionally, a stop-gain
variant in CCDC39 (p.Arg96*) [OMIA 001540-9615], also essential for the assembly of inner
dynein arms [51,52], was found in Bobtail dogs associated with PCD suffering from chronic
airway diseases [51].

Based on the sheep gene atlas (http://biogps.org/sheepatlas/; accessed 2 September
2021), CCDC65 is highly expressed in tissues and organs hosting ciliated or flagellated cells
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as lungs, fallopian tube and testis [53]. The high expression in testis raises the question on
the impact of the CCDC65 variant on sperm motility, knowing that the first characterization
of the protein was made in human sperm tail [54] and several mutations causing PCD
lead to sperm defects [55]. The three homozygous male lambs we had access to died
before puberty, preventing us from getting the semen. We then evaluated the impact
of the mutation at the heterozygous state based on semen quality records from artificial
insemination center. Semen quality is controlled for each ejaculate according to volume,
concentration and sperm motility [56]. However, no significant effect of the mutation was
demonstrated for the parameters recorded (Supplementary Table S2).

By genotyping the complete 2021 cohort of candidate lambs for genomic selection,
we have validated an almost perfect association between LDHH6 status and alleles at
the CCDC65 variant (Table 2). Only 12 among 2952 animals do not match with the ex-
pectations (described in Supplementary Figure S3). Indeed, nine LDHH6 non-carriers
were heterozygous carriers for the variant allele. Specific focus on the haplotypes of these
animals have revealed shorter recombinant versions of the LDHH6 haplotypes (between 4
and 26 markers out of 27 markers composing the LDHH6 haplotype). We also identify three
LDHH6 heterozygous carriers which do not carry the CCDC65 variant. This discrepancy
could be attributed to errors from SNP array genotyping, phasing and/or imputation.

Diversity analysis revealed the segregation of the CCDC65 c.521G > T variant not
only in the Lacaune dairy population but also in the Lacaune meat and Blanche du Massif
Central (BMC) populations. Additionally, we found the CCDC65 variant in the Ensembl
variant database (rs1085624756) compiling the whole genome sequences from the Interna-
tional Sheep Genome Consortium (448 animals from 58 breeds all over the world). The
rs1085624756 variant is only present in a Lacaune dairy animal (LRLACU000000000084).
The Lacaune sheep population has a complex history with the creation of two lines, one for
meat and one for dairy purposes, with four independent selection schemes depending on
two breeding companies. Intriguingly, the LDHH6 carrier frequency is 2.5 fold higher in
one breeding company compared to the other one (0.16 vs. 0.06). In livestock, deleterious
alleles could be associated with better performances when heterozygous to explain their
maintaining in the populations [7,57,58]. However, no heterozygous advantage has been
identified on milk selected traits in the Lacaune population for LDHH6 heterozygous
carriers [28], and the two breeding companies have similar selection objectives on milk
traits. Thus, the difference observed in the CCDC65 allele frequency between the two
breeding companies could be explained by genetic drift and the use of very influential
carriers. The segregation of the CCDC65 variant in both dairy and meat strains of Lacaune
sheep indicates that the mutation event predates the creation of the two lineages. Moreover,
the variant is also segregating in the BMC breed. Population structure analyses revealed
that Lacaune and BMC, both originating from the Massif Central in France, shared the same
origin within the Southern European sheep populations that may explain the segregation of
identical alleles in both populations [38]. Interestingly, these two breeds also share another
important variant in the BMP15 gene controling prolificacy [36]. The presence of the variant
in Swiss Lacaune could be explained by imports of French Lacaune reproducers. However,
with the number of carriers detected in our analysis (10 over 37), it is important to check the
mutation frequency in the overall Swiss Lacaune population because the risk of generating
homozygous lambs is quite high.

5. Conclusions

This is the first report of the identification of a recessive lethal variant in sheep through
a reverse genetic screen method using hightroughput genotyping completed by whole
genome sequencing of few informative animals. The present study identifies a causal
recessive nonsense variant in CCDC65 gene linked to the homozygous deficient haplotype
named LDHH6 and associated with rearing loss in Lacaune dairy sheep. The loss-of-
function mutation in CCDC65 is likely to cause a primary cilia dyskinesia syndrome similar
to CCDC65-related ciliopathies in humans. Homozygous affected lambs suffer from res-
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piratory defects predisposing infectious pneumonia with a fatal ending at a young age.
Based on the LDHH6/CCDC65 allele frequency of around 0.06 and a mortality lamb rate at
15% (recorded on 804,577 matings, described in [28]), we estimate that 1/50 (2%) of dead
lambs is homozygous for the CCDC65 variant. Consequently, management of this causal
variant in the Lacaune sheep selection schemes through reasoned mating of carrier rams
and ewes is important to improve health, welfare and overall lamb viability.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/10
.3390/genes13010045/s1, Table S1: Accession numbers of the 88 whole-genome sequences used in
the analysis, Table S2. Semen parameters of dairy Lacaune rams from artificial insemination center,
Figure S1. CCDC65 protein multiple sequence alignment, Figure S2. Representative genotyping
results for c.521G > T variant in CCDC65, Figure S3. Haplotypes of the LDHH6 region for 12 animals
showing mismatch with the CCDC65 SNV.
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Abstract  
Recessive deleterious variants are known to segregate in livestock populations as in human, and 

some may cause lethality when homozygous. By scanning the genome of 6,845 Manech Tête 

Rousse dairy sheep using phased 50k SNP genotypes and pedigree data, we searched for 

homozygous haplotype deficiency. Five Manech Tête Rousse deficient homozygous haplotypes 

(MTRDHH1 to 5) were identified with a homozygous deficiency ranging from 84% to 100%. 

These haplotypes are located on OAR1 (MTRDHH2 and 3), OAR10 (MTRDHH4), OAR13 

(MTRDHH5) and OAR20 (MTRDHH1), and have frequencies ranging from 7.8% to 16.6%. 

When comparing at-risk mating between DHH carriers to safe mating between non-carriers, 

two DHH (MTRDHH1 and 2) showed significant effects on decreasing artificial insemination 

success and/or increasing stillbirth rate. We particularly investigated the MTRDHH1 haplotype 

highly increasing stillbirth rate, and we identified a single nucleotide variant inducing a 

premature stop codon (p.Gln409*) in the MMUT gene (methylmalonyl-CoA mutase) by using a 

whole genome sequencing (WGS) approach. We generated homozygous lambs for the MMUT 

mutation by oriented mating, and most of them died within the first 24h after birth without any 

obvious clinical defect. RT-qPCR and western blotting performed on post-mortem liver and 

kidney biological samples showed a decreased expression of MMUT mRNA in the liver and 

absence of a full-length MMUT protein in mutated homozygous lambs. In parallel, MTRDHH4 

and MTRDHH5 showed partial association with variants in RXFP2 and ASIP genes, 

respectively, already known to control horned/polled and coat color phenotypes in sheep, two 

morphological traits accounting in the MTR breed standard. Further investigations are needed 

to identified the supposed recessive deleterious variant hosted by MTRDHH2 and MTRDHH3. 

Anyway, an appropriate management of these haplotypes/variants in the MTR dairy sheep 

selection program should increase the overall fertility and lamb survival. 

 

Author Summary  
In this article, we used reverse genetics screen in ovine using large genotype data available in 

the framework of genomic selection program in Manech Tête Rousse dairy sheep. We identified 

five genomic regions with a highly significant deficit in homozygous animal. These regions are 

thus supposed to host recessive deleterious mutations. In one of these genomic regions, we 

identified a nonsense mutation in MMUT that alters the functioning of this essential gene of cell 

metabolism, causing perinatal mortality of homozygous lambs. In this work, we also identified 

other regions possibly associated with morphological appearance part of the breed standard 

such as polledness and coat color. Increasing knowledge in these genomic regions will help the 

future genetic management of the Manech Tête Rousse breed, particularly to reduce lamb 

mortality. 

 

Introduction 
In livestock, genetic selection has largely improved production traits over the past 

decades, but the last one has seen the emergence of new technological tools allowing to 

implement the genomic selection that further enhanced the genetic progress [1]. The availability 

of high-density single nucleotide polymorphism (SNP) chip and the improvement of knowledge 

of genomes (genome assembly and gene annotations) have allowed to fine-map genomic 

regions and identify causal variants associated with production traits [1–4]. Despite a successful 

selection on these traits, undesired decline of fertility was observed [5]. Although the 

environment explains a large part of performance in ruminants (heritability < 0.05 [6,7]), 

genetic studies have made it possible to correct this trend and improve fertility traits [8]. These 

studies have shown Mendelian monogenic disorders as one of the causes of fertility failure. 
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Nowadays two main approaches were broadly developed to identify recessive 

deleterious variants. The first approach is a “top-down” strategy based on case-control analysis 

performing genome-wide association [9] when biological samples from affected animals are 

available. In this method, distinctive phenotypes between non-affected and affected animals are 

essential. Subsequently, homozygosity mapping approach could be performed to detect 

homozygous regions in affected animals supposed to host the causal variant, further determined 

by whole genome sequencing (WGS) data [10,11]. In livestock, Charlier et al. [10] have used 

this approach for the first time and successfully detected three causal variants in cattle breeds 

located in ATP2A1, SLC6A5 and ABCA12 genes responsible for “congenital muscular dystony” 

types 1 (OMIA 001450-9913) and 2 (OMIA 001451-9913) and “ichthyosis fetalis” (OMIA 

002238-9913), respectively. However, this approach showed some limits when biological 

samples and descriptive phenotypes are not available. To raise this drawback, a second 

approach called “bottom-up” or reverse genetic screen strategy was developed to specifically 

identify recessive lethal variants. This strategy, initially developed by VanRaden et al. [12], is 

based on the exploitation of large number of genotyped animals easily available from genomic 

selection datasets to detect haplotypes showing deficit in homozygous animals, with a 

significant deviation from the Hardy-Weinberg equilibrium. Initially, this method was 

developed to detect embryonic lethal variant but the generalization of the method can also fine-

map deleterious variants leading to neonatal or juvenile lethality and morphological disorders. 

This reverse genetic screen has successfully identified numerous deficient homozygous 

haplotypes in several species, cattle [12–27], pigs [28,29], chicken [30], turkey [31] and horses 

[32], and the whole genome sequencing that followed has revealed the associated causative 

variants hosted by these regions [13,14,18,19,21,24–27,33–41]. We recently, and for the first 

time, validated this approach in sheep with the identification of 8 independent deficient 

homozygous haplotypes in the Lacaune dairy breed [42]. Thereafter, focusing on the Lacaune 

Deficient Homozygous Haplotype 6 (LDHH6, OMIA 002342-9940), we identified a nonsense 

variant in CCDC65 gene causing juvenile mortality associated with respiratory distress when 

homozygous [43]. 

In the present work, still leveraging genomic selection data, we searched for lethal 

variants using a reverse genetic screen in Manech Tête Rousse (MTR) dairy sheep. This breed 

is raised in the French Basque Country and represents the second most important breed by its 

population size (~450,000 ewes) in France [44]. Genetic variability is well controlled in MTR 

breed with an increase by +0.42% of inbreeding per generation over 2000-2009. The effective 

population size ranges from 118 to 154 according to the estimation methods [44,45]. As for 

other dairy sheep breeds in France, genomic selection in MTR was implemented in 2017 [46]. 

The aim of this study was to identify deficient homozygous haplotypes by reverse 

genetic screen using large amount of genotyping data available in MTR dairy sheep, to test the 

hypothesis of negative impacts on fertility traits in at-risk matings, to propose relevant candidate 

genes located in these regions that could host recessive deleterious variants. We particularly 

focus on one region to identify the associated causal variant from WGS data and manage at-

risk mating between carriers to determine the associated phenotype. 
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Results 

 
 

Identification of deficient homozygous haplotypes in Manech Tête Rousse dairy sheep 

Using a reverse genetic screen strategy based on 5,271 genotyped animals belonging to trios, 

we have detected 150 highly significant Homozygous Haplotype Deficiency (HHD) of 20 SNP 

markers (listed in S1A Table). These 150 HHD were clustered to five independent regions 

called “Manech Tête Rousse Deficient Homozygous Haplotype” (MTRDHH). Three 

haplotypes showed a total deficit in homozygous animals (MTRDHH1, 2 and 3), whereas two 

haplotypes, MTRDHH4 and 5, only showed a partial deficit (84% and 91%) with 1 and 8 

homozygous animals genotyped while 11 and 49 were expected, respectively (Table 1, Fig 1, 

S1A Table). The complete description of MTRDHH SNP markers (SNP name, SNP allele and 

position on sheep reference genomes Oar_v3.1, Oar_Rambouillet_v1.0 and ARS-

UI_Ramb_v2.0) is available in S1B Table. The different MTRDHH were located on OAR20 

(MTRDHH1), OAR1 (MTRDHH2 and 3), OAR10 (MTRDHH4) and OAR13 (MTRDHH5), 

and their length ranged from 1.1 to 4.6 Mb on Oar_rambouillet_v1.0. The observed frequencies 

of heterozygous carriers were between 7.8% and 16.6%. MTRDHH2 and MTRDHH3 both 

located on OAR1 were not in linkage disequilibrium. Consequently, the five MTRDHH 

identified are likely to harbor five independent variants causal of the observed homozygous 

deficiency.  

 

 

Table 1. List of Manech Tête Rousse deficient homozygous haplotypes. 

Haplotype OAR aNumber 

of 

markers 

bPosition 

(Mb) 

 

cHeterozygous 

carrier 

frequency (%) 

Number of homozygotes 
dExp eObs Deficit Poisson  

P-value 

MTRDHH1 20 32 23.0-25.0 9.7% 13 0 100% 2.9×10-6 

MTRDHH2 1 66 251.9-256.4 8.7% 10 0 100% 3.8×10-5 

MTRDHH3 1 39 103.8-106.6 7.8% 9 0 100% 9.6×10-5 

MTRDHH4 10 26 30.5-31.5 8.7% 11 1 91% 1.5×10-4 

MTRDHH5 13 29 64.3-67.2 16.6% 49 8 84% 5.3×10-13 

aMTRDHH haplotypes and SNP markers composition are details in S1 Table 
bPosition on ovine genome assembly Oar_rambouillet_v1.0 
cFrequency of carriers in the entire genotyping population (n=6,845) 
dExpected 
eObserved 
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Fig 1. Manhattan plot of HHD identified in Manech Tête Rousse dairy sheep. Each point 

represents one haplotype of 20 markers with a frequency > 1% in the maternal phase. The red 

line represents the P-value threshold (1.9 × 10−4) used to consider a haplotype with a significant 

deficit in homozygotes. Only HHD with a deficit in homozygotes ≥ 75% (green dots) were 

selected and resulted in the identification of 150 significant HHD clustered in 5 regions 

(MTRDHH1 to 5). Genomic coordinates refer to the sheep reference genome Oar_v3.1. 

 

 

Impact of MTRDHH on fertility traits 

In order to identify a putative lethal effect of the five MTRDHH, two recorded fertility traits 

were analyzed: artificial insemination success, a proxy for embryonic loss (AIS: 330,844 

matings) and stillbirth rate associated with perinatal lethality (SBR: 201,637 matings) (Fig 2). 

The average AIS of the population was 60.9%. When comparing at-risk and safe matings, only 

MTRDHH2 showed a significant decrease of -3.3% of AIS (P=3.5×10
-4

) in at-risk matings. 

The average SBR of the population was 7.5%. As described in Fig 2, MTRDHH1 and 2 showed 

a huge increase in SBR with +7.5% (P=4.0×10
-24

) and +4.3% (P=1.3×10
-6

) in at-risk matings 

compared to safe matings, respectively. The three other haplotypes showed no significant 

impact on the fertility traits studied. 
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Fig 2. Effects of MTRDHH on artificial insemination success (AIS) and stillbirth rate 

(SBR) between at-risk and safe matings. For each MTRDHH, the frequency of at-risk 

matings is shown in parentheses. Significant effects are indicated by the corrected P-value for 

multiple tests with a threshold set at α=0.1% (**), 0.01% (***). NS, not significant. 

 

 

 

Pleiotropic effects of MTRDHH on milk production traits 

Six dairy traits are routinely included in genomic evaluation of the French dairy sheep. Thus, 

standardized daughter yield deviation (sDYD) of five milk production traits (milk, fat and 

protein yields, and fat and protein contents) and lactation somatic cell score (a proxy for udder 

health) were compared between carrier and non-carrier rams for each of the 5 MTRDHH 

evidenced (Fig 3). Among the five haplotypes, three were associated with significant effect on 

sDYD. Daughters of MTRDHH2 carrier rams showed a significant increase in milk production 

(sDYD +0.06, P=6.5×10
-3

) but a decrease in protein content (sDYD -0.11, P=4.7×10
-4

). For 

MTRDHH4, there was a significant increase in lactation somatic cell score (sDYD -0.13, 

P=2.4×10
-3

), and daughters of MTRDHH5 carrier rams showed higher fat yield (sDYD -0.06, 

P=9.6×10
-3

). Additionally, the total merit genomic index, named ISOLg, was extracted from 

each male lamb of the 2021 genomic selection cohort to estimate the MTRDHH impact on the 

genetic gain of the selected traits. No significant difference was observed on ISOLg between 

heterozygous carrier and non-carrier lambs for each MTRDHH (S1 Fig). 
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Fig 3. sDYD relative difference between heterozygous and non‑carrier rams for 6 traits 

under selection. MY: milk yield, FY: fat yield, PY: protein yield, FC: fat content, PC: protein 

content, LSCS: lactation somatic cell score, sDYD standardized daughter yield deviation (DYD 

divided by genetic standard deviation). sDYD relative difference value is obtained from 

lsmeans estimate according to mating class. Significant effects are indicated by the corrected 

P-value for multiple tests with a threshold set at α=5% (*), 0.1% (**). Error bars indicate 

standard errors. Significant favorable effects of heterozygous are in green while significant 

unfavorable effects are in red. 

 

 

Evolution of the MTRDHH frequencies in the population 

Since the implementation of genomic selection in 2017, all candidate rams coming from elite 

mating were genotyped on low density SNP chip at 7 days old, representating the genetic 

diversity disseminated by AI in the selection scheme. As shown in Fig 4, the frequencies of the 

MTRDHH heterozygous carriers were quite stable during the last five years around 6.8, 7.4, 

9.3, 10.2 and 16.1% for MTRDHH1, 2, 3, 4 and 5, respectively. Nevertheless, we can notice a 

spectacular increase in the frequency of MTRDHH3 from 2.8% to 10.9% when comparing 2017 

and 2018. 
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Fig 4. Evolution of the MTRDHH heterozygous carrier frequencies between 2017 and 

2021 in Manech Tête Rousse male lambs. For each year the effective refers to all candidates 

genotyped to enter in the genomic selection scheme. 

 

 

 

Candidate genes located in MTRHH regions 

Within the five MTRDHH genomic regions extended by 1Mb on each side, 408 protein coding 

genes are annotated (S2 Table). When available, information on mouse phenotypes (including 

lethal phenotypes) and association with mammalian genetic disorders were extracted for each 

gene using MGI, IMPC, OMIM and OMIA databases. Among the 408 genes, we highlighted 

64 genes involved in lethal phenotypes in knock-out mice, and 45 genes associated with human 

genetic disorders. Twenty-three relevant candidate genes were identified by the intersection of 

both information (Fig 5). In addition, 7 genes are known to be associated with genetic disorders 

or morphological traits in livestock (GJA5, ITGA10, ADAMTLS4, RXFP2, KIF3B, ASIP and 

CEP250). Overall, these candidate genes are involved in essential functions such as 

transcription (POLR3GL, SF3B4, PRPF3, ASXL1 and DNMT3B), cell division (POGZ, BRCA2, 

PIGU and CEP250), basal metabolic processes (MMUT, SLC33A1, TARS2 and AHCY), cell 

structure and signaling (CD2AP, PKHD1, GJA5, ITGA10, ECM1, GJA5, ITGA10, ECM1, 

PRUNE1, RXFP2, KL, POFUT1, KIF3B, ASIP and GSS), and DNA/protein binding (TFAP2B 

and PEX11B). 
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Fig 5. Relevant candidate genes located in MTRDHH implicated in lethal mouse 

phenotype and/or associated with mammalian genetic disorders. Red boxes indicate time 

of known lethality stages in mouse when the gene is knocked-out from MGI/IMPC databases. 

When the gene is associated with mammalian genetic disorders, the OMIM and/or OMIA trait 

phenotypes are described in parentheses. Black boxes indicate a gene implicated in animal 

genetic disorder (OMIA) but with no lethal phenotype observed in mouse. 

 

 

 

Known variants in RXFP2 and ASIP genes are partially associated with MTRDHH4 and 

MTRDHH5 

The above list of candidate genes particularly highlighted RXFP2 (within MTRDHH4) and 

ASIP (within MTRDHH5) genes well-known to impact sheep morphological traits such as 

polledness [47] and black coat color [48,49], respectively. Interestingly, horned female and 

black males are not desired in accordance with the MTR breed standards. Using the 22 WGS 

of MTR animals, we searched for the 1.8kb insertion in the 3’-UTR of RXFP2 associated with 

polledness (OMIA 000483−9940, [47]) and the different variants affecting ASIP leading to 

recessive black coat color (OMIA 000201-9940); OAR13:g.66,475,132_66,475,136del and 

g.66,474,980T>A, Oar_rambouillet_v1.0) [48,49]. S2 Fig shows the segregation of these 

variant among the 22 sequenced animals and their relationship with the status of MTRDHH4 

and 5, but with no obvious association. This being made on a reduced number of animals, we 

specifically genotyped a larger set of animals (n=714 male lambs born in 2021) for the 1.8kb 

insertion in RXFP2 and the two variants in ASIP. Using this cohort, we evidenced a partial 

association between MTRDHH4 and the 1.8kb insertion in the 3’-UTR of RXFP2, none 

heterozygous MTRDHH4/+ being Del/Del corresponding to the horned phenotype (Fig 6). 

Concerning ASIP variants, MTRDHH5 was also partially associated with the 5pb deletion. 

Indeed, 89% of the MTRDHH5 heterozygous carriers were heterozygous for the 5pb deletion 

and none Ins/Ins animal was MTRDHH5 carrier. In contrast, we identified almost the same 

proportion of genotypes for g.66,474,980T>A in MTRDHH5 carriers and non-carriers (+/+), 

suggesting that MTRDHH5 was not linked to this SNV (Fig 6C). 
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Fig 6. Association between MTRDHH4-5 and causal variants involved in morphological 

traits. (A) Association between MTRDHH4 status and 1.8kb insertion in the 3’-UTR of RXFP2 

associated with polledness. Association between MTRDHH5 status and (B) 

OAR13:g.66,475,132_66,475,136del and (C) OAR13:g.66,474,980T>A in ASIP associated 

with black coat color. Coordinates refer to sheep genome Oar_rambouillet_v1.0. 

 

 

Identification of a nonsense variant in MMUT gene associated with MTRDHH1 

With the most important impact on stillbirth rate increased by +7.5% in at-risk matings (Fig 2), 

we particularly focused on MTRDHH1 that may represent a putative recessive lethal haplotype. 

In order to identify the MTRDHH1 causal mutation, we have considered biallelic variants (SNP 

and InDels) for 100 ovine WGS containing the 22 Manech Tête Rousse dairy sheep, and among 

them two heterozygous carriers of the MTRDHH1 haplotype. Within the MTRDHH1 region 

extended by 1Mb on each side, 78,019 variants were called with a quality score >30, call rate 

>95% and only four candidate variants had a perfect correlation (r2=1) between biallelic variant 

genotypes and MTRDHH1 status (Table 2, Fig 7A). Among those candidate variants, we 

identified two small insertions, one intergenic SNV, and one nonsense (stop-gain) SNV located 

in the Methylmalonyl-CoA Mutase (MMUT) gene. This latter SNV (NC_040271.1: 

g.23,776,347G>A; XM_004018875.4: c.1225C>T; Fig 7B, C) in MMUT is predicted to create 

a premature stop codon at position 409 encoded by exon 6 (XP_004018923.1:p.Gln409*) 

whereas the full protein length is composed of 750 amino acids (Fig 7D). The variant would 

disrupt the methylmalonic coenzyme-A mutase domain and would result in the loss of the 

vitamin B12 binding domain. 

 

Table 2. Candidate variants located in MTRDHH1. 

Position Ref/Alt Quality score Location Annotation Functional Consequencea 

23,436,234 G/GTCACA 385.8 Intergenic Modifier 

23,436,236 T/TTTGTG 385.8 Intergenic Modifier 

23,776,347 G/A 146.0 Exonic, MMUT (c.1225C>T) High, stop-gain (p.Gln409*) 

23,969,676 C/T 370.3 Intergenic Modifier 
aVariant annotation and effect predicted by SnpEff [50]. 
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Fig 7. Nonsense variant in MMUT gene within MTRDHH1 genomic region. (A) Scatter 

plot showing the correlation between MTRDHH1 status (NC_040271.1, OAR20:22,996,023-

24,950,669 extended from each side by 1 Mb) and genotype of variants from 100 whole genome 

sequenced animals. Each dot represents one variant. (B) Position of the MMUT gene within the 

MTRDHH1 haplotype. Black bars indicate the first and the last markers of the Illumina Ovine 

SNP50 BeadChip defining the limits of MTRDHH1 (S1B Table). (C) MMUT gene structure 

(GeneID: 101122731) and localization of the MMUT C>T polymorphism identified in the sixth 

exon (XM_004018875.4). (UTR: untranslated region; CDS: coding sequence) (D) MMUT 

protein (XP_004018923.1) with Pfam domain annotations (accession number: 

A0A6P3T7X3_SHEEP) composed of methylmalonyl-CoA mutase (PF01642) and B12-

binding (PF02310) domains. The mutation creates a premature stop-gain at amino-acid position 

409. 

 

 

 

 In order to validate the association between the MMUT variant and MTRDHH1, we genotyped 

the cohort of male lambs born in 2021 (n=714) with a specific genotyping test for the MMUT 

g.23,776,347G>A SNV. The A variant allele frequency was 3.8%. All these animals have a 

known status at the MTRDHH1 locus and the contingency table indicates a clear association 

between the MTRDHH1 status and MMUT variant genotypes (Fig 8, Fischer’s exact test 

p<0.0001). However, 15 animals showed discrepancy between MMUT and MTRDHH1 

genotypes, supposed to be in perfect linkage disequilibrium. A specific focus on haplotypes 

carried by these animals in the MTRDHH1 region from marker 1 (s75212.1) to marker 32 

(OAR20_24583511.1) showed that the 14 animals heterozygous for the variant exhibited 

shorter recombinant versions of the MTRDHH1 haplotype (S3 Fig). Nonetheless, one animal 

was heterozygous for MTRDHH1 but did not carry the MMUT variant. 
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Fig 8. Association of MMUT SNV genotypes with MTRDHH1 status. +/+: non-carriers; 

MTRDHH1/+: heterozygous carriers and MTRDHH1/MTRDHH1: homozygous carriers 

(Fisher’s exact test, p<0.001, without the homozygous MTRDHH1 carriers). 

 

Occurrence of the MMUT SNV in an ovine diversity panel  

An ovine diversity panel composed of 25 French sheep breeds, including MTR, and 3 Latxa 

Spanish sheep breeds related to MTR was used to genotype the MMUT g.23,776,347G>A SNV 

(Table 3). As expected, some MTR animals (n=5) from this panel were evidenced as 

heterozygous carriers, and the variant was also detected in one animal of the Spanish Latxa 

Cara Rubia population. All the other animals tested did not carry the polymorphism.   

 

 

Table 3. MMUT SNV genotype distribution from a DNA diversity panel of French (FR) 

and Spanish (ES) ovine breeds. 

  Genotype   Genotype 

Breed Total G/G A/G Breed Total G/G A/G 

Berrichon du Cher (FR) 30 30  Martinik (FR) 23 23  

Blanche du Massif Central (FR) 31 31  Merinos d'Arles (FR) 27 27  

Causse du Lot (FR) 32 32  Mourerous (FR) 26 26  

Charmoise (FR)  31 31  Mouton Vendéen (FR) 30 30  

Charollais (FR) 30 30  Noir du Velay (FR) 28 28  

Corse (FR) 30 30  Préalpes du sud (FR) 27 27  

Ile de France (FR) 28 28  Rava (FR) 29 29  

Lacaune (Meat) (FR) 45 45  Romane (FR) 30 30  

Lacaune (Milk) (FR) 40 40  Romanov (FR) 26 26  

Latxa Cara Negra Euskadi (ES) 30 30  Rouge de l'Ouest (FR) 30 30  

Latxa Cara Negra Navarra 

(ES) 

40 40  Roussin (FR) 30 30  

Latxa Cara Rubia (ES) 30 29 1 Suffolk (FR) 29 29  

Limousine (FR) 30 30  Tarasconnaise (FR) 33 33  

Manech Tête Rousse (FR) 29 24 5 Texel (FR) 27 27  

 Total 851 845 6 
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Viability of homozygous lambs for the MMUT variant 

To validate the impact of the MMUT A variant allele we have manage an oriented mating 

between heterozygous carriers to generate homozygous lambs. Blood samples were collected 

from 181 MTR ewes, daughters of MTRDHH1 carrier sires, in 6 private farms. The MMUT 

SNV specific genotyping identified 82 heterozygous ewes. Among these ewes, 73 were raised 

in the 6 private farms (Experiment 1) and 9 were moved into an INRAE experimental farm 

(Experiment 2). All ewes were artificially inseminated with fresh semen from MMUT 

g.23776347G/A heterozygous rams. Forty-five days after AI, 44 and 5 were diagnosed as 

pregnant by ultrasonography in Experiment 1 and 2, respectively. This corresponds to an AIS 

of 59.8% in accordance with the average AIS of 60.9% determined previously in the whole 

population. In experiment 1, only 37 among the 44 pregnant ewes were monitored after 

gestation diagnosis and resulted in the birth of 59 lambs (mean prolificacy of 1.6, litter size 

ranging from 1 to 3) with a gestation length between 139 and 159 days. In experiment 2, the 5 

pregnant ewes gave birth to 13 lambs (mean prolificacy of 2.6, litter size ranging from 2 to 4) 

with a gestation length between 151 and 157 days. No abortion during the five months of 

gestation was observed. Finally, 72 lambs (52% males and 48% females) were born and an ear 

punch was collected for genotyping the MMUT SNV (Table 4). The distribution of genotypes 

did not differ between the two experiments (Fisher’s exact test, p=0.686). In total, 21 lambs 

were genotyped homozygous carriers (A/A), 29 heterozygous carriers (A/G) and 21 

homozygous non-carriers (G/G). All lambs were monitored during the 0-30 days period until 

weaning. Twenty-five lambs died during this period representing a huge mortality rate of 34.7% 

(Fig 9). Contingency table between lamb genotypes (A/A, G/A, G/G) and viability (alive or 

dead) indicated a higher mortality rate for homozygous A/A lambs (Table 4, Fisher’s exact test, 

p<0.001). Indeed, the A/A dead lambs accounted for 78% of the whole lamb mortality. The 

death of A/A homozygous lambs occurred very soon after birth within the first 24 hours. 

Clinical examination of dead lambs did not allow us to identify specific symptoms. Two 

homozygous A/A lambs have passed the weaning age (around 4 weeks). Additionally, in 

Experiment 2, the 13 lambs were weighted at birth (males: 4.0 ± 0.9 kg, females: 2.9 ± 1.4 kg) 

and A/A lambs had significantly lower birth weight compared to the other genotypes, regardless 

gender (Wilcoxon’s non parametric test, p=0.019) (Fig 10).  

 

 

 

 

Fig 9. Time distribution of dead lambs in the pre-weaning period.  Bat charts depending on 

MMUT SNV genotype and lambing place. 
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Table 4. Genotyping results of lambs generated in at-risk matings in private and 

experimental farms according to the sex and MMUT SNV genotype. 

 g.23,776,347G>A genotype in MMUT   

  G/G  G/A A/A  -/- Total 

Experiment 1: 

Private farms (n=6) 

     

Male 9 9 10 1 29 

Female 8 16 5  29 

Undetermined   1  1 

Total 17 25  16 1 59 

Experiment 2: 

Experimental farm (n=1) 

     

Male 4 2 2  8 

Female 0 2 3  5 

Total 4 4 5  13 

All      

Male 13 11 12 1 37 

Female 8 18 8 0 34 

Undetermined   1  1 

Total 21 (19ª/2†) 29 (25ª/4†) 21 (2ª/19†) 1* (0ª/1†) 72 

*The ear punch was not available for this lamb.  

ª Number of alive lambs. 
† Number of dead lambs. 

 

 

 

 
 

Fig 10. MMUT SNV genotype effect on lamb birth weight. (A) Boxplot representation of 

birth weight (n=13) according to MMUT genotypes (B) distribution of birth weight by sex (M: 

Male n=8, F: Female n=5) and genotypes. Affected homozygous lambs are in red (A/A 

genotype). 
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MMUT protein expression and activity  

 

 

Fig 11. RNA and protein expression of MMUT in homozygous A/A lambs. MMUT gene 

expression (mean ±SEM) at mRNA (A) and protein (B) levels in kidney and liver depending 

on MMUT SNV genotypes. 

 

Based on the sheep gene atlas (http://biogps.org/sheepatlas/; accessed 17 February 2022), 

MMUT is shown to be highly expressed in kidney and liver [51]. In order to evidence a putative 

nonsense-mediated mRNA decay (NMD) due to the nonsense variant in MMUT, we evaluated 

the MMUT mRNA relative expression in kidney and liver by qPCR (Fig 11A). We evidenced 

a significant reduction of MMUT expression in liver (Wilcoxon’s non parametric test, 

p=0.0015) but not in kidney (Wilcoxon’s non-parametric test, p=0.66).  We also assessed the 

MMUT protein expression from liver and kidney protein extracts collected from two 

homozygous A/A and two homozygous G/G dead lambs. As expected, using Western blotting, 

the wild type protein was expressed in kidney and liver whereas the mutated protein was not 

detected at least as a full-length form in both tissues (Fig 11B). We also tried to evaluate the 

accumulation of methylmalonic acid quantified by ELISA in urine and blood of A/A lambs 

collected post-mortem or soon after birth in alive animals (Fig 12) but no significant difference 

was observed compared to G/G or G/A lambs (Wilcoxon’s non-parametric test, p=0.54 in urine, 

Wilcoxon’s non-parametric test, p=0.34 in plasma).  
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Fig 12. Methylmalonic acid dosage in urine and plasma of A/A lambs.  Mean ± SEM of 

Methylmalonic acid (MLA) ELISA quantification in blood plasma and urine collected from 

lambs of different genotypes at the MMUT SNV. 

 

 

Discussion 
Using a reverse genetic screen in MTR population, we successfully identified five genomic 

regions (named MTRDHH1 to 5) with a significant deficit of homozygous animals ranging 

from 84 to 100%. Compared to our previous analysis in Lacaune dairy sheep with 8 independent 

haplotypes, we identified less deficient haplotypes in MTR possibly due to a lower number of 

genotyped animals (19,102 Lacaune vs 6,845 MTR) [42]. In the MTR population, we estimated 

the frequencies of MTRDHH heterozygous carriers between 7.8% and 16.6%, and thus allele 

frequency between 3.9 and 8.3%. This is in line with an allele frequency of 5% expected from 

the analysis of a population of 6,000 genotyped animals [24].  

We tested a putative impact of each MTRDHH on production traits to search for a selective 

advantage at heterozygous state. The positive effects of these DHH on selected traits were quite 

low and only significant for MTRDHH2 carriers on milk yield and for MTRDHH5 on fat yield. 

It is thus unlikely that selective advantage explains the observed DHH frequencies, or the rapid 

increase in MTRDHH3 frequency between 2017 and 2018. However, many examples of 

balancing selection for deleterious alleles have been described in livestock [52]. For example 

in sheep, a missense variant in FGFR3 was associated with enhanced skeletal growth and meat 

yield when heterozygous while it induced chondrodysplasia (spider lamb syndrome) when 

homozygous (OMIA 001703-9940) [53].  

The populational analysis of AIS and SBR recorded on more than 300,000 matings, allowed 

us to do a first sorting of the different MTRDHH based on their supposed deleterious impact 

on early gestation (AIS), around the time of birth (SBR), or on postnatal viability or 

morphological phenotypes when AIS and SBR were not altered. Accordingly, we classified the 

five haplotypes into three groups and we highlighted potential candidate genes according to 

their implication in lethal phenotypes in mouse and/or more generally involved in inherited 

mammalian disorders.  

The first group is composed of MTRDHH3 (OAR1), MTRDHH4 (OAR10) and 

MTRDHH5 (OAR13) which showed no significant impact on fertility traits. We assume that 

these haplotypes host deleterious variants leading to postnatal lethality or morphological 

disorders. Within these three regions, 18 candidate genes are of interest for their implication in 

neonatal to juvenile lethality or associated with morphological defects counter selected at the 

time of candidate lamb genotyping. Candidate genes associated with postnatal lethality mainly 
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affect metabolism (TARS2 in MTRDHH3, KL in MTRDHH4) or DNA repair (BRCA2 in 

MTRDHH4). Some candidate genes not necessarily lead to lethality when altered, but may 

affect animal welfare with the alteration of vision (PRPF3, ADAMTSL4 in MTRDHH3 and 

KIF3B in MTRDHH5), neurological disorders (PRUNE1, POGZ in MTRDHH3 and ASXL1, 

PIGU, AHCY in MTRDHH5) or morphological/stature defects (ITGA10, POLR3GL, ECM1 in 

MTRDHH2 and DNMT3B, CEP250 in MTRDH5). However, by searching causal variants in 

the 22 WGS of MTR animals, we failed to detect candidate mutations in the genes listed above. 

In contrast, we were puzzled by the presence of RXFP2 (MTRDHH4) and ASIP (MTRDHH5) 

as positional candidate genes already known to host variants controlling the horned/polled 

phenotype (OMIA 000483−9940) [47] and black coat color (OMIA 000201−9940) [48,49] in 

sheep, respectively. Interestingly, in MTR selection scheme, horned females and black animals 

do not fit with breed standard, and thus are not desirable. This may lead excluding these animals 

from genotyping which fully express their phenotype at the homozygous state. Accordingly, 

based on specific SNP markers already present on the LD SNP chip used, we were able to 

significantly associate MTRDHH5 with the 5pb deletion in ASIP leading to black coat color 

when homozygous. In contrast, the deficit observed for MTRDHH4 is significantly associated 

with the Ins allele of RXFP2 leading to the desirable polledness trait. This intriguing 

observation suggests a hitchhiking phenomenon explaining the deficit [54], with the presence 

of a deleterious variant in linkage disequilibrium with the Ins allele of RXFP2. 

The second group with MTRDHH2 (OAR1) associated with significant negative effects on 

AIS and SBR. Then, we hypothesized that the causative variant hosted by MTRDHH2 could 

induce embryo/fetal losses throughout the gestation period and until birth. In this region, only 

SLC33A1 (Solute Carrier Family 33 Member 1) gene has both impact on embryonic lethality 

and decrease survival rate when knocked-out in mouse (MGI:1332247) and thus appears as an 

obvious candidate gene. In addition, variants in SLC33A1 (OMIM 603690) are known to cause 

“Congenital cataracts, hearing loss, and neurodegeneration” and “Spastic paraplegia 42” 

phenotypes [55,56]. A study is ongoing to evidence a candidate causal variant affecting the 

SLC33A1 gene in linkage disequilibrium with MTRDHH2.    

MTRDHH1 (OAR20) was the only haplotype with a strong negative impact exclusively on 

SBR suggesting that this haplotype hosts a lethal variant affecting the perinatal period. Within 

the MTRDHH1 region, we identified MMUT (Methylmalonyl-CoA Mutase), TFAP2B 

(Transcription Factor AP-2 Beta) and PKHD1 (PKHD1 Ciliary IPT Domain Containing 

Fibrocystin/Polyductin) as obvious candidate genes, all resulting in neonatal and/or postnatal 

lethality when knocked-out in mouse. MMUT and PKHD1 are involved in metabolic disorders 

such as “Methylmalonic aciduria” (OMIM 251000) and “Polycystic kidney disease” (OMIM 

263200), respectively. TFAP2B is involved in bone defects and heart failure (OMIM 169100). 

Using WGS data from 22 MTR animals and among them, two MTRDHH1 heterozygous 

carriers, we were able to identify four candidate polymorphisms within MTRDHH1, but only 

one appeared as a strong functional candidate, a SNV (G>A) located in the MMUT gene at 

position g.23,776,347 on OAR20. This SNV leads to a nonsense variation XM_004018875.4: 

c.1225C>T introducing a premature stop-codon (p.Gln409*). The genotyping of 

g.23,776,347G>A in 714 animals with a known status at MTRDHH1 indicated an almost 

perfect association. The only 15 discordant animals were largely explained by shorter 

recombinant version of the MTRDHH1 haplotype (between 2 to 31 markers surrounding the 

SNV). Only one MTRDHH1 heterozygous carrier did not carry the MMUT variant. This 

discrepancy could be attributed to errors from SNP array genotyping, phasing and/or 

imputation. Immunoblotting realized on liver and kidney proteins extracts from homozygous 

carrier lambs has confirmed the predicted impact of the candidate SNV on the protein. The anti-

MMUT antibody has revealed a band at 83kDa as expected for the full-length MMUT 

polypeptide in wild-type extract. In contrast, due to the lack of the antigenic epitope (from aa 
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451 to 750) in the p.Gln409* truncated form, the MMUT band was not detected in homozygous 

carriers proving that this SNV has an effect on the functional expression of the MMUT gene, 

reinforced by a NMD phenomenon detected in liver. In order to confirm the perinatal lethality 

supposed for MTRDHH1 increasing SBR by 7.5%, we have managed at-risk mating between 

heterozygous carriers of the p.Gln409* variant. In this experiment, 84% of homozygous lambs 

died within the first 24 hours after birth fitting perfectly with the hypothesis and explaining the 

complete deficit of homozygous carriers of MTRDHH1 in the DHH analysis, due to lethality 

before the time of genotyping. We also evidenced that homozygous newborn lambs had a lower 

birth weight, an observation which could be compared to postnatal growth retardation in Mmut 

knock-out mice (MGI:5527455).  

In human, numerous pathogenic variants in MMUT cause “Methylmalonic aciduria” 

(OMIM 609058, MMA, [57]), an autosomal recessive metabolism disorder. MMUT is part of 

a metabolic pathway starting from the degradation of amino acids (Valine, Isoleucine, 

Methionine and Threonine), odd-chain fatty acids, cholesterol and propionic acid to succinyl-

CoA by three main enzymes: Propionyl-CoA carboxylase (PCC), Methylmalonyl-CoA 

epimerase (MCE) and Methylmalonyl-CoA mutase (MMUT) [58,59]. The MMUT protein is a 

mitochondrial enzyme that catalyze the L-methylmalonyl-CoA to succinyl-CoA, an 

intermediate of Krebs cycle. The isomerization of methylmalonyl-CoA requires 

adenosylcobalamin (AdoCbl), the cofactor form of vitamin B12 (also known as Cobalamin) 

[60]. In sheep, the mutant protein (p.409Gln*) does not carry the B12 binding domain (615-733 

amino acids), suggesting that the AdoCbl cofactor is unable to act in the conversion of L-

methylmalonyl-CoA to succinyl-CoA. When the MMUT enzyme is not functional, 

methylmalonic acid (MLA) accumulates in body fluids, mainly in blood and urine [59,61]. 

However, we failed in evidencing such MLA accumulation in plasma or urine of homozygous 

A/A lambs, while this was observed in homozygous knock-out mouse 24h after birth [62]. In 

our study, many of our urine and blood samples were collected at necropsy only after natural 

death of the lambs without time control, possibly affecting the results. The methylmalonic 

aciduria in this sheep genetic model will need further clinical investigation. 

All the above elements clearly indicate that the deficit of homozygous MTRDHH4 is due 

to a loss-of-function mutation in the MMUT gene altering an essential metabolic pathway.  

Many reverse genetic screen approaches have also evidenced the association of DHH with 

mutations in genes implied in metabolism [63]. Particularly in bovine, many variants were 

evidenced affecting metabolic processes in several breeds such as Braunvieh (BH24/CPT1C, 

lipid metabolism) [19], Holstein (HH4/GART, nucleotide metabolism) [13], Montbéliarde 

(MH1/PFAS, nucleotide metabolism ; MH2/SLC37A2, glucose metabolism) [13,40], 

Normande (NH7/CAD, nucleotide metabolism) [26], and Simmental (SH8/CYP2B6, respiratory 

chain) [27].  

Diversity analysis have also revealed the segregation of MMUT SNV variant in Spanish 

Latxa Cara Rubia (LCR) breed. French MTR and Spanish LCR are very close populations. 

Since 1970s, many exchanges have occurred between these population across the border, first 

from Spain to France during the seventies, then the reverse since the nineties [64]. The MMUT 

SNV evidenced in this study is not shared by other French sheep breeds and more largely by 

the individuals from the International Sheep Genome Consortium (dataset composed of 453 

animals from 38 breeds all over the world, https://www.sheephapmap.org/). However, 

searching this dataset, we found another SNV located in ovine MMUT gene (rs1093255812) 

leading to a premature stop-gain (ENSOART00020022357.1: p.Trp43*). This variant was 

identified at heterozygous state in the New Zealand Coopworth breed, and as in MTR, it could 

have the same deleterious impact on lamb viability.  
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Conclusion 
In this study, we firstly identified in the MTR dairy sheep the segregation of five 

independent haplotypes possibly hosting five recessive deleterious alleles of which at least three 

have negative impact on fertility traits. Among them, we evidenced the MMUT c.1225T 

(p.409Gln*) variant associated with the MTRDHH1 haplotype causing early lamb mortality 

when homozygous. This could provide an excellent animal model for the study of 

methylmalonic aciduria occurring in human with the same recessive genetic determinism 

affecting MMUT. The MTRDHH2 and 3 represent promising haplotypes to discover other 

recessive lethal mutations in the near future. This reverse genetic study has also allowed us to 

hypothesize that two of these haplotypes, MTRDHH4 and 5, do not associate with lethal 

mutations but with mutations possible affecting morphological traits. The causal mutations are 

still to be identified since the already known mutations in RXFP2 and ASIP do not fit perfectly 

with the segregation of these two haplotypes. Anyway, an appropriate management of these 

haplotypes/variants in the MTR dairy sheep selection program should increase the overall 

fertility and lamb survival, and may help for selection of morphological breed standards.  
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Materials and methods 
Animal and genotyping data 

The total dataset is composed of 6,845 genotyped Manech Tête Rousse animals (82% males 

and 18% females) born between 1993 and 2021 (data description in S4 Fig). Genotyping was 

performed at the Labogena facility (http://www.labogena.fr/) in the framework of the French 

dairy sheep genomic selection [65]. Both low density SNP chip (SheepLD; n=2,956) and 

medium density SNP chip (MD, Ovine SNP50 BeadChip; n=3,889) were purchased from 

Illumina Inc. (San Diego, USA) (Table 5).  Pedigree information was extracted from the official 

national database SIEOL (Système d'Information en Elevage Ovin Laitier, France). 

Table 5. Description of genotyped animals 

Year of birth < 2017 ≥ 2017 Total 

Background Research programs Genomic selection & Research 

programs 

 

Number of animals 2,533 rams 3,077 rams 6,845 

692 ewes 543 ewes 

SNP chip MD LD MD LD (n = 2,956) 

(n=3,225) (n = 2,956) (n = 664) MD (n =3,889) 

Genotyping age >12 months ~15 days 8-12 months  

MD: medium density (50k), LD: low density (15k) 

 

Genotype quality control, imputation and phasing 

Quality control for each SNP was carried out following the French genomic evaluation pipeline 

based on (i) call frequency >97%, (ii) minor allele frequency >1%, (iii) respect Hardy-Weinberg 

equilibrium (P>10
-5

). Genotypes were phased and imputed from LD to MD using FImpute v2.2 

[66]. The accuracy of LD to MD imputation in MTR was previously assessed and resulted in a 

concordance rate per animal of 98.86%, a concordance rate per SNP of 98.95% and a squared 

Pearson’s correlation coefficient of 93.57% between imputed and observed SNP genotypes 

[67]. After quality control, the 38,523 remaining autosomal SNPs were mapped onto the Ovis 

aries genome assembly Oar v3.1 (current version used in the French genomic evaluation) [68]. 

These SNP were also located on the genome assembly Oar_rambouillet_v1.0 

(GCF_002742125.1). Genomic coordinates of both version of the sheep genome are available 

at https://doi.org/10.6084/m9.figshare.8424935.v2 (https://www.sheephapmap.org/). 

 

Detection of homozygous haplotype deficiency 

Following the method used previously to detect deficit in homozygous haplotypes in sheep [42], 

we screened the genome of the 5,271 genotyped animals belonging to trios (77 offspring had 

both parents genotyped, and 4,799 offspring had both sire and maternal grandsire genotyped). 

Briefly, the method consists in (i) screening the genome using a sliding window of 20 SNP 

markers, (ii) selecting all 20 SNP haplotypes with frequency>1% on maternal phase, (iii) 

comparing the observed number 𝑁Obs(𝑘) to the expected number 𝑁Exp(𝑘) of homozygous 

offspring for each haplotype 𝑘 using within-trios transmission probability and further 

considered haplotypes with P-poisson<1.9×10
-4

, (iv) retaining deficit between 75% and 100% 

defined as (𝑁𝐸𝑥𝑝(𝑘) − 𝑁𝑂𝑏𝑠(𝑘))/𝑁𝐸𝑥𝑝(𝑘).  𝐹inally, consecutive windows with these same 

parameters were clustered to define larger region called “Manech Tête Rousse Deficient 

Homozygous Haplotype” (MTRDHH). For each MTRDHH, the status (homozygous non-

carriers, heterozygous and homozygous carriers) was thereafter determined for all 6,845 
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genotyped animals available. Linkage disequilibrium was estimated between two MTRDHH 

regions located on the same chromosome by the r2 coefficient measure as described [42]. 

 

Analysis of fertility traits 

Mating trait records of MTR between 2006 and 2019 were obtained from the national database 

SIEOL. Only artificial insemination success (AIS) and stillbirth rate (SBR) records from mating 

where both sire and maternal grand sire were genotyped (i.e. had a known status at each 

MTRDHH) were analyzed. AIS was coded “1” for success and “0” for failure based on lambing 

date according to the gestation length starting from the day of AI (151 ± 7 days; n=330,844 

mating records). SBR was determined only in the AI success group, and coded “1” if there was 

at least one stillbirth in the litter or “0” if all lambs were born alive (n=201,637 mating records). 

We considered “at-risk mating” a mating between a carrier ram and a ewe from a carrier sire. 

We considered “safe mating” when the other combinations occurred: (i) non-carrier ram × ewe 

from a non-carrier sire, (ii) non-carrier ram × ewe from a carrier sire, (iii) carrier ram × ewe 

from a non-carrier sire. A logistic threshold binary model with a logit link function was used to 

compare AIS and SBR between at-risk and safe mating (lsmeans estimate), using the 

GLIMMIX procedure in the SAS software (version 9.4; SAS Institute Inc., Cary, NC). The 

fixed effects for AIS and SBR were mating type (safe or at-risk), season of AI (spring or 

summer), and lactation number (L1, L2, L3 and L4+). For SBR only, prolificacy of the ewe (1, 

2, 3+ lambs/litter) was added as a fixed effect. For AIS and SBR, the random effect was the 

interaction herd×year (n=313 herds between 2006 and 2019). Traits were considered to differ 

significantly when the mating type fixed effect had a P-value lower than 1.0×10-2 after 

Bonferroni correction for multiple testing with a level of significance α at 5%. This threshold 

was obtained by dividing the level of significance α by the number of tests corresponding to the 

number of independent haplotypes (n=5). 

 

Analysis of milk parameters and total merit genomic index (ISOLg) 

Daughter yield deviations (DYD) for milk traits from genotyped sires with known status 

at each MTRDHH were computed from official genetic evaluation (GenEval, Jouy-en-Josas, 

France). The DYD corresponds to the average performance of the daughters of each sire, 

corrected for environmental effects and the average genetic value of the dam [65]. The six traits 

studied were milk yield (MY), fat (FC) and protein (PC) contents, fat (FY = MY×FC) and 

protein (PY = MY×PC) yields, and lactation somatic cell score (LSCS) as described [42]. To 

compare all the traits on the same scale, each DYD was divided by its genetic standard deviation 

to obtain standardized DYD (sDYD). Only genotyped rams with records from at least 20 

daughters were included in the analysis in order to obtain sufficiently accurate DYD values (n 

~2570 rams). Each trait was tested by variance analysis comparing MTRDHH carrier and non-

carrier rams using the GLM procedure in the SAS software (version 9.4; SAS Institute Inc., 

Cary, NC). The fixed effects were the genetic status (carrier, non-carrier) and year of birth 

(2000 to 2016) to correct for annual genetic gain. Traits were considered to differ significantly 

when the genetic status fixed effect had a P-value lower than 1.0×10-2 after Bonferroni 

correction for multiple testing with a level of significance α at 5%. This threshold was obtained 

as explained above for fertility traits (n=5 independent haplotypes).  

 Total merit genomic index in dairy sheep (called “ISOLg”, Index Synthétique des Ovins 

Laitiers) was extracted from the official genomic evaluation (GenEval, Jouy-en-Josas, France) 

for all the 714 genomic candidate lambs born in 2021. ISOLg is determined by a combination 

of four selected traits: MY, FC, PC and LSCS. For each MTRDHH, ISOLg from heterozygous 

carrier and non-carrier lambs were compared with a Wilcoxon non-parametric test under the 

null hypothesis with a risk of α=5% using “wilcox.test” function in R software (version 4.1.3, 

R Core Team, 2022). 
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Identification of positional and functional candidate genes 

All annotated genes located in the MTRDHH region extended by 1 Mb from each side were 

extracted from the ovine genome Oar_rambouillet_v1.0 (OAR1: NC_040252.1, OAR10: 

NC_040261.1, OAR13: NC_040264.1 and OAR20: NC_040271.1) using CLC export 

annotation function (QIAGEN CLC Main Workbench 7.9). Genes with a known knock-out 

phenotype in mouse including mortality and aging (embryonic, prenatal, perinatal, neonatal, 

postnatal, preweaning, premature death and decreased survival rate) or associated with 

mammalian genetic disorders were sorted using “biomaRt” R package (version 2.52.0, 

https://doi.org/doi:10.18129/B9.bioc.biomaRt) extracted from Mouse Genome Informatics 

(MGI, http://www.informatics.jax.org), International Mouse Phenotyping Consortium (IMPC, 

https://www.mousephenotype.org), Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM, 

https://omim.org) and Online Mendelian Inheritance in Animal (OMIA, https://omia.org) 

databases (last accession on 27 May 2022). Relevant candidate genes were presented as a 

heatmap using “pheatmap” R package (version 1.0.12).  

 

Whole genome sequencing data 

Publicly available data of 100 ovine short-read Illumina HiSeq/NovaSeq whole genome 

sequences (WGS) from 14 breeds generated in various INRAE and Teagasc research projects 

were used for variant calling. Among them, 22 WGS were obtained from MTR dairy sheep also 

genotyped with the MD SNP chip. A description of the different breeds and the accession 

numbers of sequencing raw data are available in S3 Table.  

 

WGS variant calling and filtering 

Reads mapping, variant calling and functional annotation were performed using Nextflow 

v20.10.0 and Sarek v2.6.1 pipelines for the 100 short-read WGS as previously described [43].  

Regions of interest were extracted using SnpSift Filter [50]. Candidate variants were filtered 

based on the correlation between haplotype status (homozygous non-carriers, heterozygous and 

homozygous carriers encoded as 0, 1 and 2, respectively) and allele dosage for bi-allelic variants 

(also encoded 0, 1 and 2) using geno--r2 command of VCFtools [69]. 

 

 

Specific variant genotyping assays  

Genotyping at the RXFP2 (1.8 kb InDel) and ASIP (5pb InDel) loci were directly 

obtained from the LD SNP chip based on the specific markers described in S4 Table. The 

NC_040264.1:g.66,474,980T>A in the last exon of ASIP and the SNP NC_040271.1: 

g.23,776,347G>A in MMUT were both genotyped by PACE (PCR allele competitive extension) 

analysis. Fluorescent PACE analysis was done with 15 ng of purified DNA using the PACE-

IR 2x Genotyping Master mix (3CR Bioscience) in the presence of 12 µM of a mix of extended 

allele specific forward primers and 30 µM of common reverse primers in a final volume of 10 

μL (primer sequences described in S5 Table). The touch-down PCR amplification condition 

was 15 min at 94°C for the hot-start activation, 10 cycles of 20 s at 94°C, 54–62°C for 60 s 

(dropping 0.8°C per cycle), then 36 cycles of 20 s at 94°C and 60 s at 54°C performed on an 

ABI9700 thermocycler followed by a final point read of the fluorescence on an ABI 

QuantStudio 6 real-time PCR system and using the QuantStudio software 1.3 (Applied 

Biosystems).  

The presence of the RXFP2, ASIP and MMUT variants was checked in a DNA set of the 

2021 cohort of 714 MTR male lamb candidates for genomic selection. DNA was extracted by 

Labogena (Jouy-en-Josas, France) on behalf of the MTR breed industry. A DNA diversity panel 
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of 851 animals from 25 French sheep breeds [70] and 3 Spanish sheep breeds was also 

specifically genotyped for the MMUT variant. 

 

Generation of homozygous lambs 

Blood samples (3 ml) were first collected from 181 ewes, daughters of MTRDHH1 

carrier sires, located in 6 private farms by jugular vein puncture with the Venoject system 

containing EDTA (Terumo, Tokyo, Japan) and directly stored at -20°C. Among them, 82 ewes 

were genotyped as heterozygous carriers of the MMUT variant and were selected to be 

inseminated with MMUT variant heterozygous rams (at-risk matings). Experiment 1 (n=73 

ewes) was performed in 6 private farms in Pays-Basque (France) and Experiment 2 (n=9 ewes) 

was performed at the INRAE experimental farm of Langlade under the agreement number 

E31429001 (Pompertuzat, France). Experimental design is described in Fig 13. An ultrasound 

diagnosis of gestation was realized between 45 and 60 days after AI. Gestations were followed 

and each lamb was monitored form birth to weaning.  Ear biopsies (1 mm3) from the 72 lambs 

born in both experiments were obtained with a tissue sampling unit (TSU, Allflex Europe, Vitré, 

France) and directly placed in the TSU storage buffer at 4°C. Ear biopsies were placed twice 

consecutively in 180 μL of 50 mM NaOH, heated 10 min at 95°C, neutralized with 20 μL of 1 

M Tris-HCl, and then vortexed during 10s. All neutralized samples were used for direct 

genotyping without DNA purification as described [71]. In Experiment 2, all lambs were 

weighted at birth. Biological samples (plasma, urine, liver and kidney) were collected on 

animals as described in Fig 13 and frozen at -80°C until use. 

 

 

 

Fig 13. Experimental design to generate MMUT homozygous variant lambs. 

 

 

Immunoblot analysis 

Frozen kidney and liver tissues were crushed in liquid nitrogen using a Mixer Mill during 30 

seconds at 30 Hz (MM400, Retsch technology), and 12 mg of tissue powder were lysed with 

500µL of RIPA solution (Ref#R0278, Sigma-Aldrich). The protein extracts were centrifuged 

for 20 minutes at 16 000g and 4°C, and protein concentration in the supernatant was determined 

using BCA protein assay Kit (Ref#K812-1000, Biovision). Each protein sample (45 µg) was 

denatured and reduced in Laemmli buffer (62.5mM TRIS pH 6.8, 2% SDS; 10% glycerol) 

containing 5% ß-mercaptoethanol before SDS-PAGE on a 4-15% polyacrylamide gel (Bio-
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Rad). Proteins were transferred onto a nitrocellulose membrane blocked with AdvanBlock-

Chemi blocking solution (Advansta) during 1 hour at room temperature. After washing in PBS-

0.1% Tween 20, the membrane was incubated overnight à 4°C with a rabbit polyclonal anti-

MMUT primary antibody (MUT Rabbit pAb, Ref#A3969, ABclonal), followed (after washing) 

by 1h with a rabbit polyclonal anti-Actin primary antibody (Ref#A2066, Sigma-Aldrich) both 

at 1/1000 in blocking solution. Revelation of the primary antibodies was performed by 

incubation with goat anti-rabbit Horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody 

(Ref#A0545, Sigma-Aldrick) at 1/10000 ratio in blocking solution for 1 hour at room 

temperature, followed by enhanced chemiluminescence detection (WesternBright Quantum 

HRP substrate, Advansta) on a ChemiDoc Touch low-light camera (Bio-Rad) in automatic 

mode. 

 

 RNA extraction, reverse transcription and quantitative PCR 

Total RNA was extracted from 80 mg of frozen kidney (n=15) and liver tissue powders (n=15) 

in 1mL Trizol reagent (Invitrogen, #Ref 15596-018) and isolated from Nucleospin® RNA II 

kit (Macherey-Nagel, #Ref 740955.50) according to the manufacturer’s protocol and including 

DNAseI digestion treatment. The RNAs were quantified by spectrophotometry (NanoDrop® 

ND-8000 spectrophotometer, ThermoFischer) and stored at -80°C. Reverse transcription was 

carried out from 1µg of total RNA in solution with anchored oligo(dT) T22V (1µL at 10μM), 

random oligo-dN9 (1µL at 10μM) and dNTPs (2µL at 10 mM) in a reaction volume of 10 μL. 

This mixture was incubated at 65°C for 5 min in an ABI2700 thermocycler (Applied 

Biosystems) then ramped down to 4°C. A second reaction mixture (8 μL/reaction) containing 

the reaction buffer (5µL of First strand Buffer 5X, Invitrogen, France), DTT (Dithiothreitol, 

1µL at 0.1M), Rnasine (1µL, 40 units/µL, Promega, France) and Superscript II reverse 

transcriptase (1µL, 200 units/µL, Invitrogen, France) was added to the denatured RNA solution 

(final volume reaction of 18μL) then incubated for 50 minutes at 42°C and placed for 15 

minutes at 70°C. The complementary DNA (cDNA) solution obtained was directly diluted at 

1:5 ratio and stored at -20°C. For each pair of primers, amplification efficiency was evaluated 

by 𝐸 = 𝑒−1/𝛼 which α is the slope of a linear curve obtained from cDNA serial dilution (1:5 to 

1:80) and corresponding Ct (cycle threshold) values. Quantitative PCR (qPCR) was performed 

using 3µL of cDNA at 1:20 ratio, 5µL of SYBR Green real-time PCR Master Mix 2X (Applied 

Biosystems) and 2µL of primers at 3µM in a total reaction volume of 10µL on qPCR was 

realized on a QuantStudio 6 Flex Real-Time PCR system (ThermoFisher). Each sample was 

tested in duplicate. RNA transcript abundance was quantified using the ∆∆𝐶𝑡 method corrected 

by four reference genes (GAPDH, YWHAZ, RPL19 and SDHA) and a calibrator sample. Primers 

were design using Beacon Designer™ 8 (Premier Biosoft). The list of qPCR primer sequences, 

amplification length and amplification efficiency used is available in S5 Table. 

 

Methylmalonic acid dosage assay 

Dosage of methylmalonic acid (MLA) was performed on 11 urine and 15 plasma samples 

collected on lambs. MLA dosage was performed using Sheep Methylmalonic Acid Elisa kit 

(MyBioSource, Ref# MBS7266308) following the manufacture’s protocol starting with 100µL 

of samples. The incubation phase with specific antibody was performed overnight at 4°C. The 

optical density at 450 nm was determined on a GloMax®-Multi Detection System (Promega). 

 

Ethic statement 

The experimental procedures on animals were approved (approval numbers APAFIS#30615-

2021032318054889 v5) 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. 
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Supporting information captions 
 

S1A Table. Clustering HHD into MTRDHH regions. Table shows all significant haplotypes 

of 20 markers (150 HHD with frequency > 1%, P-value < 1.9 × 10−4 and deficit ≥ 75%). As 

described in the Materials and methods section, the 150 HHD could be clustered into 5 

MTRDHH regions. S1B Table. SNPs defining the MTRDHH regions. Table gives the 

position of each SNP within MTRDHH regions according to the sheep reference genomes 

Oar_v3.1, Oar_rambouillet_v1.0 and ARS-UI_Ramb_v2.0, and the phased alleles of each 

deficient haplotype. 

 

 

 

 
S1 Fig. Total merit genomic index (ISOLg) for the 2021 cohort genomic lambs (n=714). 

(A) Distribution of ISOLg in MTR dairy sheep. The ISOLg is determined by a combination of 

four selected traits: MY, FC, PC and LSCS. Comparison of ISOLg according to each DHH 

status, (B) MTRDHH1, (C) MTRDHH2, (D) MTRDHH3, (E) MTRDHH4, (F) MTRDHH5. 
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S2 Table. List of the 408 protein coding genes located in the five MTRDHH extended by 

1 Mb on each side. Information on mouse phenotypes and association with mammalian 

disorders were extracted for each gene using several databases: MGI: www.informatics.jax.org; 

IMPC: https://www.mousephenotype.org); OMIM: Online Mendelian Inheritance in Man 

(https://omim.org) and OMIA: Online Mendelian Inheritance in Animal (https://omia.org). For 

mouse phenotypes associated with lethality, these were separated by developmental stages and 

encoded 0 (no lethality) or 1 if the gene is involved in lethality at the given stage. 

 

 

 

 

 

 

 

 
S2 Fig. Association between MTRDHH4-5 and causal variants involved in morphological 

traits from the 22 sequenced MTR animals. (A) Association between MTRDHH4 status and 

1.8kb insertion in the 3’-UTR of RXFP2 associated with polledness. Association between 

MTRDHH5 status and (B) OAR13:g.66,475,132_66,475,136del and (C) 

OAR13:g.66,474,980T>A in ASIP associated with black coat color. Coordinates refer to sheep 

genome Oar_rambouillet_v1.0. 
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S4 Fig. Distribution of genotyped animals over time. The bar charts represent the number of 

genotyped animals according to sex and year of birth. The genomic selection in MTR dairy 

sheep was implemented in 2017. 
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Abstract  
Recently, we evidenced that the Manech Tête Rousse (MTR) deficient homozygous haplotype 

2 (MTRDHH2) was likely to harbor a recessive lethal variant in ovine. In the present study, we 

fine mapped this region by analyzing the whole genome sequence of five MTRDHH2 

heterozygous carriers compared to 95 sequences of non-carrier animals from MTR and others 

ovine breeds. We successfully identified a single base pair duplication in the SLC33A1 gene, 

resulting in a frameshift leading to a premature stop codon (p.Arg246Alafs*3). SLC33A1 acts 

as a transmembrane transporter of acetyl-Coenzyme A, essential for cellular metabolism. In 

order to assess for the lethal phenotype in homozygous MTR sheep, we generated at-risk 

matings by artificial insemination (AI) between rams and ewes heterozygous for the SLC33A1 

variant named SLC33A1_dupG. Gestation status was checked 15 days post-AI by a molecular 

test from blood expression of the interferon Tau-stimulated MX1 gene, and by ultrasonography 

performed between 45 days and 60 days post-AI. Based on ultrasonography, the AI success 

was reduced by 12% compared to safe matings suggesting embryonic/fetal losses further 

confirmed by the molecular test based on MX1 differential expression. Forty-nine lambs were 

born from at-risk matings with a mortality rate of 34.7% observed before weaning. 

Homozygous SLC33A1_dupG lambs contributed to 47% of this mortality occurring mainly in 

the first five days after lambing with no obvious clinical signs. Thus, an appropriate 

management of SLC33A1_dupG (allele frequency of 0.04) in the MTR selection scheme should 

increase the overall fertility and lamb survival. 

 

 

Keywords 
Ovis aries, homozygous haplotype deficiency, MTRDHH2, lethal variant, abortion, neonatal 

mortality, SLC33A1, acetyl-CoA transporter 
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Introduction 
Most individuals are expected to carry between 1 and 5 highly deleterious variants in 

their genome known as loss-of-function alleles (Georges et al., 2019; MacArthur et al., 2012). 

When homozygous, these variants often cause severe defects leading to lethality (from 

embryonic stage to adulthood) or morphological disorders. The management of these defects 

must go through the identification of the causal variants. In order to tackle this issue, recent 

advances in the use of genomic tools have enhanced the discovery of the causative variants for 

many genetic disorders. In human, the genome was for the first time sequenced in 2001 opening 

up many perspectives, especially to fine-map causal variants (Lander et al., 2001). Nowadays 

in human, 7,342 entries are reported in the OMIM database (https://www.omim.org, consulted 

on 07/03/2023) for which the molecular basis is known. In livestock also, the emergence of 

next-generation sequencing has allowed to get access to the whole genome of many individuals 

and an exhaustive number of genetic markers as single nucleotide polymorphisms (SNP), 

representative of the individual genome variability (Eggen, 2012; Rupp et al., 2016).  

In order to fine-map causal variants responsible for genetic defects, two main strategies were 

developed. The classic “top-down” strategy is based on available phenotypes and associated 

biological samples genotyped using SNP arrays. Based on genome-wide association study with 

a case-control approach (Uffelmann et al., 2021), and/or homozygosity mapping (Charlier et 

al., 2008; Lander and Botstein, 1987) coupled with whole genome sequencing data, geneticists 

can successfully fine-map causal variants. In contrast, the “bottom-up” strategy utilizes a 

reverse genetic screen method initially developed to identify lethal variant without any available 

phenotype (Fritz et al., 2013; VanRaden et al., 2011). This method uses high throughput SNP 

genotyping data to detect deficit in homozygous animals leading to a significant deviation from 

Hardy-Weinberg equilibrium is based on within trios transmission probability (VanRaden et 

al., 2011). The establishment of routine SNP genotyping within the framework of genomic 

selection in livestock has made possible the use this method in many species as cattle (Fritz et 

al., 2013; VanRaden et al., 2011), beef (Jenko, 2019), pigs (Derks et al., 2017), chicken (Derks 

et al., 2018), turkey (Abdalla et al., 2020), horses (Todd et al., 2020) and sheep (Ben Braiek et 

al., 2023, 2021). Especially in sheep, we recently identified numerous independent deficient 

homozygous haplotypes (DHH) in Lacaune and Manech Tête Rousse (MTR) dairy sheep (Ben 

Braiek et al., 2023, 2021). Thanks to WGS data and generation of at-risk mating between DHH 

heterozygous carriers, we were able to identify two nonsense variants, one in the CCDC65 gene 

causative of respiratory disorders leading to juvenile lethality in Lacaune (LDHH6, OMIA 

002342-9940) (Ben Braiek et al., 2022), and another one located in the MMUT gene affecting 

the propionic acid metabolism responsible for neonatal lethality in MTR (MTRDHH1) (Ben 

Braiek et al., 2023). These two DHH were firstly associated with significant increased stillbirth 

rate in at-risk mating based on population records. Additionally, some of the other evidenced 

DHH (LDHH1-2-8-9 in Lacaune, and MTRDHH2 in MTR) also affected the artificial 

insemination (AI) success by a 3% decrease in at-risk mating compared to safe mating, 

assuming the action of lethal embryonic variants (Ben Braiek et al., 2023, 2021). 

Embryonic and early fetal losses are difficult to observe and have strong economic impact for 

sheep breeders (Diskin and Morris, 2008; Dixon et al., 2007). Although the causes of these 

losses are mainly environmental, lethal genetic variants could also explain a part of this problem 

(VanRaden et al., 2011). In sheep, fertilization failure and embryonic losses could be associated 

with a negative gestation diagnosis realized by ultrasonography at day 45-60 post-fertilization. 

However, most of embryonic losses are expected during the period from the fertilization (day 

0) to the implantation of the conceptus (days 12-16) (Bindon, 1971; Spencer et al., 2008; 

Wilmut et al., 1986). During implantation, the embryo binds to the endometrium and leads to 

the secretion of interferon tau (IFNT) as a pregnancy recognition signal (Bazer, 2013). As a 

response, interferon stimulated genes (ISG) expression is greatly enhanced in the endometrium 
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but also in circulating immune cells in the blood (Ott and Gifford, 2010). Among these ISG, 

MX1 (Myxovirus-influenza virus resistance 1), STAT1 (Signal transducer and activator of 

transcription 1) and CXCL10 (Chemokine C-X-C motif ligand 10) blood expression have been 

used to predict the gestation status at day 14-15 in sheep (Mauffré et al., 2016).  

As presented above, the MTRDHH2 deficient haplotype in MTR dairy sheep reduced 

significantly the AI success by 3.0%, but it also increased the stillbirth rate by 4.3%, indicating 

a possible action of a lethal variant all along the gestation (Ben Braiek et al., 2023). MTRDHH2 

was located on the ovine chromosome 1 (NC_040252.1, OAR1:251.9-256.4 Mb on sheep 

genome Rambouillet_v1.0) with an estimated frequency of heterozygous carriers of 8.7%, and 

we have reported only one functional candidate gene (SLC33A1) within the MTRDHH2 

genomic region (Ben Braiek et al., 2023). The objective of this study was to evidence the causal 

variant associated with MTRDHH2 and to validate the lethal embryonic effect by generating 

at-risk mating and monitoring the early gestation time at day 15 by a molecular diagnosis and 

day 45-60 by an ultrasonography diagnosis. 

 

Materials and Methods 

 
Sequencing data, WGS variant calling and annotation 
The list of the 100 publicly available ovine whole genome sequences (WGS, short read Illumina 

HiSeq/Nova Seq) coming from 14 different breeds generated in various INRAE and Teagasc 

research projects is detailed in Table S1 (project and sample accession numbers). Among them, 

22 WGS were from Manech Tête Rousse dairy sheep also genotyped with the Illumina 

OvineSNP50 Beadchip in the framework of dairy sheep genomic selection program (Astruc et 

al., 2016). They all had a known status at the MTRDHH2 haplotype encoded 0 for non-carrier 

(n=17), 1 for heterozygous carrier (n=5) and 2 for homozygous carrier (n=0) (Ben Braiek et al., 

2023). Read mapping, WGS variant calling and annotation were performed using Nextflow 

v20.10.0 and Sarek pipeline v2.6.1 as already described (Ben Braiek et al., 2023). 

 

Identification of candidate causal variants 
All SNPs and InDels variants located within the MTRDHH2 haplotype region extended by 1 

Mb from each side were extracted from OAR1 (Oar_rambouillet_v1.0; 

NC_040252.1:250,858,291-257,412,373pb) using SnpSift Filter (Cingolani et al., 2012). 

Correlation analysis was performed between MTRDHH2 haplotype status (0, 1 and 2) and allele 

dosage for bi-allelic variants (also encoded 0, 1 or 2) using geno--r2 command of VCFtools 

(Danecek et al., 2011). The putative causal variant was checked manually using the Integrative 

Genomics Viewer (IGV) (Thorvaldsdóttir et al., 2013) using the BAM files of the 22 MTR 

dairy sheep. 

 

Biological samples 
The experimental design is described in Fig. 1. Jugular blood samples from 419 MTR dairy 

ewes (all daughters of MTRDHH2 carrier sires) located in 6 private farms were collected by a 

habilitated veterinarian (Venoject system containing EDTA, Terumo, Tokyo, Japan) and stored 

at -20°C either for further genotyping (n=419) or RNA extraction (n=137). Ear biopsies (1 mm3) 

from the 49 newborn lambs were obtained with a tissue sampling unit (TSU, Allflex Europe, 

Vitré, France) and directly placed in the TSU storage buffer at 4°C. Ear biopsies were treated 

with consecutive action of NaOH and Tris-HCl for subsequent genotyping as previously 

described (Ben Braiek et al., 2023).  
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DNA sets from MTR genomic lambs (n=714) with a known status at MTRDHH2 (Ben Braiek 

et al., 2023), Manech-related Laxta Spanish sheep (n=100) and a diversity panel from 25 French 

sheep breeds (n=749) (Rochus et al., 2018) were also used for single marker genotyping. 

 

 

 
Figure 1. Experimental design. Two groups of ewes (safe matings n=73 and at-risk matings 

n=64) were artificially inseminated with ram fresh semen. Safe mating refers to mating between 

non-carrier ewes and rams. At-risk mating refers to mating between heterozygous carrier ewes 

and rams. QC= quality and quantity control. 

 

 

SLC33A1 specific genotyping assay  
Among the candidate variants located in MTRDHH2, a PCR allele competitive extension 

(PACE) genotyping assay was developed for the variant NC_040252.1:g.252,649,023dupG 

located in the SLC33A1 gene. Fluorescent PACE analysis was done with 15ng of purified DNA 

(from DNA panels) using the PACE-IR 2x Genotyping Master mix (3CR Bioscience) in the 

presence of 12 µM of a mix of extended allele specific forward primers (Table S2) in a final 

volume of 10μL. The touch-down PCR amplification condition was 15 min at 94°C for the hot-

start activation, 10 cycles of 20s at 94°C, 54–62°C for 60s (dropping 0.8°C per cycle), then 36 

cycles of 20s at 94°C and 60s at 54°C performed on an ABI9700 thermocycler followed by a 

final point read of the fluorescence on an ABI QuantStudio 6 real-time PCR system and using 

the QuantStudio software 1.3 (Applied Biosystems). For the genotyping of crude biological 

samples (whole blood or neutralized NaOH treatment solution of ear biopsies), a preliminary 

Terra PCR Direct Polymerase mix amplification (Takara Bio, Kusatsu, Japan) using 1µL of 

crude sample was used for direct genotyping without DNA purification. The following 

amplification primers (Table S2) were designed using Primer3Plus software (Untergasser et al., 

2007). This preliminary PCR was performed on an ABI2720 thermocycler (Applied 

Biosystems, Waltham, MA, USA) with the following conditions: 5 min at 94°C, 35 cycles of 

30s at 94°C, 30s at 58°C and 30s at 72°C, followed by 5 min final extension at 72°C. Then, 

1µL of the PCR product were used for subsequent PACE genotyping.  

 

Programmed mating  
Among the 419 daughters of MTRDHH2 carrier sires and according to SLC33A1 genotyping 

results, 137 ewes were retained for programmed mating. Two groups of mating were 
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constituted: safe matings (n=73 ewes) between non-carrier ewes and rams, and at-risk matings 

(n=64 ewes) between heterozygous-carriers. All ewes were mated by artificial insemination 

(AI) with fresh semen. A jugular blood sample was collected from each mated ewe 15 days 

after AI for further gestation molecular diagnosis test. An ultrasound diagnosis of gestation was 

realized between 45 and 60 days after AI. Gestations were followed and each lamb was 

monitored from birth to weaning age.  

 

Molecular diagnosis of gestation 
RNA extraction, reverse transcription and real-time PCR 

Total RNAs were extracted from blood of 137 ewes with the Nucleospin® RNA Blood Kit 

(Macherey-Nagel, #Ref 740200.50) according to the manufacturer’s protocol starting with 

800µL of whole blood with a DNAseI digestion treatment to eliminate contaminating genomic 

DNA. RNAs was quantified by spectrophotometry (NanoDrop® ND-8000 spectrophotometer, 

ThermoFischer) and stored at -80°C. After quality and quantity control, 91 RNA samples (n=40 

ewes in safe mating control group and n=51 ewes in at-risk mating group) were kept for reverse 

transcription. Reverse transcription was carried out from 500 ng of total RNA in solution with 

anchored oligo(dT) T22V (1µL at 100μM), random oligo-dN9 (1µL at 100μM) and dNTPs 

(2µL at 10 mM) in a reaction volume of 54μL. This mixture was incubated at 65°C for 5 min 

in an ABI2700 thermocycler (Applied Biosystems) then ramped down to 4°C. A second 

reaction mixture (18.5μL/reaction) containing the reaction buffer (14µL of First strand Buffer 

5X, Invitrogen, France), DTT (Dithiothreitol, 3µL at 0.1M), Rnasine (0.5µL, 40 units/µL, 

Promega, France) and Superscript II reverse transcriptase (1µL, 200 units/µL, Invitrogen, 

France) was added to the denatured RNA solution (final volume reaction of 72.5μL) then 

incubated for 50 minutes at 42°C and placed for 15 minutes at 70°C. The complementary DNA 

(cDNA) solution obtained was directly diluted at 1:2 ratio and stored at -20°C. Quantitative 

PCR (qPCR) was performed using 3µL of cDNA, 5µL of SYBR Green real-time PCR Master 

Mix 2X (Applied Biosystems) and 2µL of primers at 3µM in a total reaction volume of 10µL. 

Each sample was tested in quadruplicate. qPCR was realized on a QuantStudio 6 Flex Real-

Time PCR system (ThermoFisher). For each pair of primers, amplification efficiency was 

evaluated by 𝐸 = 𝑒−1/𝛼 which α is the slope of a linear curve obtained from cDNA serial 

dilution and corresponding Ct (cycle threshold) values. RNA transcript abundance was 

quantified using the delta Ct (∆𝐶𝑡) method corrected by two reference genes (GAPDH, 

YWHAZ). Primers were design using Beacon Designer 8 (Premier Biosoft). qPCR primer 

sequences, amplification lengths and amplification efficiencies are available in Table S2.  

Statistical analyses 

The ewe gestation status (pregnant/non-pregnant) was firstly determined by the ultrasound 

diagnosis and thereafter corrected at the time of lambing. MX1 and STAT1 (Interferon 

Stimulated Genes, ISG) relative expressions between pregnant and non-pregnant ewes were 

compared using Wilcoxon non-parametric test. 

The assessment of the gestation diagnosis molecular test (GDMT) at day 15 was based on the 

ISG expression. The prediction was performed by ROC (Receiver Operating Characteristic) 

curve analysis using easyROC (Goksuluk et al., 2016). The model was first fitted using the data 

expression of the safe mating control group (training data) and thereafter transposed on at-risk 

mating data expression supposed under the influence of the SLC33A1 lethal embryonic variant 

(testing data). For training data, the area under the curve (AUC) was evaluated and compared 

to the expected value of 0.5 under the null hypothesis, the cut-off method ROC01 (which 

minimizes distance between ROC curve and point (100-Sp=0, Se=100)) was used to maximize 

Sensitivity (Se; i.e., ability of the GDMT to correctly detect pregnant ewes by ultrasonography). 

This cut-off value was used to classified the ISG relative expression in four categories: true 

positive (TP i.e., GDMT+ and pregnant), false positive (FP i.e., GDMT+ and non-pregnant), 
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true negative (TN i.e., GDMT- and pregnant) and false negative (FN i.e., GDMT- and non-

pregnant). The test estimators were generalized using the prevalence (Pr) (e.g, the probability 

to be pregnant at day 45-60, corresponding to the population mean of 60.3% in the Manech 

Tête Rousse overall population (Ben Braiek et al., 2023)). The positive predictive value (PPV) 

i.e., the number of ewes with a positive GDMT and pregnant at day 45-60 among the number 

of ewes with positive GDMT, and negative predictive value (NPV), i.e., the number of ewes 

with a negative GDMT and non-pregnant at day 45-60 among the number of ewes with negative 

GDMT, was determined by 𝑃𝑃𝑉 =
𝑆𝑒 × Pr

𝑆𝑒 × 𝑃𝑟 + (1−Sp)×(1−Pr)
 and 𝑁𝑃𝑉 =

𝑆𝑝 × (1−Pr)

𝑆𝑝 ×(1−Pr) + (1−Se)×𝑃𝑟
. 

For testing data, the cut-off value of the training model was used to classified the ewes of the 

at-risk mating group in the TP, FP, TN and FN categories (observed numbers). The model 

parameters (Se, Sp, Pr, PPV and NPV) were used to estimate the expected numbers in TP, FP, 

TN and FN categories. Chi-squared tests were performed between the observed and expected 

number of ewes with positive and negative GDMT, respectively. 

 

 

Results 

 
Identification of a single base pair duplication in SLC33A1 gene 
In order to identify the causative variant located in MTRDHH2 haplotype, we have scanned the 

genome of 100 ovine WGS focusing on the polymorphisms located in MTRDHH2 region 

extended by 1 Mb from each side (OAR1:250,858,291-257,412,373pb). In this 6.5 Mb region, 

we detected 111,984 polymorphisms (variant call rate ≥95%, quality score >30). Among the 

WGS animals, 22 were from the Manech Tête Rousse breed and 5 of them were heterozygous 

carriers of MTRDHH2. After Pearson correlation analysis between biallelic variant status 

(SNPs and InDels) and MTRDHH2 haplotype status (all encoded by 0, 1 and 2), 189 

polymorphisms had a perfect correlation with MTRDHH2 status (Fig. 2a). Nevertheless, only 

one variant (NC_040252.1, OAR1:g.252,649,023dupG; Table S3) was located in a coding 

sequence and was predicted to highly alter the Solute carrier family 33 member 1 (SLC33A1) 

gene (XM_012100950.3, c.735dupG). This variant, thereafter called SLC33A1_dupG, is a 

single base pair duplication of a guanine in the first exon of the gene (Fig. 2b, c). It is predicted 

to create a premature stop codon three amino acids after the duplication (XP_011956340.1, 

p.Arg246Alafs*3) resulting in a truncated protein of 248 amino acids compared to the 550 

amino acids full length protein (Fig. 2d). The SLC33A1 protein is composed of 9 

transmembrane domains (UniProt: A0A6P3TI15_SHEEP) while in the mutant form, only 3 

transmembrane domains can be translated. 
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Figure 2. Identification of a single base pair duplication in SLC33A1 gene. (a) Scatter plot 

of the correlation between MTRDHH2 status (NC_040252.1, OAR1:251,858,291-

256,412,373pb extended from each side by 1 Mb) and genotype of variants from 100 whole 

genome sequenced animals. Each dot represents one variant. (b) Position of the SLC33A1 gene 

within the MTRDHH2 haplotype. Black bars indicate the first and the last markers of the 

Illumina Ovine SNP50 BeadChip defining the limits of MTRDHH2 (Ben Braiek et al., 2023). 

(c) SLC33A1 gene structure (GeneID: 101112105) and localization of the c.735dupG variant 

identified in the first exon (XM_012100950.3). (UTR: untranslated region; CDS: coding 

sequence) (d) SLC33A1 protein (XP_011956340.1) with UniProt domain annotations 

(accession number: A0A6P3TI15_SHEEP) composed of 9 transmembrane domains (TM). The 

single base pair duplication creates a premature stop codon at amino-acid position 248. 

 

 

Variant association with MTRDHH2 and diversity analysis 
In order to validate the association of the putative causal variant located in SLC33A1 gene with 

MTRDHH2, we genotyped a DNA set from 714 Manech Tête Rousse lambs of the 2021 

genomic cohort with a known status at MTRDHH2 (Ben Braiek et al., 2023), and we observed 
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a variant allele frequency of 4%. The contingency table showed a strong association between 

the OAR1: g.252,649,023dupG genotype and MTDHH2 haplotype status (Table 1, Fischer’s 

exact test, P<0.0001, without the homozygous carrier individuals). All the MTRDHH2 

heterozygous carriers were also heterozygous for the SLC33A1_dupG variant. However, among 

the 56 heterozygous animals for the SLC33A1_dupG, 14 were not MTRDHH2 heterozygous 

carriers. A specific focus on the 66 SNP markers composing the MTRDHH2 haplotype showed 

shorter recombinant versions of MTRDHH2 (from 5 to 65 SNPs) possibly explaining this 

discrepancy (Fig. S1). 

 

Table 1. Contingency table between MTRDHH2 status and 

NC_040252.1:g.252,649,023dupG genotype. 

 

Genotype +/+ MTRDHH2/+ MTRDHH2/ MTRDHH2 Total 

WT/WT 658 0 0 658 

WT/dupG 14 42 0 56 

dupG/dupG 0 0 0 0 

Total 672 42 0 714 

+/+= non-carriers; MTRDHH2/+= heterozygous carriers and MTRDHH2/MTRDHH2= homozygous 

carriers (Fisher’s exact test, p<0.001, without the homozygous MTRDHH2 carriers). 

 

In order to search for the segregation of the SLC33A1_dupG variant in other sheep breeds, we 

genotyped a DNA diversity panel of French (FR) and Spanish (ES) ovine breeds composed of 

28 different breeds in total. The variant was found in the heterozygous state in 3 French MTR 

animals and one Spanish Latxa Cara Rubia animal (Table 2). 

 

 

Table 2. NC_040252.1:g.252,649,023dupG genotype distribution from a DNA diversity 

panel of French (FR) and Spanish (ES) ovine breeds. 

  Genotype   Genotype 

Breed Total WT/WT WT/dupG Breed Total WT/WT WT/dupG 

Berrichon du Cher (FR) 30 30  Martinik (FR) 23 23  

Blanche du Massif Central (FR) 31 31  Merinos d'Arles (FR) 27 27  

Causse du Lot (FR) 32 32  Mourerous (FR) 26 26  

Charmoise (FR)  31 31  Mouton Vendéen (FR) 30 30  

Charollais (FR) 30 30  Noir du Velay (FR) 28 28  

Corse (FR) 30 30  Préalpes du sud (FR) 27 27  

Ile de France (FR) 28 28  Rava (FR) 29 29  

Lacaune (Meat) (FR) 45 45  Romane (FR) 30 30  

Lacaune (Milk) (FR) 40 40  Romanov (FR) 26 26  

Latxa Cara Negra Euskadi (ES) 30 30  Rouge de l'Ouest (FR) 30 30  

Latxa Cara Negra Navarra (ES) 40 40  Roussin (FR) 30 30  

Latxa Cara Rubia (ES) 30 29 1 Suffolk (FR) 29 29  

Limousine (FR) 29 29  Tarasconnaise (FR) 33 33  

Manech Tête Rousse (FR) 28 25 3 Texel (FR) 27 27  

 Total 849 845 4 
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SLC33A1_dupG variant associated with decreased AI success and lamb 

mortality 

 

 
Figure 3. Artificial insemination success in MTR. MTR population artificial insemination 

(AI) success is based on lambing date according to the gestation length starting from the day of 

AI (151 ± 7 days) and was established using populational matings records (n=330,844; Ben 

Braiek et al., 2023). Safe and at-risk matings between SLC33A1_dupG carriers were realized in 

6 private farms (n=137 ewes) with a gestation diagnosis realized by ultrasonography between 

days 45 and 60. In these experimental groups, AI success could have been corrected by lambing 

record. P-values were obtained by Fisher’s exact test. 

 
MTR ewes (n=419) from 6 private farms where genotyped for the SLC33A1_dupG variant. 

Among them, 137 ewes were selected to constitute two mating groups, a safe mating control 

group with 73 non-carrier ewes mated through AI with non-carrier rams, and an at-risk mating 

group with 64 heterozygous ewes for SLC33A1_dupG mated through AI with heterozygous 

rams in order to generate SLC33A1_dupG homozygous lambs. Gestation was monitored by a 

blood sampling at day 15, ultrasonography between day 45 and day 60, and lambing records at 

151±7 days after AI. As shown in Fig. 3, the AI success at ultrasonography (possibly corrected 

by lambing results) was 60.3% in the safe mating group in line with the overall AI success in 

the MTR population (Ben Braiek et al., 2023). However, the AI success was reduced to 48.4% 

in the at-risk mating group of SLC33A1_dupG heterozygous carriers. This reduction of 12% is 

not statistically significant (p=0.17) but is relevant in ovine breeding. 

Among the 31 pregnant ewes in the at-risk mating group, 28 ewes had complete observation in 

farm for gestation, lambing and lamb monitoring between birth and weaning at 1 month of age. 

No abortion was observed between the time of ultrasonography (day 45-60 post-AI) and the 

parturition. The length of the gestation ranged between 147 and 154 days in line with the MTR 

population mean (151±7 days) and 49 lambs were born (Fig. 4a). The contingency table (Table 

3) between lamb genotypes and viability (alive or dead) indicated a significant lower viability 

rate for homozygous dupG/dupG lambs (Fisher’s exact test, p-value<0.001). The 

SLC33A1_dupG homozygous lambs contributed to 47% of the mortality in at-risk matings and 

the mortality occurred mainly in the first five days after lambing (Fig. 4b). A stillborn lamb 

(Fig. 4c) has been expelled with the placenta at full term of gestation, and it showed 

developmental arrest characteristic of a mid-gestation stage. Another stillborn lamb (same 

phenotype as Fig. 4c) was obtained but no ear punch was done to genotype the animal 

(undermined genotype). Most of homozygous animals died between 1 and 5 days with no 

apparent morphological defects (Fig. 4d). Only one homozygous lamb died in the 5-30 days 
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period and showed leg weakness and stiffness, and also spine deformity leading to locomotor 

problem (Fig. 4e). 

Table 3. Contingency table between lamb NC_040252.1:g.252,649,023dupG genotypes 

and viability. 

 

Viability WT/WT WT/dupG dupG/dupG -/- Total 

Alive 5 25 1 0 31 

Dead 4 5 8 1 18 

Total 9 30 9 1 49 

-/-: undermined genotype due to absence of biological samples for a stillborn lamb. This animal 

is not taking into account for mortality rate calculation. 

 

 
Figure 4. Lambing record from at-risk matings. (a) Distribution of the 49 lambs obtained 

from 28 pregnant ewes according to the SLC33A1_dupG genotype (one stillborn lamb not 

genotyped). (b) Time distribution of 17 dead lambs in the pre-weaning period with bar charts 

depending on SLC33A1_dupG genotype. (c) Stillborn lamb. (d) Dead lamb in the first 5 days 

post-lambing (1.750kg). (e) Alive lamb after 5 days post-lambing (dead before weaning) with 

morphologic and locomotor defects.  
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Molecular diagnosis of gestation at day 15 to assess for fetal losses  

The decreased AI success in at-risk mating between SLC33A1_dupG heterozygous carriers 

suggested possible losses of homozygous embryos during the gestation period between AI and 

the ultrasound diagnosis at day 45-60. We then applied a gestation diagnosis molecular test 

(GDMT) based on blood mRNA expression levels of two interferon stimulated genes, MX1 and 

STAT1, at day 15 as described by Mauffré et al. (Mauffré et al., 2016). RNA blood samples 

from 91 ewes (n=40 in safe mating group, n=51 in at-risk mating group) were analyzed by RT-

qPCR (Fig. 1). The assessment of the GDMT at day 15 to predict the gestation status (pregnant 

/non-pregnant) at day 45-60 was performed on the safe mating control group. As shown in Fig. 

5a and as expected, the MX1 relative expression in non-pregnant ewes (67.7%) was 

significantly increased in pregnant ewes (84.3%, p-value=0.043, Wilcoxon test). The same 

suggestive observation could be made for STAT1 expression, even if the difference was not 

significant (p-value=0.076, Wilcoxon test). Thus, only MX1 relative expression was retained 

for GDMT and reliability of the diagnostic was tested using ROC curve on data from the safe 

mating group as training data. ROC plot showed an AUC of 0.687, differing significantly from 

0.5 (p-value=0.033), a cut-off value (i.e., decision threshold) set at 63% and characterized by a 

sensitivity of 75% and a specificity of 60% (Table 4, Fig. 5c and d). The prevalence (Pr) of AI 

success was set at 60.3% (MTR population mean) and helped us to calculate the positive 

predictive value (PPV = 74%) and the negative predictive value (NPV = 61%). The cut-off 

value was used to classify ewes in four classes (TP, FP, TN and FN) according to GDMT (+ or 

-) and ultrasound diagnostic at day 45-60 (Fig. 5e). Positive GDMT enabled to detect 65% 

(TP/(TP+FP)) of pregnant ewes in the safe mating control group. In contrast, no significant 

difference was observed for MX1 expression between pregnant and non-pregnant ewes of the 

at-risk mating group (p-value=0.27, Wilcoxon test, Fig. 5f). Thus, the molecular diagnostic 

parameters (cut-off=63%, Pr=60.3%, PPV= 74% and NPV= 61%) were transposed into the 

MX1 expression data from at-risk mating group. In this group, the comparison of the observed 

and expected number of ewes with a positive GDMT (MX1 relative expression >63%) has 

evidenced a trend to reduce the number of pregnant ewes (Chi-squared test, p=0.055) i.e. 16 

pregnant ewes were expected with a positive GDMT while only 12 pregnant ewes were 

observed. No significant difference was pointed out between observed and expected number of 

pregnant ewes with a negative GDMT (Chi-squared test, p=0.44). Thus, the molecular 

diagnosis likely evidenced fetal losses in the at-risk mating group between 15 days and 60 days 

of gestation, with four ewes supposed to host homozygous fetuses for the SLC33A1_dupG 

variant.  

 

Table 4. ROC curve analysis parameter for the gestation molecular diagnosis test based 

on MX1 mRNA level expression. 

Gene AUC ± se p-value Se (%) Sp (%) 
Cut-Off 

(%)1 
Pr (%) PPV (%)2 NPV (%)2 

MX1 0.687 ± 0.088 0.033 75 60 63 60.3 74 61 
1ROC01 method (minimizes distance between ROC curve and point (100-Sp=0, Se=100)) was 

used for optimal cut-off. 
2PPV and NPV were calculated as described in Material and Methods section taking account Se, Sp, Pr. 
MX1 = Myxovirus (influenza virus) resistance 1; AUC = Area under the curve; se = standard 

error; Se = Sensitivity; Sp = Specificity; Pr = Prevalence e.g., artificial insemination success in 

Manech Tête Rousse dairy sheep; PPV = Positive predictive value; NPV= Negative predictive 

value. 
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Figure 5. Gestation diagnosis molecular test (GDMT). Relative expression at 15 days post-

IA of MX1 (a) and STAT1 (b) mRNA in pregnant and non-pregnant ewes assessed by 

ultrasonography in safe matings as control group. (c) ROC curve based on sensitivity (Se) and 

specificity (Sp) of GDMT using MX1 relative expression in the control group. (d) 

Determination of MX1 relative expression cut-off value (63%) associated with Se=75% and 

Sp= 60% in the control group using the ROC01 method. (e) Distribution of pregnant and non-

pregnant ewes according to GDMT based on MX1 relative expression in the control group (TP, 

true positive; FP, false positive; TN, true negative; FN, false negative). (f) MX1 relative 

expression between pregnant and non-pregnant ewes in at-risk matings. (g) Distribution of 

observed and expected pregnant and non-pregnant ewes according to GDMT based on MX1 

relative expression with a cut-off value of 63% in at-risk matings. The expected numbers were 

calculated based on prevalence (Pr = 60.3%), positive predictive value (PPV = 74%) and 

negative predictive value (NPV = 61%). Differences between observed and expected numbers 

from GDMT (+ and -) were assessed by a Chi-squared test.
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Discussion 
We recently reported the segregation of five MTRDHH haplotypes with deficit in 

homozygous animals in MTR dairy sheep followed by the identification of a recessive lethal 

variant in the MMUT gene carried by the MTRDHH1 haplotype increasing stillbirth rate (Ben 

Braiek et al., 2023). In the present study, we focused on MTRDHH2, the second most 

significant haplotype, having a negative impact on both AI success (-3.0%) and stillbirth rate 

(+4.3%), suggesting that MTRDHH2 could also host a recessive lethal variant. Using WGS 

data, we fine-mapped a single base pair duplication (NC_040252.1:g.252,649,023dupG) in the 

SLC33A1 gene previously highlighted as the only positional and functional candidate gene for 

MTRDHH2 (Ben Braiek et al., 2023). 

SLC33A1 (also known as AT-1, acetyl-CoA transporter 1) is an essential protein involved 

in metabolism for transporting acetyl-CoA through the endoplasmic reticulum (ER) membrane 

(Jonas et al., 2010). It plays a role in N-lysine acetylation of ER proteins and regulates the 

degradation of protein aggregates by autophagy. When SLC33A1 is not functional, protein 

aggregates accumulate in the ER lumen resulting in autophagic cell death (Peng et al., 2014). 

Based on the sheep gene atlas (http://biogps.org/sheepatlas/; accessed 18 July 2022), SLC33A1 

appeared to be ubiquitously expressed (Clark et al., 2017). In the present study, the 

SLC33A1_dupG variant could result in a premature stop codon leading to a truncated protein 

of 248 amino acids (XP_011956340.1:p.Arg246Alafs*3) compared to the full-length protein 

encompassing 550 amino acids. Consequently, only three out of nine transmembrane domains 

would be translated into the mutant form of ovine SLC33A1, resembling a natural knock-out 

in sheep. Interestingly, SLC33A1 is known to be embryonic lethal and decreases survival rate 

in knock-out mouse (MGI:1332247, http://www.informatics.jax.org). Knockdown of SLC33A1 

in zebrafish was also reported to cause defective axon outgrowth affecting BMP signaling (Liu 

et al., 2017). Additionally, point variants in this gene were associated with congenital cataracts, 

hearing loss, and neurodegeneration ((Huppke et al., 2012), OMIM 614482, https://omim.org), 

and also autosomal dominant spastic paraplegia (Lin et al., 2008; Liu et al., 2017; Mao et al., 

2015); OMIM 612539) in human. These observations fit well with the decreased AI success in 

crosses between SLC33A1_dupG heterozygous carriers, the increased mortality of homozygous 

dupG/dupG newborn lambs, and the observation of a dupG/dupG lamb with locomotor problem 

resembling spastic paraplegia. Several variants in SLC33A1 were also associated with low 

serum copper and ceruloplasmin in human (Huppke et al., 2012), however biochemical analyses 

were not performed in our study.  

The generation and birth of SLC33A1 dupG/dupG homozygous lambs allowed us to confirm 

the increased stillbirth rate firstly observed for MTRDHH2 and thus the recessive lethal 

characteristic of this variant, heterozygous being not significantly affected. By oriented mating 

we also observed a 12% reduction of AI success that could be associated with embryonic losses 

in at-risk mating compared to safe mating. In order to explore this hypothesis, we tested a 

molecular diagnosis of gestation 15 days after IA (the time of embryo implantation) to be 

compared to the classic ultrasound test done between 45 days and 60 days post-IA. This 

molecular test, based on expression in blood cells of the MX1 gene, a well-known interferon-

tau stimulated gene (Mauffré et al., 2016), predicted 16 pregnant ewes while only 12 were really 

pregnant. This led us to think that for 4 heterozygous ewes, fetal losses had occurred between 

15 days and 60 days of gestation due to lethality of dupG/dupG homozygous fetuses. The role 

of SLC33A1 in regulating acetyl-CoA metabolism could largely explain embryogenesis defect. 

Indeed, acetyl-CoA may play a major role in the regulation of cell growth, proliferation and 

apoptosis, suggesting that metabolic deficiency in acetyl-CoA is responsible for embryo failure 

(Tsuchiya et al., 2014). 

Other methods of early pregnancy detection are available such as early transrectal 

ultrasonography (Rickard et al., 2017) or circulating biomarker dosages as progesterone, 
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protein B (PSP-B) or pregnancy associated glycoproteins (PAGs) (Karen et al., 2003). 

However, these approaches are only really effective from the 28th day of gestation after the 

expected time of return to estrous (Mauffré et al., 2016). Even if the GDMT helped us to 

highlight early fetal losses and offer good opportunities to predict the gestation status at day 15, 

its application in farm is still limited today. Indeed, only 66% of the RNA samples of this study 

were exploitable. This issue was mainly due to RNA degradation with limited storage control 

of the blood sample when collected in farms. The samples should be frozen directly within 

adequate buffer inactivating RNAse. Focusing on the diagnosis method, the AUC of a ROC 

curve is a good estimator for assessing the power of a diagnosis test (Janssens and Martens, 

2020). In the present case, we get an AUC of 0.687 which is considered as acceptable (Swets, 

1988). The cut-off value of 63% for the MX1 relative expression was determined by the ROC01 

method instead of the Youden index generally used in ROC analysis (Perkins and Schisterman, 

2006). Indeed, the Youden index gives an equal weight to sensitivity and specificity, while the 

optimal cut-off point of the ROC01 method favors the sensitivity in order to identify ewes with 

a positive GDMT and pregnant at days 45-60. Initially, the GDMT was based on the expression 

of two ISG, MX1 and STAT1, but only MX1 mRNA relative expression was different between 

pregnant and non-pregnant ewes in the control group. As indicated earlier, IFNT is mainly 

produced by the conceptus in a period between 14 to 17 days after AI and blood samples were 

collected at day 15 as proposed in (Mauffré et al., 2016). However, STAT1 showed a higher 

mRNA expression at days 16-17 (Spencer et al., 2008) and the overexpression of MX1 mRNA 

could be maintained until day 21 in peripheral blood mononuclear cells (Yankey et al., 2001). 

Thus, day 17 should be preferable to collect blood samples for further analysis. 

Various variants are known in the superfamily of SLC genes accounting more than 400 

members. About a hundred of SLC genes are associated with mendelian disorders in human 

mainly neurometabolic diseases under an autosomal recessive mode of inheritance (Schaller 

and Lauschke, 2019). Also in domestic animals, numerous causative variants in genes of the 

SLC family were evidenced, the vast majority being in dog and cattle (see omia.org). For 

example, and by using the reverse genetic screen approach in cattle, a missense variant in 

SLC35A3 gene was evidenced as responsible for CVM, the complex vertebral malformation 

syndrome (rs438228855; (Thomsen et al., 2006; VanRaden et al., 2011)). CVM was previously 

identified with alive homozygous calves but a huge proportion of homozygous animals died 

during gestation. The homozygote deficient haplotype MH2 in Montbéliarde cattle was 

associated with decreased calving rate likely caused by a nonsense variant in SLC37A2 (p.R12*, 

(Fritz et al., 2013)). The same SLC37A2 gene is likely to harbor causal variants for 

craniomandibular osteopathy in dog (Hytönen et al., 2016; Letko et al., 2020). In a rather 

original way, alterations of the SLC45A2 gene affected coat color in species as varied as horse 

(Mariat et al., 2003), chicken and quail (Gunnarsson et al., 2007), medaka (Fukamachi et al., 

2008), tiger (Xu et al., 2013), gorilla (Prado-Martinez et al., 2013), dog (Winkler et al., 2014) 

and cattle (Rothammer et al., 2017). In sheep, only one variant was reported as a 1bp deletion 

in SLC13A1 to cause chondrodysplasia (Zhao et al., 2012). As in human, genetic screen based 

on WGS data should allow to identify loss-of-function variants located in SLC family genes in 

livestock (Charlier et al., 2016). The exploration of Ensembl variation database for sheep (a 

dataset composed of 453 animals from 38 breeds all over the world, 

https://www.sheephapmap.org/) revealed three different deleterious variants located in the 

coding sequence of SLC33A1, one nonsense SNV segregating in Composite and D’Man breeds 

(rs1093927723: p.Trp546*), and two missense SNV with a null SIFT score segregating in 

Norduz breed (rs1089904504: p.Asp172Tyr; rs1093173882: p.Tyr380Cys). These variants 

would likely result in loss-of-function of SLC33A1, and further studies would be of interest to 

assess for an impact on stillbirth rate in these breeds as observed for the SLC33A1_dupG we 

evidenced in MTR dairy sheep. 
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Conclusion 
Reverse genetic strategy is really effective in identifying embryonic lethal variant but also 

hidden genetic diseases such as those affecting metabolism which can be easily confused with 

normal lambing death due to environmental causes. The present study identified a single base 

pair duplication in SLC33A1 gene linked to the homozygous deficient haplotype MTRDHH2 

previously identified in MTR dairy sheep. SLC33A1 encodes for a transporter of acetyl-CoA, 

essential for cellular metabolism. This could explain the impact of the mutation at different 

moments of lamb development from fetal to perinatal stages. Anyway, with a proven role on 

AI success and lamb mortality, an appropriate management of SLC33A1_dupG variant in the 

MTR dairy sheep selection scheme should improve the overall fertility and lamb survival. 
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Table S3. List of variants located in MTRDHH2 extended by 1 Mb from each side with 

perfect correlation with MTRDHH2 status. 

 

Position Ref/Alt quality 

score 

Location Annotation Impact prediction,  

Functional 

Consequence 

251986773 AG/A 844.5 intronic, LOC114109706, 

KCNAB1 

 

252145590 C/T 937.55 intronic, KCNAB1 
 

252224500 T/A 512.26 intronic, KCNAB1 
 

252339893 G/A 895.52 Intergenic 
 

252359862 AG/A 1018.83 Intergenic 
 

252371225 TG/T 903.55 Intergenic 
 

252394185 C/T 841.11 Intergenic 
 

252535183 G/A 1020.15 Intergenic 
 

252649023 dupG 492.62 Exonic, SLC33A1 (c.735dupG) High, single base 

pair duplication 

(frameshift) 

(p.Arg246fs) 

252666223 A/G 741.98 Intronic, SLC33A1 
 

252780758 C/T 873.31 Intronic, PLCH1 
 

252870096 C/T 986.41 Intronic, PLCH1 
 

252916791 T/G 1269.81 Intronic, PLCH1 
 

252932261 G/A 889.79 Intronic, PLCH1 
 

253023490 A/G 706.08 Intergenic 
 

253152130 G/C 914.67 Intergenic 
 

253171663 G/GC 663.97 Intergenic 
 

253249851 C/T 928.86 Intergenic 
 

253328216 G/A 1031.66 Intronic, MME 
 

253523817 A/AT 737.7 Intergenic 
 

253623685 C/A 568.47 Intergenic 
 

253954730 C/T 1005.62 Intergenic 
 

254136111 G/C 793.98 Intergenic 
 

254454799 C/G 694.24 Intronic, ARHGEF26 
 

254562583 C/CG 625.31 Intronic, ARHGEF26 
 

254608121 G/T 1207.14 Intergenic 
 

254641567 G/A 885.8 Intergenic 
 

254660722 G/T 788.47 Intergenic 
 

254714255 G/T 849.41 Intergenic 
 

254811992 C/T 1019.52 Intergenic 
 

254843691 C/A 1368.63 Intergenic 
 

254990600 T/A 316.16 Intergenic 
 

255045557 A/C 805.8 Intergenic 
 

255244108 G/A 1036.98 Intergenic 
 

255267011 G/A 563.02 Intergenic 
 

255273842 G/A 767.08 Intergenic 
 

255274025 C/A 826.64 Intergenic 
 

255274893 T/G 977.58 Intergenic 
 

255276345 G/A 1146.74 Intergenic 
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255277890 C/T 709.91 Intergenic 
 

255278315 A/G 971.62 Intergenic 
 

255279387 TG/T 796.08 Intergenic 
 

255279578 A/G 1010.91 Intergenic 
 

255281448 G/A 1117.71 Intergenic 
 

255289447 G/A 860.72 Intergenic 
 

255290723 T/C 873.14 Intergenic 
 

255291778 A/G 1191.43 Intergenic 
 

255292025 A/G 864.76 Intergenic 
 

255303312 T/C 1004.49 Intergenic 
 

255380418 A/G 502.3 Intergenic 
 

255486316 G/A 355.22 Intergenic 
 

255501900 A/G 770.81 Intergenic 
 

255501928 C/G 758.16 Intergenic 
 

255517085 G/A 971.39 Intergenic 
 

255559980 C/T 889.74 Intergenic 
 

255648413 C/T 914.6 Intergenic 
 

255649190 A/G 1108.66 Intergenic 
 

255649208 C/A 1026.97 Intergenic 
 

255649895 C/T 1097.46 Intergenic 
 

255650084 C/T 994.22 Intergenic 
 

255650637 C/A 947.1 Intergenic 
 

255650736 G/A 1042.9 Intergenic 
 

255651058 C/A 1109.74 Intergenic 
 

255651820 G/T 1000.01 Intergenic 
 

255651983 T/A 757.47 Intergenic 
 

255652382 T/G 732.98 Intergenic 
 

255652785 C/T 1284.14 Intergenic 
 

255654050 T/C 1091.05 Intergenic 
 

255654283 G/T 1004.03 Intergenic 
 

255655935 C/T 981.43 Intergenic 
 

255655960 G/C 746.61 Intergenic 
 

255656034 G/A 773.74 Intergenic 
 

255656913 A/C 1010.63 Intergenic 
 

255657037 C/A 1093.98 Intergenic 
 

255657602 CTA/C 1236.48 Intergenic 
 

255657673 T/C 872.88 Intergenic 
 

255658018 G/A 944.03 Intergenic 
 

255658626 A/G 1148.34 Intergenic 
 

255659501 T/G 603.63 Intergenic 
 

255660246 C/T 1213.23 Intergenic 
 

255660247 A/G 1213.26 Intergenic 
 

255660523 A/G 970.32 Intergenic 
 

255660735 C/T 1032.79 Intergenic 
 

255660825 A/G 1275.1 Intergenic 
 

255661059 T/C 939.97 Intergenic 
 

255661119 T/G 1058.82 Intergenic 
 

255661183 A/G 1098.68 Intergenic 
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255661215 G/C 1149.61 Intergenic 
 

255661350 A/AG 872.08 Intergenic 
 

255661387 A/G 776.74 Intergenic 
 

255661508 T/C 791.75 Intergenic 
 

255661663 G/A 745.48 Intergenic 
 

255661669 A/G 742.5 Intergenic 
 

255661700 G/A 741.92 Intergenic 
 

255661789 G/A 1105.62 Intergenic 
 

255661830 A/G 1315.49 Intergenic 
 

255661837 T/C 1201.79 Intergenic 
 

255661866 T/C 959.61 Intergenic 
 

255661916 C/T 746.19 Intergenic 
 

255662102 GGATTGC

TACAATC/

G 

1006.86 Intergenic 
 

255662260 G/A 1108.66 Intergenic 
 

255662325 T/C 906.57 Intergenic 
 

255662513 TAC/T 809.16 Intergenic 
 

255662987 G/A 977.53 Intergenic 
 

255663287 A/C 1021.77 Intergenic 
 

255663295 C/T 1031.66 Intergenic 
 

255663376 C/T 1080.46 Intergenic 
 

255663498 C/A 941.52 Intergenic 
 

255663553 C/T 1089.18 Intergenic 
 

255663618 G/T 1153.79 Intergenic 
 

255663709 C/G 1374.97 Intergenic 
 

255663768 T/C 871.75 Intergenic 
 

255664021 C/G 788.96 Intergenic 
 

255664041 A/G 924.15 Intergenic 
 

255664045 A/G 923.8 Intergenic 
 

255664158 T/TG 880.8 Intergenic 
 

255664645 C/T 505.5 Intergenic 
 

255664677 T/C 620.41 Intergenic 
 

255664733 C/G 640.1 Intergenic 
 

255664849 G/A 771.16 Intergenic 
 

255664877 C/T 889.07 Intergenic 
 

255664998 T/C 908.78 Intergenic 
 

255665014 C/T 996.79 Intergenic 
 

255665199 A/G 1045.93 Intergenic 
 

255665537 C/T 1022.44 Intergenic 
 

255665753 G/T 1570.61 Intergenic 
 

255665771 C/T 1580.55 Intergenic 
 

255665797 A/T 1047.72 Intergenic 
 

255665846 G/T 1061.42 Intergenic 
 

255666039 C/G 1188.79 Intergenic 
 

255666209 T/A 937.87 Intergenic 
 

255666388 A/G 774.94 Intergenic 
 

255666417 C/A 873.59 Intergenic 
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255666483 T/G 553.45 Intergenic 
 

255666579 T/G 996.96 Intergenic 
 

255666773 C/T 892.27 Intergenic 
 

255666828 A/G 627.67 Intergenic 
 

255666895 C/A 1147.62 Intergenic 
 

255666919 C/T 1026.75 Intergenic 
 

255666962 C/G 776.72 Intergenic 
 

255667506 A/C 1349.29 Intergenic 
 

255667516 G/A 1241 Intergenic 
 

255667609 T/C 984.62 Intergenic 
 

255667671 A/G 1489.2 Intergenic 
 

255667683 C/T 1394.96 Intergenic 
 

255667728 TC/T 675.22 Intergenic 
 

255668500 C/A 732.49 Intergenic 
 

255669488 G/T 1186.35 Intergenic 
 

255671765 A/G 581.78 Intergenic 
 

255672974 C/T 990.66 Intergenic 
 

255674723 G/T 569.21 Intergenic 
 

255676215 C/A 707.01 Intergenic 
 

255677716 G/A 699.73 Intergenic 
 

255682308 C/T 1380.7 Intergenic 
 

255682715 C/T 1069.48 Intergenic 
 

255724888 A/AG 764.22 Intergenic 
 

255735791 C/A 956.95 Intergenic 
 

255773831 A/G 607.09 Intergenic 
 

255790802 A/T 622.32 Intergenic 
 

255833231 A/T 526.77 Intergenic 
 

255838634 C/T 992.87 Intergenic 
 

255842991 A/G 588.13 Intergenic 
 

255843113 G/T 934.77 Intergenic 
 

255849460 ATCTT/A 1059.1 Intergenic 
 

255849517 A/C 1182.63 Intergenic 
 

255849526 G/A 1257.7 Intergenic 
 

255849927 A/G 996.45 Intergenic 
 

255849944 A/G 883.22 Intergenic 
 

255849967 G/A 1041.6 Intergenic 
 

255850242 A/G 690.14 Intergenic 
 

255850863 G/T 992.34 Intergenic 
 

255861296 C/T 999.92 Intergenic 
 

255867068 A/AT 698.86 Intergenic 
 

255905551 C/G 949.33 Intergenic 
 

255908866 G/A 957.2 Intergenic 
 

255956889 A/T 1037.84 intergenic 
 

256536066 A/AC 1025.7 intronic, MBNL1 
 

256561382 GTTC/G 1088.43 intronic, MBNL1 
 

256581070 G/GA 653.79 intronic, MBNL1 
 

256611589 C/G 790.78 intronic, MBNL1 
 

256620750 G/A 681.68 intronic, MBNL1 
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256656528 A/AGT 817.74 Intergenic 
 

256694804 T/C 630.05 Intergenic 
 

256723100 C/T 613.51 Intergenic 
 

256765697 C/T 777.35 Intergenic 
 

256904420 T/TTA 1011.39 Intergenic 
 

257080648 T/C 802.51 Intergenic 
 

257111381 G/A 1022.06 Intergenic, upstream of SUCNR1 
 

257158836 G/A 445.97 intronic, LOC114112796 
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In the frame of H2020 project SMARTER no. 772787 and HOMLET (APIS-GENE, Région Occitanie) 

project 

In livestock population under selection, the small effective size and inbreeding can cause the 

emergence of recessive deleterious mutations. When homozygous, these mutations may be 

responsible for embryo or neonate lethality, or genetic defects, affecting female fertility and 

animal welfare. To detect such mutations, a reverse genetic screen was applied on phased 50k 

SNP genotypes and pedigree data to identify Homozygous Haplotype Deficiency (HHD) in 

Lacaune (LAC, n=19,102) and Manech Tête Rousse (MTR, n=4,900) dairy populations. We 

detected 10 significant HHD, 5 presenting a complete deficit of homozygous animals (3 in 

LAC, 2 in MTR), and 5, a partial deficit of 79 to 96% compared to the expected (4 in LAC, 1 

in MTR). These haplotypes spanned regions from 1.2 to 3.0 Mb with a frequency of 

heterozygous carriers between 4.4 to 17.4%. Then, we defined risky mating as mating between 

heterozygous rams at a HHD and females coming from heterozygous rams at the same HHD. 

Using logistic binary models, we tested the effect of risky mating for each HHD on two fertility 

traits: conception at AI and stillbirth rates. HHD in complete deficit were mainly associated 

with a decrease in conception rate in LAC breed and an increase of stillbirth rate in MTR breed. 

Only 2 HHD in partial deficit in the LAC breed were associated with an increase of stillbirth 

rate. Finally, we tested a putative selective advantage of heterozygous rams at the 10 HHD. The 

daughter yield deviation of 4 main traits (milk, fat and protein yields, somatic cell score) 

selected in dairy sheep in France were tested by variance analyses comparing carrier and non-

carrier rams. Among the 10 HHD, 4 detected in LAC breed had significant positive impact on 

at least one of the selected traits. Thereafter, using available and newly generated sequence data 

of HHD carriers and non-carriers, we will try to identify putative causal mutations. The further 

management of these mutations in the LAC and MTR selection schemes will allow to improve 

the overall fertility and lamb viability. 
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1. Functional annotation of the reference Rambouillet sheep genome 
 
Kimberly M. Davenport1, Alisha T. Massa2, Michelle R. Mousel3,4, Maria K. Herndon2, Stephen N. 
White2,3,5, Mazdak Salavati6, Emily Clark6, Alan Archibald6, Suraj Bhattarai7, Stephanie D. McKay7, Kim 
C. Worley8, Brian Dalrymple9, James Kijas10, Alex Caulton11, Shannon Clarke11, Rudiger Brauning11, 
Tracy Hadfield12, Noelle E. Cockett12, Timothy P.L. Smith13, and Brenda M. Murdoch1,5 on behalf of The 
Ovine FAANG Project Consortium 
 
1Department of Animal, Veterinary, and Food Science, University of Idaho; 2Department of Veterinary 
Microbiology and Pathology, Washington State University; 3USDA, ARS, Animal Disease Research 
Unit; 4Paul G. Allen School for Global Animal Health, Washington State University; 5Center for 
Reproductive Biology, Washington State University; 6The Roslin Institute and Royal (Dick) School of 
Veterinary Studies, University of Edinburgh; 7University of Vermont; 8Baylor College of Medicine-
Human Genome Sequencing Center; 9University of Western Australia; 10CSIRO Agricultural Flagship; 
11AgResearch;  12Utah State University; 13USDA, ARS, U.S. Meat Animal Research Center (USMARC) 
 
Annotation of regulatory elements is a significant contributor to the investigation of complex phenotypic 
traits related to health and production in sheep. The Ovine Functional Annotation of Animal Genomes 
(FAANG) project, part of the broader livestock species FAANG initiative, aims to identify and 
characterize gene regulatory elements in domestic sheep. Our previous pilot study in sheep examined 
the relationship between histone modification ChIP-seq and DNA methylation in tissues from three 
different developmental lineages. The Ovine FAANG Project incorporated all core FAANG assays 
across a comprehensive set of tissues from the reference Rambouillet ewe Benz 2616. ChIP-seq 
analyses were performed on four histone modifications that are known as promoter (H3K4me3), active 
enhancer (H3K27ac), poised enhancer (H3K4me1), or repressed enhancer (H3K27me3) gene 
regulatory elements. ATAC-seq was performed on most of the same tissues to annotate regions of 
open chromatin. Sequences from ChIP-seq and ATAC-seq were mapped to the ARS-UI_Ramb_v2.0 
genome for functional analyses. PCA clustering of ChIP-seq and ATAC-seq signals revealed separation 
by tissue type. Within a tissue type, active and poised histone modifications had a greater Spearman 
correlation with each other compared with the repressive mark, suggesting that active regulatory 
elements are similar within tissue types. Fourteen chromatin states including promoters, active 
enhancers, poised enhancers, repressed enhancers, and accessible chromatin were defined in each 

 Andrew Tritt -  Computational Research Division, Lawrence Berkeley National Laboratory, Berkeley, 
California 94720 

The Alpine goat Capra aegagrus hircus is parasitized by the barber pole worm (Haemonchus contortus). 
This relationship results in changes that affect the gene expression of the host, the pest, and the 
microbiome of both. Hematological parameters indicating genes that are expressed and the percent 
Composition of abundant and diverse microbial flora are reflective of infestation. We explored the 
similarity between blood samples of non-infected, infected, infected zoledronic acid-treated, and infected 
antibody (anti-γσ Т cells) treated wethers under controlled conditions. We identified responses to barber 
pole worms using blood-based analysis of transcripts and the microbiome. Seven days post-inoculation 
(dpi) we identified 7,627 genes associated with different treatment types. Across all treatments we 
identified fewer raw read counts and a reduced diversity in microbial flora on 7 dpi than in 21 dpi wethers. 
We also identified that there were differences in percent Composition of microbial flora known to be 
associated with inflammation. This study identifies treatment specific genes, and an increase in 
microflora abundance and diversity as wethers age post infestation. 
Further, Firmicutes/Bacteriodetes (F/B) ratio reflect metabolic health, based on depression or elevation 
above thresholds defined by the baseline of non-infected hosts depending on the type of intrusion 
exhibited by the pest. 

 

 

13. A recessive stop-gain mutation in CCDC65 is associated with lamb mortality 
in French Lacaune dairy sheep 
 
Maxime Ben Braiek1, Carole Moreno-Romieux1, Charlotte Allain2, Philippe Bardou3, Arnaud Bordes1, 
Frédéric Debat1, Florence Plisson-Petit1, David Portes2, Julien Sarry1, Némuel Tadi1, Florent Woloszyn1 
and Stéphane Fabre1 
 

1GenPhySE, Université de Toulouse, INRAE, ENVT, 31326 Castanet‑Tolosan, France 
2UE Domaine de La Fage, INRAE, 12250 Saint Jean et Saint Paul, France 
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In a previous work using 50k SNP data from Lacaune dairy sheep genotypes, we have identified 11 
haplotypes with homozygous deficiency (LDHH) supposed to host recessive lethal mutations. Among 
them, LDHH6 located on OAR3 was the most frequent haplotype (12.1% of heterozygous carriers) and 
it was associated with an increase in the stillbirth rate. 
In the present study, we have analyzed the whole-genome sequences of two Lacaune rams 
heterozygous carriers of LDHH6, and we have compared them to the sequences of 23 non-carriers 
Lacaune rams and 68 other animals from 14 different sheep breeds. After variant filtering, we have 
identified a SNP in the two LDHH6 carriers whose variant allele induced a premature stop-gain mutation 
in the Coiled-Coil Domain Containing 65 (CCDC65) gene. CCDC65 is involved in the assembly of the 
nexin-dynein complex for the formation of microtubules in ciliated cells and mutations in CCDC65 are 
associated with “Ciliary dyskinesia, primary 27” causing respiratory distress in human. 
In order to identify the affected phenotype in sheep, we generated 17 at-risk matings between carrier 
rams and carrier ewes genotyped for the candidate mutation in CCDC65. A total of 16 lambs were born 
alive, and among them, five were identified as homozygous carriers and died between the age of one 
week and one month, all suffering from respiratory problems as tachypnea. At the autopsy, we 
particularly observed a broad hepatization of lungs involving infectious pneumonia.  
Management of this causal mutation in the Lacaune dairy sheep selection scheme through reasoned 
mating of carrier rams and ewes could improve overall lamb viability by 2%.   

14. Genome-wide association studies for meat quality traits in New Zealand 
sheep imputed to whole-genome sequence 

A. Hess1, L. Brito2, M. Lee3, W. Bain1, N. Pickering, S. Newman1, R. Brauning1, M. Hess1, J. McEwan1, 
S. Clarke1 
 

1. AgResearch, New Zealand 2. Purdue University, USA 3. University of Otago, New 
Zealand 

 
Genotyping for DNA-based parentage and genomic selection is routine in the New Zealand sheep 
industry. To-date, ~23,000 New Zealand sheep have been genotyped with the OvineHD BeadChip array 
(600K SNPs). Imputation to whole-genome sequence (WGS) has the potential to identify causative 
mutations associated with traits of economic importance to the New Zealand sheep industry. The sheep 
population in New Zealand is very diverse, with over 50 purebred or composite breeds observed in the 
Sheep Improvement Limited database, and frequent crossbreeding. The goal of this study was to utilize 
whole-genome sequence data to impute individuals with HD genotypes to WGS using Beagle 5.1. 
Individuals with WGS data from Run2 of the International Sheep Genomics Consortium (ISGC), 
including 213 individuals from New Zealand, were used as a reference to impute individuals with HD 
genotypes to WGS. Overall imputation accuracy was high (average individual accuracy 0.97) and was 
consistently high among all major breeds with high density genotype data, showing the ability to utilize 
the individuals with WGS sequence data from the ISGC to impute the diverse New Zealand sheep 
population. Genotypes imputed to WGS were used in genome-wide association studies on meat quality 
traits, which identified QTL with strong candidate genes. Very few of the top SNPs were in the intragenic 
regions of candidate genes. Currently, we are undergoing work to perform targeted long-read 
sequencing of these regions with the aim of identifying putative causative variants for these QTL. This 
information can be used to improve the design of the available genotyping arrays. 
 
 

15. Genome-wide association study of reproductive efficiency in Florida dairy 
goats 
  
C. Ziadi1 , N. Laseca1 , M. Sánchez2 , M. Ramón3 , S. Demyda-Peyrás4 , E. Muñoz5 , MD. López6 , A. 
Molina1 
 

1Departamento de Genética, Universidad de Córdoba, Campus de Rabanales, Ctra, Madrid–Cadiz, km 
396, 14071 Córdoba, Spain. 2Departamento de Producción Animal, Universidad de Córdoba, Córdoba, 
Spain. 3Centro Regional de Selección y Reproducción Animal (CERSYRA-IRIAF), Valdepeñas, Ciudad 
Real, Spain. 4 Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de la Plata, La Plata, Argentina. 
5Departamento de Patología Animal, Producción Animal, Bromatología y Tecnología de los Alimentos, 
Universidad de Las Palmas de Gran Canaria, Campus Universitario Cardones de Arucas, Arucas, 
Spain. 6Edificio de Producción Animal, ACRIFLOR, Campus de Rabanales, Córdoba, Spain.  
 
Reproductive efficiency is a key factor to ensure farm profitability in dairy goats. Although goat genome 
annotation has not been completed, genome-wide association (GWAS) analyses have been performed 
for several economically important traits, except for fertility. In this study we aimed to identify genomic 
regions associated with reproductive efficiency (RE), defined as the deviation between optimal and real 
parity number at age of each doe in Florida goats. RE values were estimated as phenotype and 
deregressed pseudophenotypes (breeding values) in 611 animals. Genomic data was obtained using 
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Abstract  

With the objective to identify deleterious recessive mutations, we have scanned the genome of 

5,271 French Manech Tête Rousse (MTR) dairy sheep using 50k SNP phased genotypes and 

pedigree data. Five deficient homozygous haplotypes, named MTRDHH1 to MTRDHH5, were 

identified. These haplotypes showed a highly significant deficit of homozygous animals 

ranging from 84 to 100%, and a carrier frequency ranging from 7.8 to 16.6%. By comparing at-

risk matings (between carriers) and safe matings, some of these haplotypes were associated 

with a reduced success of artificial insemination (MTRDHH2), and/or an increased stillbirth 

rate (MTRDHH1 and 2) suggesting the segregation of recessive variants leading to embryo 

and/or perinatal lethality affecting fertility. Other haplotypes are likely to be associated with 

lamb morphological disorders or counter-selection based on breed standard. For each 

haplotype, the most probable candidate genes were highlighted based on their roles in lethal 

phenotypes, genetic disorders, hornless or coat color.  

 

Introduction  

In livestock under selection, the small effective population size and a non-negligible inbreeding 

rate could increase homozygosity and thereafter lead to the emergence of genetic disorders 

under the control of recessive deleterious variants. When homozygous, these variants very often 

lead to early embryo death, or to developmental disorders that affect fetuses and subsequently 

young individuals altering health and welfare (Georges et al. 2019). Detection of homozygous 

haplotype deficiency using reverse genetic screen is a useful method for mapping specific 

haplotypes associated with deleterious recessive mutations (VanRaden et al. 2011). The 

analysis is based on high throughput genotyping data usually available in the framework of 

genomic selection. For the first time in sheep, we recently validated this approach in Lacaune 

dairy sheep by the identification of eight independent deficient homozygous haplotypes (Ben 

Braiek et al. 2021). Complementary whole genome sequence studies have led to identify the 

causal variant in the CCDC65 gene within one of these haplotypes (LDHH6, OMIA 002342-

9940). Homozygous lambs for the CCDC65 mutation suffered from a lethal respiratory 

syndrome (Ben Braiek et al. 2022). The objective of the present study is to search for 

homozygous haplotype deficiency in the Manech Tête Rousse (MTR) dairy sheep also having 

a large set of genotyping data from genomic selection. This opens the opportunity to discover 

new deleterious recessive mutations in sheep.   

 

Materials & Methods  

Animal and genotyping data. The total dataset consists of 6,845 genotyped Manech Tête 

Rousse animals (82% male and 18% female) born between 1993 and 2021. Genotypes were 

obtained in the framework of the French dairy sheep genomic selection from Ovine SNP50 

BeadChip (MD; n=3,889) and SheepLD (LD; n=2,956) (Illumina Inc., San Diego, USA). 

Quality control for each SNP was based on (i) a call frequency >97%, (ii) a minor allele 

frequency >1% and (iii) the respect of the Hardy-Weinberg equilibrium (P>10
-5

). Phasing and 
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imputation (from LD to MD SNP chip) of genotypes were done using FImpute v2.2. After 

quality control, the remaining 38,523 autosomal SNPs were mapped onto the Ovis aries genome 

assembly Oar v3.1. 

Detection of homozygous haplotype deficiency. The genome of 5,271 genotyped animals 

belonging to trios (77 offspring with both parents genotyped and 4,799 offspring with sire and 

maternal grandsire genotyped) was scanned by a 20 SNP sliding window as described (Ben 

Braiek et al. 2021). Consecutive 20 SNP windows with the same parameters (haplotype 

frequency, significant homozygous animal deficit) were clustered to define larger region called 

“Manech Tête Rousse Deficient Homozygous Haplotype” (MTRDHH). For each MTRDHH, 

the genotypical status (homozygous non-carriers, heterozygous and homozygous carriers) was 

determined for all genotypes available (n=6,845). 

Analysis of fertility traits. Trait records of MTR matings between 2006 and 2019 were obtained 

from the national database and based on ewes with a genotyped sire and genotyped rams 

(maternal sire and ram both having a known status at each MTRDHH; n=330,844 matings). We 

analyzed two fertility-associated traits, artificial insemination success (AIS) and stillbirth rate 

(SBR). We have considered “at-risk” a mating between a carrier ram and a ewe from a carrier 

sire and the other combinations were “safe” mating. AIS and SBR were considered to differ 

significantly when the fixed effect “mating type” had a P-value lower than 1.0×10-3 after 

correcting for multiple testing with a level of significance at 1% following the SAS GLIMMIX 

procedure previously described (Ben Braiek et al. 2021). 

Identification of candidate genes in MTRDHH regions. We extracted all annotated genes 

located in the MTRDHH region extended by 1 Mb from each side from the ovine genome 

Oar_v3.1 using CLC export annotation function (QIAGEN CLC Main Workbench 7.9). All 

genes related to mortality/aging phenotypes when knocked-out in mice and/or associated to 

mammalian genetic disorders were extracted from Mouse Genome Informatics (MGI, 

http://www.informatics.jax.org), Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM, https:// 

omim.org) and Online Mendelian Inheritance in Animal (OMIA, https://omia.org) databases. 

 

Table 1. List of Manech Tête Rousse deficient homozygous haplotypes.  

Haplotype OAR 
Number of 

markers 

aPosition 

(Mb) 

bCarrier 

frequency 

(%) 

Number of homozygotes 

cExp dObs Deficit 
Poisson 

P-value 

MTRDHH1 20 32 21.4-23.2 9.7% 13 0 100% 2.9×10
-6

 

MTRDHH2 1 66 229.2-233.4 8.7% 10 0 100% 3.8×10
-5

 

MTRDHH3 1 39 97.2-99.8 7.8% 9 0 100% 9.6×10
-5

 

MTRDHH4 10 26 28.2-29.9 8.7% 11 1 91% 1.5×10
-4

 

MTRDHH5 13 29 61.3-64.0 16.6% 49 8 84% 5.3×10
-13

 
aPosition on ovine genome assembly Oar_v3.1; bwhole genotyped population (n=6,845); cExpected; dObserved. 

 

Results  

Identification of deficient homozygous haplotypes in MTR dairy sheep. Using a reverse 

genetic screen in MTR genotyped population, we identified 5 independent regions showing a 

significant deficit of homozygous animals and named MTRDHH (Table 1). Among those 

regions, three haplotypes (MTRDHH1, 2 and 3) showed a complete deficit of observed 

homozygous animal while 9 to 13 were expected. The two other haplotypes (MTRDHH4 and 

5) presented a partial deficit between 84 and 91% (some homozygous animals were genotyped). 

The length of these haplotypes ranged from 1.8 to 4.2 Mb and carrier frequencies ranged from 

7.8% to 16.6% in the whole genotyped population. MTRDHH2 and 3 are located on the same 
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chromosome (OAR1) but are not in linkage disequilibrium. The other haplotypes are located 

on different chromosomes, MTRHH1 on OAR20, MTRDHH4 on OAR10 and MTRDHH5 on 

OAR13. Consequently, the five MTRDHH detected are likely to host five recessive deleterious 

variants. 
 

 
Figure 1. Effects of MTRDHH on the success rate of artificial insemination and on the 

stillbirth rate in at-risk matings compared to safe matings. AIS: artificial insemination success, 

SBR: stillbirth rate. Significant effects are indicated by the corrected P-value for multiple tests with a threshold set 

at α=1%: *:P < 1.0×10-3; **:P < 1.0×10-4 and ***:P < 1.0×10-5. NS: not significant. 

 

Impact of MTRDHH on the success rate of AI and on stillbirth rate. In order to identify the 

putative lethal effect of the MTRDHH, we studied two fertility binary traits (AIS and SBR) by 

comparing at-risk matings to safe matings. AIS (population mean= 60.9%) is a good proxy for 

embryonic loss, while SBR (population mean = 7.5%) is a good proxy for perinatal lethality. 

As shown in Figure 1, MTRDHH1 has a significant negative impact on SBR (+7.5% in at-risk 

matings) and MTRDHH2 have negative effects on both AIS (-3.3%) and SBR (+4.3%). The 

other haplotypes showed no significant effect on the two tested traits. 
 

Table 2. Candidate genes located in MTRDHH regions  

Haplotype (phenotypea)  Gene name/Phenotype disorder in mouse and human 

MTRDHH1  
(Neonatal lethality) 

MMUT: neonatal, postnatal lethality [MGI:97239]/ 

methylmalonic aciduria [OMIM# 609058]; TFAP2B: neonatal, 

postnatal, preweaning lethality [MGI:104672]/ patent ductus 

arteriosus, Char syndrome [OMIM# 601601]; PKHD1: perinatal, 

postnatal, preweaning lethality [MGI:2155808]/ polycystic 

kidney/liver disease [OMIM# 606702] 

MTRDHH2 
(Embryo/fetus lethality) 

DHX36: embryonic lethality [MGI:1919412]; SSR3: neonatal 

lethality [MGI:1914687] 

MTRDHH3  
(Juvenile lethality) 

SV2A: premature death [MGI:1927139]; ECM1: preweaning 

lethality, premature death [MGI:103060]; skin/mucosa/viscera 

lipoid proteinosis [OMIM# 602201] 

MTRDHH4  
(Juvenile lethality, 

morphological disorder) 

KL: premature death [MGI:1101771]/ tumoral calcinosis 

[OMIM# 604824]; BRCA2: postnatal, prenatal lethality, 

premature death [MGI:109337]/ Wilms tumor, Fanconi anemia 

D1 [OMIM# 600185]; RXFP2: Polled/Horns phenotype in sheep 

[OMIA 000483-9940] 

MTRDHH5 
(Morphological disorder) 

ASIP: Coat color in sheep [OMIA 000201-9940]; skin/hair/eye 

pigmentation [OMIM#600201] 
a Supposed deleterious phenotype in sheep 
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Candidate genes for MTRHH regions. Among the 459 genes annotated in the five MTRDHH 

regions, 61 are implicated in lethal phenotype when knocked-out in mice. Among them, several 

are associated also with mammalian genetic disorders (Table 2). The remaining candidate genes 

are involved in important functions such as metabolism (MMUT and SSR3), DNA/RNA 

processing or transcription (TFAP2B, DHX36 and BRCA2), or cell signaling (PKHD1, SV2A, 

ECM1, KL and RXFP2). 

 

Discussion 

In this study, we have confirmed the usefulness of reverse genetic screen to detect homozygous 

haplotype deficiency in sheep, even with a more reduced dataset of genotyped trios (MTR ~ 

5,000) compared to our previous work (Lacaune ~15,000, (Ben Braiek et al. 2021)). However, 

using the same parameters we identified less significant haplotypes (5 in MTR vs. 11 in 

Lacaune) with the lower haplotype carrier frequency at 7.8% compared to 3.7% in Lacaune.  

Among the five MTRDHH, three of them are totally deficient in homozygous animals leading 

to the hypothesis that these haplotypes host recessive lethal mutations. Accordingly, 

MTRDHH1 and 2 are associated with defect in fertility traits, AIS and/or SBR. This lets us 

think that when homozygous these haplotypes induce embryonic or fetal/neonatal lethality. To 

support this hypothesis, we found obvious candidate genes in these regions (MMUT, TFAP2B, 

PKHB1, DHX36 and SSR3) all associated with embryonic, perinatal or neonatal lethality when 

altered in mouse or in human (Table 2). In contrast, MTRDHH3 showing also a complete deficit 

in homozygous animals was not associated with alteration of AIS or SBR. Since lambs are 

genotyped around three months of age, this haplotype could affect lambs after birth in the 

preweaning period as supposed by premature death caused by the alteration of the two candidate 

genes in this region (SV2A and ECM1, Table 2).  

MTRDHH4 and 5 showed a partial deficit in homozygous animals and no significant effect on 

fertility traits. We hypothesize that these deficits are likely due to either a defect after birth in 

the juvenile period (alteration of KL or BRCA2 genes for MTRDHH4) or counter-selection 

based on breed standard. Indeed, horned female and black animals are unwanted in MTR 

selection scheme. Interestingly, MTRDHH4 hosts the RXFP2 gene known to be implicated in 

horn/polled phenotype (Wiedemar and Drögemüller 2015), and  ASIP, known to be involved in 

coat color determinism, locates in MTRDHH5 (Norris and Whan 2008). 
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Figure 21.1 – Séquences ovines disponibles WGS



392

T
a
b
le

21
.1

–
L
is

te
d
es

am
or

ce
s

u
ti

li
sé

es
p
ou

r
gé

n
ot

yp
er

le
s

d
iff

ér
en

te
s

m
u
ta

ti
on

s.
F
=

Fo
rw

ar
d

;
R

=
R

ev
er

se
;
PA

C
E

=
P

C
R

A
lle

le
C

om
pe

-
ti

ti
ve

E
xt

en
si

on
.

D
an

s
le

ca
s

de
s

gé
no

ty
pa

ge
s

PA
C

E
,

F
1

co
rr

es
po

nd
à

l’a
m

or
ce

sp
éc

ifi
qu

e
de

l’a
llè

le
sa

uv
ag

e
(a

jo
ut

am
or

ce
un

iv
er

se
lle

flu
or

es
ce

nt
e

:
G

A
A

G
G

T
G

A
C

C
A

A
G

T
T

C
A
T

G
C

T
)
et

F
2

co
rr

es
po

nd
à

l’a
m

or
ce

de
l’a

llè
le

m
ut

é
(a

jo
ut

am
or

ce
un

iv
er

se
lle

flu
or

es
ce

nt
e

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
).

R
ég

io
n
/

H
a
-

p
lo

ty
p
e

G
èn

e
M

u
ta

ti
o
n

M
ét

h
o
d
e

g
én

o
ty

-
p
ag

e

A
m

o
rc

es
(S

éq
u
en

ce
5
’
→

3
’)

T
a
il
le

(p
b
)

E
n
zy

m
e

(R
F
L
P
)

In
te

rp
ré

ta
ti

o
n

L
D

H
H

1
O

R
C
5

(N
C

_
04

02
55

.1
)

O
A

R
4

g.
51

,2
14

,5
30

d
u
p
T

(c
.8

39
d
u
p
A

)

P
C

R
(a

m
p
li
fi
ca

-
ti

on
)

F
:C

A
C

T
G

G
G

T
G

A
T

T
T

T
G

T
A

G
C

A
R

:T
G

C
T

C
T

T
T
A

G
T

G
T

G
A

A
C

T
T

T
G

G
31

0
-

-

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
A
T

C
T

G
T

G
T

C
A
T

C
T

T
T

C
T

G
T
A

G
C

T
T

T
T

C
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
G

A
T

C
T

G
T

G
T

C
A
T

C
T

T
T

C
T

G
T
A

G
C

T
T

T
T

T
R

:G
A
T

T
T

T
T

T
T

T
T

T
T

C
C

A
G

T
T

C
G

C
A

A
T

G
G

G
A

A
-

-

L
D

H
H

2
ID

I1
/
L
O

C
1
0
1
1
0
8
8
5
1

(N
C

_
04

02
64

.1
)

O
A

R
13

g.
47

,9
39

,5
58

_
47

,9
39

,5
60

d
el

A
A

G
(c

.2
87

_
28

9d
el

A
A

G
)

P
C

R
+

R
F
L
P

F
:A

G
A
T

G
T

G
C

A
T

C
C

T
C

A
T

C
G

A
C

R
:A

C
T

G
A

A
A

G
C

T
C

G
G

T
G

C
A

A
25

0
M

b
oI

I
+

/+
=

65
/1

79
;

m
/+

=
65

/1
79

/2
41

;
m

/m
=

24
1



393

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
C

G
T

T
C

A
G

G
T

G
G

C
A

G
T

T
C

T
T

C
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
C

T
C

G
T

T
C

A
G

G
T

G
G

C
A

G
T

T
C

T
T

G
R

:T
C

G
A

C
G

A
G

A
A

C
G

A
C

C
G

G
A

G
G

A
T

-
-

L
D

H
H

3
P
R
E
B

(N
C

_
04

02
54

.1
)

O
A

R
3

g.
35

,7
45

,5
89

G
>

A
(c

.9
97

C
>

T
)

P
C

R
+

R
F
L
P

F
:T

G
A

A
T

C
G

G
G

C
A

C
T

T
T

T
C

T
G

R
:C

C
C

A
G

T
T

T
G

G
A

A
G

A
T

T
C

C
T

T
23

1
B

p
m

I
+

/+
=

53
/1

78
;

m
/+

=
53

/1
78

/2
31

;
m

/m
=

23
1

L
D

H
H

6
C
C
D

C
6
5

(N
C

_
04

02
54

.1
)

O
A

R
3

g.
14

7,
20

7,
99

9C
>

A
(c

.3
31

G
>

T
)

P
C

R
+

R
F
L
P

F
:G

A
G

C
T

G
C

G
T

G
T

G
T
A

A
G

A
T

G
A

R
:C

C
T

C
C

A
G

C
T

C
C

A
T

G
T

T
G

T
A

A
40

4
B

sa
JI

+
/+

=
11

6/
28

8
;

m
/+

=
11

6/
28

8/
40

4
;

m
/m

=
40

4

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
G

G
A

C
C

T
G

T
C

A
G

A
A

G
C

C
G

A
G

G
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
A

A
G

G
A

C
C

T
G

T
C

A
G

A
A

G
C

C
G

A
G

T
R

:A
G

G
G

C
G

T
G

G
G

C
G

T
G

C
T

G
C

T
-

-



394

L
D

H
H

9
E
D

C
3

(N
C

_
04

02
69

.1
)

O
A

R
18

g.
31

,9
22

,9
31

T
>

G
(c

.2
9T

>
G

)

P
C

R
+

R
F
L
P

F
:C

T
C

C
A

C
G

G
A

A
A
T

C
T

C
A

C
A
T

C
R

:G
C

A
A

G
A

G
A

A
T
A
T

C
G

G
C

A
A
T

G
27

2
A
va

II
+

/+
=

27
2
;

m
/+

=
55

/2
17

/2
72

;
m

/m
=

55
/2

17

M
T

R
D

H
H

1
M

M
U
T

(N
C

_
04

02
71

.1
)

O
A

R
20

g.
23

,7
76

,3
47

G
>

A
(c

.1
22

5C
>

T
)

P
C

R
(a

m
p
li
fi
ca

-
ti

on
)

F
:G

C
A

G
A
T

T
T

T
G

G
C

A
A

A
G

A
A

A
G

R
:A

C
C

T
T

C
A

A
G

G
C

A
G

C
A
T

C
A
T
A

35
8

-
-

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
A

A
T

C
C

C
A

G
A
T

T
C

T
T

C
T

T
G

A
A
T
A

A
T

G
A
T

T
T

G
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
G

A
A
T

C
C

C
A

G
A
T

T
C

T
T

C
T

T
G

A
A
T
A

A
T

G
A
T

T
T
A

R
:G

T
G

A
A

A
A

G
T

G
C

T
C

G
A

A
T

T
G

C
C

A
G

G
A

A
-

-

M
T

R
D

H
H

2
S
L
C
3
3
A
1

(N
C

_
04

02
52

.1
)

O
A

R
1

g.
25

2,
64

9,
02

3d
u
p
G

(c
.7

35
d
u
p
G

)

P
C

R
(a

m
p
li
fi
ca

-
ti

on
)

F
:T

G
G

T
T

G
G

G
C

G
T

T
A

A
C

T
A
T

G
T

R
:C

C
T

T
T

C
C

T
T

G
C

T
C

A
C

T
T

C
A

G
40

2
-

-

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
G

G
G

T
T

G
A

G
G

C
T

C
A

A
A

C
C

G
C

A
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
G

G
G

T
T

G
A

G
G

C
T

C
A

A
A

C
C

G
C

C
R

:C
T

C
G

A
G

T
C

T
G

C
C

G
A

C
T

T
T

T
G

T
A

A
C

A
A

-
-



395

M
T

R
D

H
H

3
F
C
G

R
1
A

(N
C

_
04

02
52

.1
)

O
A

R
1

g.
10

5,
66

2,
73

3T
>

A
(c

.9
73

T
>

A
)

P
C

R
+

R
F
L
P

F
:G

T
C

T
C

C
C

T
C

A
G

G
C

A
C

A
G

A
T
A

R
:G

T
G

T
C

C
T

T
T

C
T

C
G

C
A

G
T

T
G

T
36

8
M

b
oI

I
+

/+
=

27
2
;

m
/+

=
55

/2
17

/2
72

;
m

/m
=

27
2

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
A

G
G

A
A

C
T
A

C
A

A
A

G
A

A
A

G
A

A
A

A
T

G
T

G
G

A
A
T

T
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
A

G
G

A
A

C
T
A

C
A

A
A

G
A

A
A

G
A

A
A

A
T

G
T

G
G

A
A
T
A

R
:A

G
A

G
T

C
C

A
G

A
G

A
G

T
C

C
A

A
A
T
A

G
A
T

T
T

C
T
A

-
-

M
am

m
it

es
S
O

C
S
2

(N
C

_
04

02
54

.1
)

O
A

R
3

g.
13

9,
30

2,
27

0C
>

T
(c

.2
86

C
>

T
)

P
u
ce

_
L
D

15
k
_

O
A

R
3_

12
97

22
20

0
(C

/T
)

-
-

-

C
o
rn

ag
e

R
X
F
P
2

(N
C

_
04

02
61

.1
)

O
A

R
10

1.
8k

b
in

se
r-

ti
on

d
an

s
3’

U
T

R
d
e

R
X
F
P
2

P
u
ce

_
L
D

R
X

F
P
2_

in
se

rt
_

L
1

(A
/G

)
;
R

X
F
P
2_

in
se

rt
_

R
1

(A
/T

)
In

te
rp

ré
ta

ti
on

:
A

s/
A

s
(R

X
F
P
2_

in
se

rt
_

L
1

[G
/G

]
&

R
X

F
P
2_

in
se

rt
_

R
1

[A
/A

])
;

+
/A

s
(R

X
F
P
2_

in
se

rt
_

L
1

[A
/G

]
&

R
X

F
P
2_

in
se

rt
_

R
1

[A
/T

])
;

+
/+

(R
X

F
P
2_

in
se

rt
_

L
1

[A
/A

]
&

R
X

F
P
2_

in
se

rt
_

R
1

[T
/T

])

-
-

-



396

P
C

R
F

:T
T

G
G

A
A

A
A

G
C

A
A

G
G

A
A

A
G

T
G

R
1

:G
C

A
C

A
A

A
T

G
C

T
A

C
T

G
T

G
T

C
G

R
2

:G
C

A
C

T
G

G
G

A
G

C
A
T
A

G
T
A

G
G

A
-

-
+

/+
=

32
8
;

+
/A

s=
32

8/
73

3
;

A
s/

A
s=

73
3

C
ry

p
to

rc
h
id

ie
R
X
F
P
2

(N
C

_
04

02
61

.1
)

O
A

R
10

g.
30

,9
64

,3
87

d
el

C
(c

.2
05

0d
el

G
)

P
C

R
+

R
F
L
P

F
:T

G
A

A
T

C
C

G
T
A

G
C

T
C

C
T
A
T

G
C

R
:C

C
C

A
C

A
C

G
A
T

G
G

A
A

G
T
A

G
A

C
34

4/
34

5
B

sa
JI

+
/+

=
17

8/
16

7
;

+
/D

el
G

=
17

8/
16

7/
34

5
;

D
el

G
/D

el
G

=
34

4

T
o
is

o
n

n
o
ir

e
A
S
IP

(N
C

_
04

02
64

.1
)

O
A

R
13

g.
66

,4
75

,1
32

_
66

,4
75

,1
36

d
el

(D
el

5p
)

P
u
ce

_
L
D

oa
r3

_
O

A
R

13
_

63
04

74
23

(D
/I

)
-

-

T
o
is

o
n

n
o
ir

e
A
S
IP

(N
C

_
04

02
64

.1
)

O
A

R
13

g.
66

,4
74

,9
80

T
>

A
(c

.3
76

T
>

A
)

P
C

R
(a

m
p
li
fi
ca

-
ti

on
)

F
:A

G
A

G
A

A
A

G
G

C
T

C
C

G
A
T

G
A

A
G

R
:C

C
C

T
A

G
C

T
G

A
G

A
C

T
T

C
C

T
G

A
32

2
-

-

P
A

C
E

F
1

:G
A

A
G

G
T

G
A

C
C

A
A

G
T

T
C

A
T

G
C

T
T

C
C

G
C

A
G

C
G

C
C

T
G

C
T

C
C

T
F
2

:G
A

A
G

G
T

C
G

G
A

G
T

C
A

A
C

G
G

A
T

T
C

C
G

C
A

G
C

G
C

C
T

G
C

T
C

C
A

R
:C

G
C

G
C

T
C

A
G

C
A

G
G

T
G

G
G

G
T

T
-

-



397

Table 21.2 – Liste des amorces de qPCR utilisées pour le test moléculaire de gestation.

Gène Séquence Taille (pb) Efficacité

MX1*
NM_001009753

F : CCACCACCGACAGCTCCCCT
R : GCAGGTGTGGGCGTGAAGCA 167 2.35

STAT1
NM_001166203

F : CTGTCCTTCTTCCTGAAC
R : TTCCTTACAGAACCTTGTC 186 1.95

GAPDH
NM_001190390

F : CGACTTCAACAGCGACACTC
R : TGCTGTAGCCGAATTCATTG 113 1.90

YWHAZ
NM_001267887

F : ATTAAGTGAAGAGTCATACAA
R : GTATCCGATGTCCACAAT 81 2.05
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Détection de mutations homozygotes létales chez les petits ruminants

Résumé

Les anomalies génétiques résultent de mutations naturelles uniques de l’ADN. Elles sont in-

évitables, rares, héréditaires, affectant la morphologie, la santé et la viabilité. Ce travail de thèse,

mené chez le mouton, s’intéresse à une catégorie de ces mutations appelées "embryonnaire létale

à transmission récessive". Ces mutations induisent la mortalité de l’individu homozygote, qui

porte deux copies de ces mutations, au cours de la gestation ou autour de la naissance. Pour

les découvrir, cette thèse s’est appuyée sur des milliers de données de génotypages issues des

programmes de sélection génomique et sur la capacité de séquencer des génomes complets. Ainsi,

9 mutations délétères dans 9 gènes différents causant des anomalies génétiques ont été identifiées,

dont 3 sont létales pour les agneaux. La gestion génétique raisonnée de ces anomalies découvertes

permettra de limiter la mortalité des agneaux, et plus généralement d’améliorer la santé et le

bien-être des animaux.

Mots-clés : Petits ruminants, génomique, anomalies génétiques, mutations délétères, géné-

tique inverse.

Detection of homozygous lethal mutations in small ruminants

Abstract

Genetic defects result from unique natural DNA mutations. They are inevitable, rare, here-

ditary, affecting morphology, health and viability. This thesis, conducted in sheep, focuses on a

category of mutations called "recessive lethal embryonic mutations". These mutations induce the

mortality of the homozygous individual, carrying two copies of these mutations, during gestation

or around birth. To discover them, this thesis relied on thousands of genotyping data from genomic

breeding programs and on the ability to sequence whole genomes. Thus, 9 deleterious mutations

in 9 different genes causing genetic defects were identified, 3 of which are lethal to lambs. The

rational genetic management of these discovered defects will limit the mortality of lambs, and

more generally improve animal health and welfare.

Keywords : Small ruminants, genomics, genetic defects, deleterious mutations, reverse genetics.
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