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RESUME

La pintade, Numida meleagris, est une espéce appartenant a l'ordre des Galliformes. Son aire de répartition
recouvre une grande partie de I’Afrique sub-saharienne, du Sénégal a I’Erythrée et du Tchad & 1’ Afrique du Sud.
Elle a probablement ét¢ domestiquée dans le Nord de cette zone, il y a environ 2 000 ans. La pintade domestique
a ensuite été¢ largement répandue dans le monde méditerranéen, puis a partir du XVIeme siécle, dans le monde
entier. Aujourd’hui elle est toujours élevée, dans le cadre d’une aviculture villageoise en Afrique et de fagon plus
formalisée dans d’autres régions du monde, principalement en France. Jusqu’a récemment, le manque de
marqueurs moléculaires a fortement limité les études génétiques concernant la pintade. Pour initier de telles
études, nous avons produit la premiére séquence entiére du génome de la pintade. Nous 1'avons utilisé comme
référence pour une étude par une approche Pool-seq de 12 populations sauvages et domestiques d'Europe et
d'Afrique. La domestication a entrainé une perte de diversité génétique. Le statut sauvage ou domestique sépare
mieux les populations africaines que leur localisation géographique. Plusieurs régions génomiques montrant des
signatures de sélection, liées a la domestication, a I'importation en Europe ou aux programmes de sélection plus
intensifs en Europe, ont été détectées. Elles incluent des génes candidats intéressants, dont EDNRB2 qui est
connu pour induire des phénotypes de dilution ou de taches blanches chez les oiseaux.

ABSTRACT

Whole-genome sequencing and genetic diversity of wild and domestic guinea fowl populations

The guinea fowl, Numida meleagris, belongs to the Galliformes order. Its natural range includes a large part of
the sub-Saharan Africa, from Senegal to Eritrea and from Chad to South Africa. The domestication of this
species may have occurred about 2000 years BP in the north of this area. Domestic guinea fowl was first
introduced in the Mediterranean world and since the 16th century, throughout the rest of the world. Today, it is
still farmed in Africa, mainly as a village poultry. More formal livestock farming has also been developed in
other countries, mainly in France. Until now, few genetic studies have been conducted on this species, and very
few molecular tools are currently available. To initiate such studies, we produced a first-whole-genome sequence
of guinea fowl. We used it as a reference for a Pool-seq study of 12 wild and domestic populations from Europe
and Africa. Domestication has led to a loss of genetic diversity. Wild or domestic status separates African
populations better than their geographical location. Several genomic regions showing selection signatures related
to domestication, importation to Europe or more intensive breeding programs in Europe, were also found. They
contain interesting candidate genes, including EDNRB2 which is known to induce white spotting or extreme
diffusion of plumage coloration in domesticated birds.
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INTRODUCTION

La pintade, Numida meleagris (famille des Numidae),
est originaire d’Afrique. Son aire de répartition
recouvre une grande partie de la zone sub-saharienne,
du Sénégal a I’Erythrée et du Tchad a I’Afrique du
Sud. Elle a probablement été domestiquée, il y a
environ 2 000 ans, dans le Nord de cette zone (Larson
et Fuller, 2014). Elle apparait en Europe des
l'antiquité, puis en disparait. A partir du XVI™™ siécle,
cette espece sera diffusée en Europe, puis a travers le
monde. Aujourd’hui elle est toujours élevée, dans le
cadre d’une aviculture villageoise en Afrique et de
facon plus formalisée dans d’autres régions du
monde, en particulier en France, 1% producteur
mondial.

Jusqu’a récemment, le manque de marqueurs
moléculaires a fortement limité les études génétiques
concernant cette espéce. Nous avons produit un
premier assemblage de la séquence du génome de la
pintade. Cet assemblage a été utilisé comme référence
pour une ¢étude de la diversité génétique, par
séquencage de mélanges d’ADN (Pool-seq)
d’individus de populations sauvages et domestiques
d'Europe et d'Afrique. L’objectif était d’appréhender
les processus de domestication et de sélection ayant
conduit a la diversité des populations actuelles.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Le génome de référence

La séquence de référence a été produite a partir de
I’ADN d’un male consanguin, issu de la lignée G44
(Galor). Le séquengage Illumina et I’assemblage des
régions contigiies, ou scaffold, (logiciel ALLPATHS
2) ont été réalisés en collaboration avec 1’Université
Washington (Saint-Louis, USA). L’assemblage des
scaffolds en chromosomes a été réalisé par alignement
sur la référence Gallus gallus-5.0 du génome de la
poule a I’aide du logiciel LASTZ, en tenant compte
des réarrangements chromosomiques connus par des
études de cytogénétique (Shibusawa et al., 2002).

1.2. Echantillonnage et séquencgage

Afin d'évaluer la diversité génétique chez la pintade,
nous avons étudi¢ des individus provenant de 10
populations (Tableau 1), a savoir 3 populations
sauvages africaines (1 d’Afrique du Sud et 2 du
Burkina  Faso), 4 populations domestiques
traditionnelles africaines (3 du Burkina Faso et 1 du
Bénin), et 5 populations domestiques européennes,
dont 2 populations traditionnelles hongroises et 3
échantillons de lignées commerciales francaises. Les
individus de la population BEG-s correspondent a un
croisement commercial (1 lignée Beghin x 1 lignée
Grimaud Fréres Sélection) et ceux des échantillons
GAL-s et GRI-s représentaient un mélange de lignées
sélectionnées par les entreprises Galor et Grimaud
Freres Sélection.

L’ADN a été extrait individuellement et quantifié afin
de réaliser un mélange en quantités égales des
échantillons. Le séquengage a été réalis€¢ sur une
plateforme Illumina HiSeq. Les lectures ont été
alignées sur le génome de référence et les
polymorphismes identifiés par Pool-hmm
(https://forge-dga.jouy.inra.fr/projects/pool-hmm) par
population puis dans une approche commune.

1.3. Analyses

Les fréquences alléliques des polymorphismes dans
les populations ont été estimées avec la méthode
Pool-HMM (Boitard et al., 2013), qui tient compte
des spécificités du protocole Pool-seq (mélange des
individus et erreurs de séquengage). La diversité
génétique de chaque population a été évaluée d’une
part par I’hétérozygotie moyenne, déduite de ces
fréquences, d’autre part a partir des lectures brutes par
une variante de I’estimateur de Watterson spécifique
aux données Pool-seq implémentée dans le logiciel
PoPoolation2 (Kofler et al.,, 2011). Les relations
génétiques entre les populations ont été étudiées par
Analyse en Composantes Principales (ACP) des
fréquences alléliques.

Deux approches différentes ont été appliquées pour
détecter des signatures de sélection. Premiérement,
nous avons cherché a mettre en évidence les traces de
sélection au niveau du génome de chaque population
(Boitard et al., 2012). Cette approche recherche des
régions génomiques présentant une diversité
génétique réduite, tout en tenant compte des
spécificités des données Pool-seq. Deuxiémement,
nous avons cherché les régions génomiques
différenciant fortement les populations (Fariello et al.,
2017). Cette approche calcule la probabilité d’obtenir
la diversit¢ observée par hasard, les trés faibles
probabilités indiquant alors un événement de
sélection.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Le génome de référence

Nous avons obtenu 2728 scaffolds pour une longueur
totale de 1,04 Gb. Les N50 pour les contigs et les
scaffolds sont de 232 kb et 7,8 Mb respectivement.
L’assemblage final des scaffolds sur le génome
étroitement apparenté du poulet est composé de 29
autosomes (seuls utilisés pour la suite de I’¢tude), du
chromosome Z, d’un groupe de liaison (LGE64) et de
I’ ADN mitochondrial.

2.2. Diversité génétique

Les fréquences alléliques ont été estimées pour
10 205 115 SNP bi-alléliques. La diversité génétique,
(H, et ©,,) est moins importante dans les populations
domestiques (tableau 1), en lien avec la réduction de
la taille efficace résultant de la domestication.

Sur les 8 sous-especes de Pintade, 2 sont représentées
a ’état sauvage dans notre échantillonnage, N. m.
coronata (Afrique du Sud) et N. m. galeata (Burkina
Faso). La structure génétique mise en évidence par
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I’ACP (Figure 1) montre sur le premier axe une
différenciation entre N. m. coronata et les autres
populations, en accord avec I’hypothése de
domestication initiale & partir de N. m. galeata en
zone soudano-sahélienne (Blench, 2000 ; Larson et
Fuller, 2014) et suivie par une diffusion ultérieure en
Europe a partir de 1I’Afrique de 1’Ouest (Belshaw,
1985). Parmi les populations du Burkina Faso, le
statut domestiqué ou sauvage est plus discriminant
que la localisation géographique. Les populations
KOF-w et YAB-w se chevauchent, bien que le lieu
d’échantillonnage de Y AB-w soit plus proche de celui
des populations domestiques SDA-t et SKO-t. Ceci
laisse penser qu’il existe un trés faible flux de génes
entre populations sauvages et domestiques, bien que
I’¢levage villageois de la pintade soit en totale libertg,
a la différence de la situation observée pour la poule
au Vietnam (Berthouly et al., 2009). Le deuxiéme axe
oppose les  populations  ouest-africaines et
européennes, avec une séparation des populations
hongroises des lignées commerciales frangaises.

2.3. Signatures de sélection

Dans D’approche intra-population, des milliers de
régions génomiques montrent une réduction de
diversité et sont donc potentiellement sous sélection.
Parmi celles-ci, 5 sont potentiellement liées a la
domestication, puisqu'elles ont été détectées dans au
moins 6 (sur 7) des populations domestiques, sans
montrer de signal significatif dans aucune des 3
populations sauvages (Figure 2a pour un exemple sur
le chromosome 7). De méme, 31 régions étaient
potentiellement liées a l'importation en Europe, car
détectées dans au moins 4 (sur 5) des populations
européennes (Figure 2b pour un exemple sur le
chromosome 1) et 64 a la sélection récente pour les
caracteres de production dans les lignées
commerciales (détectées dans les 3 lignées).

Avec I’approche inter-populations, 8 régions ont été
détectées. Deux de ces régions recouvrent des
signatures de domestication détectées par l'approche
intra-population, et une recouvre une signature
européenne. Les données obtenues dans les 5 autres
régions suggerent que 3 d’entre elles sont également
liées a la domestication ou a I’importation en Europe.

2.4. Régions/génes candidats

Parmi les 223 genes trouvés dans les régions
détectées, nous avons concentré notre étude sur la
présence d’alléles a fréquences extrémes : >0,75 dans
les populations sélectionnées et <0,25 dans les autres.
Une liste de 58 génes contenant de telles mutations,
dont 25 avec annotations, a été ¢établie. Nous
présentons ici 2 de ces génes candidats
potentiellement impliqués dans la domestication.

La petite région de domestication de 21 kb en position
7,3 Mb sur le chromosome 7 (Figure 2a) contient
PAPPA2 comme seul gene. 27 SNP sur une portion
de 20 kb du gene présentent des différences de
fréquence extrémes entre les populations sauvages et
domestiquées, l'une d'entre elles modifiant la

-T2 -

séquence de la protéine (variant faux-sens). Ce pic
étroit est observé dans les populations traditionnelles
africaines du Burkina Faso et du Bénin, alors que
dans les populations européennes, la signature de
sélection englobe une région beaucoup plus large, de
219 kb. Une signature de sélection étroite suggére un
événement ancien, alors qu'une région plus grande
suggére une sélection récente. Une hypothése
expliquant cette observation pourrait étre qu'une
premiére étape de sélection aurait pu avoir lieu
lorsque la pintade a été domestiquée en Afrique et
qu'une deuxiéme s'est produite apres l'importation de
l'espéce en Europe, affectant un autre géne a
proximit¢é ou I'un des haplotypes restants dans
PAPPA2. Un lien entre PAPPA2 et le contrdle
génétique de la taille corporelle a été rapporté chez la
souris (Christians et al., 2006), I'hnomme (Lango Allen
et al., 2010) et les bovins (Bouwman et al., 2018). Sa
mise en évidence comme signature de domestication
chez la pintade est a mettre en relation avec une
domestication pour la production de viande.

Sur le chromosome 8, le locus LOC110403465,
annoté EDNRB2-like contient aussi un variant faux
sens présentant des fréquences alléliques extrémes
entre sauvages (0) et domestiques (1) et une analyse
par BLAST confirme sa forte identité avec EDNRB.
Ce geéne est impliqué dans la pigmentation et
plusieurs mutations codantes ont été associées a des
taches blanches ou a I’extension du plumage blanc
chez les poulets (Kinoshita et al., 2014).
L’observation sur les phénotypes individuels des
pintades échantillonnées au Burkina Faso et au Bénin
a confirmé l'implication possible de EDNRB dans la
domestication : (1) toutes les pintades domestiques
présentaient de grandes plaques de peau blanche sur la
téte, tandis que les pintades sauvages avaient une peau
noire sur tout le corps et la peau des pattes présentait
fréquemment des zones blanches ou jaunes sur les
pintades domestiques alors que celles des oiseaux
sauvages €taient toujours noires; (2) 16 oiseaux sur 31
présentaient des taches blanches sur le ventre et
plusieurs plumes des ailes étaient entiérement
blanches, imitant le phénotype des taches blanches
rencontré sur certains poulets marbrés porteurs d’une
mutation de EDNRB2; (3) 5 oiseaux sur 31
présentaient un phénotype dilué allant du gris pale au
blanc, ou un motif de taches fantdmes pouvait étre
distingué, imitant la mutation ‘mo™ de EDNRB2
décrite dans une race de poulets japonaise entierement
blanche par Kinoshita et al. (2014). Par ailleurs,
EDNRB est exprimé dans les mélanocytes provenant
de la créte neurale et est particuliérement mentionné
par Wilkins et al. (2014) qui proposent quune
altération minime des cellules de la créte neurale
durant le développement embryonnaire puisse
influencer de nombreux caractéres morphologiques,
physiologiques et comportementaux liés au syndrome
de domestication.
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CONCLUSION

Cette étude a révélé que les populations sauvages ont
une diversité génétique plus importante que les
domestiquées et que le statut sauvage ou domestique
sépare mieux les populations africaines que leur
localisation géographique. Le flux de genes entre
domestiques et sauvage est limité. Plusieurs régions
génomiques montrant des signatures de sélection,
liées a la domestication, a I'importation en Europe ou
a la sélection commerciale, ont été détectées. Parmi
les geénes candidats localisés dans ces régions,
EDNRB? est connu pour induire des phénotypes de
perte de coloration chez les oiseaux domestiques.
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Tableau 1 : Description de I’échantillonnage utilisé pour les analyses en Pool-seq
Les localisations géographiques et le nom des entreprises de sélection sont indiqués avec le nom de I’échantillon.
*A cause de la faible profondeur de séquencage, ces 3 échantillons seront fusionnés en un seul échantillon
‘Burkina Faso’, nommé BUR-t, pour les analyses de signature de sélection.

Echanillon su  Nombre - Profondeurde o

AFS-w: Afrique du Sud sauvage 3 14,47 0,1736 0,0035
KOF-w: Koflandé, Burkina Faso sauvage 8 17,64 0,1319 0,0034
YAB-w: Yabé, Burkina Faso sauvage 8 20,08 0,1499 0,0034
SDA-t: Sara-Dan, Burkina Faso* traditionnel 5 9,21 0,0885 0,0021
SKO-t: Sarakongo, Burkina Faso* traditionnel 5 13,01 0,1097 0,0024
DOR-t: Dori, Burkina Faso* traditionnel 5 7,59 0,0941 0,0022
BEN-t: Bénin traditionnel 15 15,69 0,1150 0,0026
GOD-t: Godollo, Hongrie traditionnel 30 16,76 0,0944 0,0023
HAR-t: Hortobagy, Hongrie traditionnel 30 18,04 0,1037 0,0022
BEG-s: Béghin, France sélectionné 12 15,06 0,0999 0,0022
GAL-s: Galor, France sélectionné 29 37,01 0,1125 0,0020
GRI-s: Grimaud Fréres Sélection, France  sélectionné 20 38,71 0,1077 0,0019
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Figure 1. (A) localisation des populations d’Afrique de I’Ouest. (B) Analyse en Composantes Principales (ACP)
réalisée a partir des fréquences des polymorphismes identifiés. Voir le tableau 1 pour le nom complet des
populations. Code couleur : bleu= populations sauvages; vert = populations domestiques traditionnelles

africaines ; orange = populations domestiques traditionnelles européennes; rouge = lignées commerciales
sélectionnées.
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Figure 2. Profils de diversité génétique pour deux régions sous sélection, et dans les 10 populations. (2a) région
localisée sur le chromosome 7, en lien avec la domestication ; (2b) région localisée sur le chromosome 1, en
relation avec I’importation des pintades vers I’Europe. Pour chacune des populations, la fréquence de 1’alléle
majeur (axe y) est représentée pour tous les variants bi-alléliques de la région, selon leur position génomique
(axe x). Les points rouges indiquent la région détectée dans chaque population et les lignes rouges indiquent
'union des régions détectées lors de la combinaison de toutes les populations sélectionnées.

Modifed according to Daniel Dalet © ‘_/_/
http://www histgeo.ac-aix-marseille.friwebphp/carte.php?num_car=313&lang=fr
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RESUME

La sélection génomique est aujourd’hui largement utilisée pour I’amélioration génétique des animaux et des
plantes. Chez le canard, cette méthode pourrait permettre d’améliorer le progrés génétique pour des caractéres
non-mesurables sur les candidats a la sélection (létaux, exprimés chez un seul sexe, ou mesurés sur ’hybride
pour la sélection des lignées pures). Malgré 1’intérét potentiel de I’utilisation de la sélection génomique chez le
canard, aucun outil moderne de génotypage n’est disponible pour les canards commun (Anas platyrhynchos) et
de Barbarie (Cairina moschata). Cette étude décrit la finalisation de I’assemblage du génome du canard de
Barbarie, et la mise au point d’un outil de génotypage haut-débit et haute-densité pour les 2 especes : une puce
600K Thermo Fisher SNP. L’assemblage du génome du Barbarie a permis d’obtenir 3702 scaffolds avec un
N50 de 2,4 Mb. Les scaffolds ont ensuite été ordonnés en chromosomes, par alignement sur le génome du
canard commun. Pour I’identification des SNP, des pools (mélanges) d’ADN de canards colvert, de Rouen,
ainsi que de lignées commerciales de canards Pékin et de Barbarie ont été séquencés. Les séquences ont été
alignées sur les génomes de référence correspondant. A 1’issue des controles sur la qualité, 8,4 et 12,2 millions
de SNP avec une Minor Allele Frequency (MAF) > 0,05 ont été identifiés pour le canard de Barbarie et pour le
canard commun respectivement. Les SNP ont été filtrés afin de maximiser le nombre de marqueurs informatifs
par population et d’assurer une bonne couverture du génome. A I’issue de ces tris, 343 950 SNP d’une part et
331 241 SNP d’autre part ont été choisis pour les canards commun et de Barbarie.

ABSTRACT

Development of a high-density 600K SNP array for Muscovy and Common Ducks

Genomic selection is widely used for genetic improvement of many plant and animal species. This evaluation
method could potentially increase genetic gain in ducks for traits that cannot be measured on selection
candidates (lethal, expressed in one sex only, or measured on hybrid duck for purebred selection).
Implementation of genomic selection depends on the availability of genotyping tools, such as SNP chips, but
so far none were developed neither for common duck (Anas platyrhynchos) nor Muscovy duck (Cairina
moschata). This paper describes the assembly of the Muscovy duck genome (the common duck genome is
already available), and the design of a 600K Thermo Fisher SNP chip. The common duck genome was used as
reference for the assembly of the Muscovy genome: 3702 scaffolds were produced, with a N50 of 2.4 Mb. SNP
were identified from sequence data: several Muscovy and common ducks populations (Rouen duck, Mallard
duck, Pekin duck), were collected, and 50 samples were pooled independently for each population. After raw
quality controls, 8.4 million SNPs and 12.2 million SNP were identified for Muscovy and common ducks
respectively. Filters based on Minor Allele Frequence and genome coverage were used, and finally 343 950
SNP were kept for the common duck, and 331 241 SNP for the Muscovy duck.
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INTRODUCTION

La mise en ceuvre de la sélection génomique, qui
révolutionne depuis plusieurs années I’amélioration
génétique de plusieurs espéces, repose sur
I’obtention des génotypes grace a 1’utilisation de
puces SNP. Aucun outil de génotypage n’existe pour
les deux espéeces de canard Pékin et Barbarie, ainsi
que pour le mulard produit de leur croisement, tous
trois d’intérét zootechnique en France. Il existe
cependant un avantage potentiel d’évaluations
génomiques pour des caractéres difficiles a mesurer,
voire non-mesurables sur les candidats a la
sélection : robustesse, résilience, adaptabilité,
résistances aux maladies, caractéres de production
et/ou de découpe mesurés sur le mulard pour la
sélection des lignées des deux espéces parentales,
caractéeres de reproduction mesurés sur les femelles
pour la sélection des males... Le projet CanArray
vise a développer une puce 600K SNP Thermo
Fisher utilisable pour génotyper des canards
communs et de Barbarie. Pour le développement de
la puce, le génome du canard commun était
disponible (Huang et al. 2013), mais pas celui du
canard de Barbarie. Cet article décrit dans un
premier temps la finalisation de 1’assemblage du
génome du canard de Barbarie, et dans un second
temps I’identification et le choix de marqueurs SNP
pour la premiére puce de génotypage mise au point
pour les canards communs et de Barbarie.

1. MATERIEL & METHODES

1.1 Assemblage du génome du canard de
Barbarie

Les séquences d’ADN disponibles pour assembler le
génome du canard de Barbarie proviennent d’un
individu male consanguin. Elles ont été obtenues
dans le cadre du programme AGENAVI SeqVol, en
collaboration avec 1’Université Washington (Saint-
Louis, USA) et se composent de 3702 scaffolds, de
0,1 & 15 Mb, pour une longueur totale de 1,109 Gb.
L’assemblage des scaffolds en chromosomes a été
réalisé par alignement sur le génome du canard
commun.

1.1.1 Alignement et chainage

L’alignement a été réalisé avec ’outil LAST (Frith,
2011). Les parametres optimaux pour la réalisation
de l’alignement ont été obtenus avec l’outil last-
train (Hamada et al. 2017) : les parameétres par défaut
sont utilisés par ce logiciel, puis ajustés itérativement
en fonction des résultats obtenus jusqu’a
stabilisation de la qualité de 1’alignement. En raison
de régions de similarité plus ou moins importantes
entre les deux espéces, des blocs d’alignements sont
obtenus, séparés par des régions ne s’alignant pas.
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Le chainage de ces blocs a été réalisé afin de les
relier et de rajouter les séquences voisines sur le
génome mais non alignées, tout en supprimant les
blocs d’alignements chevauchants. Un script a été
développé afin de permettre a I’utilisateur d’indiquer
la distance maximale autorisée entre deux
alignements pour le chainage, avec pour objectif de
produire les chaines les plus longues possibles et
sans recouvrement des séquences.

1.1.2 Filtre des
chromosomique
Des probléemes de scaffolds du canard de Barbarie
s’alignant sur plusieurs régions du génome du canard
commun compliquent grandement 1’assignation
chromosomique. La plupart sont dus a des micro-
alignements de trés petite taille causes par les
séquences repétées, mais d’autres peuvent étre dus a
des problemes d’alignements réels sur deux
chromosomes, soit dus & des problemes
d’assemblage des scaffolds, soit a des séquences
récemment dupliquées dans le génome. Ceci
empéche une  assignation  chromosomique
automatique des scaffolds. Afin de résoudre ce
probléme, le ratio entre le plus long alignement et le
second en taille a été calculé pour chaque scaffold,
sur lequel I’application d’un seuil a permis
d’éliminer les micro-alignements. Les scaffolds
filtrés ont été assignés a leur chromosome et
retournés en cas d’alignement anti-sens avec la
fonction reverse_complement de BioPython (Cock
et al. 2009). Les scaffolds ne s’alignant pas ou
n’ayant pas passé les filtres précédemment appliqués
ont été intégrés au chromosome Unknown.

alignements et assignation

1.2 Construction de la puce

1.2.1 Séquencage

Un séquencage en mélange (pools) de 50 animaux
par population a été réalisé sur des animaux
échantillonnés parmi des populations francaises de
canard colvert, de canard de Rouen, de canard Pékin
et de canard de Barbarie. Pour les canards Pékin et
de Barbarie, les échantillons proviennent des lignées
expérimentales de I'INRA et des lignées des
sélectionneurs frangais Grimaud Freres Sélection et
Orvia Gourmaud Sélection. Compte-tenu de
I’absence du chromosome W dans les deux génomes
de référence des canards Pékin et de Barbarie, seuls
des males ont été prélevés, a I’exception des Colverts
pour lesquels des échantillons males et femelles ont
été fournis.

Les librairies de séquencage ont été réalisées avec le
kit TruSeq DNA PCR, et les pools ont été séquencés
avec la technologie Illumina HiSeg3000 & une
profondeur de 50X.
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1.2.2 Détection et caractérisation des SNP

Les séquences obtenues dans les différents pools ont
été alignées sur les génomes de référence
correspondants avec I’algorithme BWA (Li &
Durbin, 2009), les alignements triés, puis les
duplicats de PCR ont été marqués avec les outils
Picard SortSam et MarkDuplicates
(http://broadinstitute.github.io/picard/). La
recalibration de la qualit¢ des données de
séquencage conservées a été réalisée suivant le
protocole proposé par Genome Analysis Tool Kit
(McKenna et al. 2010).

Les fréquences alléliques ont été estimées avec le
script Python pool-hmm.py (Boitard et al. 2013). Un
autre script développé en Python regroupe les
populations a analyser et conserve les positions pour
lesquelles au moins une population présente un alléle
différent de celui connu dans le génome de
référence.

1.2.3 Qualité technique et spécificité génomique
Les SNP bi-alléliques polymorphes ont été
sélectionnés dans les régions de couverture > 25X
(plus de 25 lectures validées pour le locus), filtrés
afin de ne garder que ceux a +/- 50 pb d’une
insertion-délétion, et distants d’au moins 35 paires
de bases d’un autre SNP (contrainte due a la
longueur de I’amorce mise au point par Thermo
Fisher). Finalement, les SNP retenus ont été alignés
sur les génomes de référence des espéces
correspondantes sur une longueur de 71 pb (le
polymorphisme et 35 bases de part et d’autre), et
seuls les alignements uniques ont été conservés. Un
jeu de SNP communs aux deux especes a également
été identifié en alignant les séquences flanquantes
des marqueurs identifiés chez les canards communs
et de Barbarie.

1.2.4 Répartition et informativité

Le choix des SNP a tenu compte de leur répartition
sur le génome pour différents niveaux de MAF
donnés. La distance idéale entre 2 SNP a été estimée
a 1,6 kb (600K marqueurs pour couvrir 1 Gb). Le
choix des SNP a été réalisé en plusieurs étapes : il y
a eu dans un 1°" temps un choix de SNP avec une
MAF > 0,15 dans 75% des populations et répartis sur
I’ensemble du génome, puis 1’ajout de SNP avec le
méme critére de MAF dans 60% des populations, et
enfin de SNP avec une MAF d’au moins 0,05 toutes
populations confondues.

Un ordre de priorité des SNP pour le design de la
puce a été défini : priorité 1 si le SNP était distant du
SNP voisin de plus de 1,6 kb, priorité 2 si la distance
était inférieure, priorit¢ 3 si les alléles du
polymorphisme étaient complémentaires (A/T ou
CIG).
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2. RESULTATS & DISCUSSION

2.1 Assemblage du génome du canard de
Barbarie

2.1.1 Alignement et chainage

Apreés alignement avec Last, 2397 des 3702 scaffolds
de départ s’alignent sur le génome du canard
commun avant chainage et filtration. Les scaffolds
ne s’alignant pas sont en fait de trés petite taille et ne
représentent qu’une couverture totale de 16,5 Mb. La
séquence de ces scaffolds est soit trop divergente
entre les deux espéces, spécifique du Barbarie ou pas
séquencée pour des raisons techniques chez le Pékin.
Parmi les scaffolds alignés, seuls 1177, de petite
taille, s’alignent sur une cible unique et sont donc
assignés a un chromosome, pour un total de 3,2 Mb
seulement. Les 1220 scaffolds restants couvrent 1
108 980 Mb et s’alignent chacun sur plusieurs
régions, notamment a cause de trés courtes régions
de similarité entre les deux especes, dont la
probabilité de présence augmente avec la longueur
des scaffolds (Figure 1A). En effet, ces grands
scaffolds ont dans la plupart des cas la trés grande
majorité de leur séquence alignée sur un unique
chromosome Pékin, et les régions alignées sur
d’autres chromosomes sont beaucoup plus petites
(moins de 100kb).

L’étape de chainage, qui permet de ne retenir que
I’alignement principal, a conduit & supprimer un total
de 8,74 Mb. La figure 1A et 1B présente un exemple
d’alignement du scaffold 0 du canard de Barbarie sur
le chromosome 4 du canard commun, avant et aprés
chainage.

2.1.2 Filtre des alignements

Aprés chainage, certains scaffolds ont toujours des
alignements multiples. Pour les résoudre, le seuil
pour le filtre sur le ratio entre le plus long alignement
et le second en taille a été fixé a 1% pour les
scaffolds de taille inférieure au N50, et & 3% pour les
scaffolds de taille supérieure au N50, afin de tenir
compte du fait qu’un scaffold plus long a plus de
chances de s’aligner a plusieurs endroits du génome.
Un filtre sur le pourcentage d’alignement a été fixé a
60% afin d’éliminer les faux-positifs.

Ces 2 filtres ont conduit a 1’élimination de 618
scaffolds. In fine, le génome du canard de Barbarie
aligné sur le génome du canard commun compte
1780 scaffolds, pour une couverture du génome de
0,966 Gb, et un N50 de 2,194 Mb.

2.1.3 Assignation chromosomique des scaffolds

Les résultats de 1’assignation chromosomique des
scaffolds sont présentés dans la figure 2. Les
longueurs des chromosomes sont du méme ordre de
grandeur chez le canard de Barbarie, le canard
commun et la Poule. La taille du chromosome
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unknown est calculée comme la sommes des
séquences non assignées. Le chromsome unknown
est plus petit chez le canard de Barbarie que chez le
canard commun car du fait de 1’évolution des
technologies, la longueur des séquences générées est
plus longue chez le Barbarie que chez le canard
commun.

2.2 Construction de la puce

2.2.1 Détection des SNP

Un total de 9,2 millions et 23,6 millions de loci
polymorphes ont été identifiés chez le canard de
Barbarie et le canard commun respectivement. Le
nombre de loci polymorphes plus élevé chez le
canard commun est d{i au séquencage de populations
tres différenciées : le Colvert et le Rouen d’une part
(environ 14 millions de SNP identifiés), et les
lignées de canard Pékin d’autre part (environ 9
millions de SNP identifies).

2.2.2 Choix des SNP

Le tableau 1 présente le nombre de SNP conservés a
I’issue de chaque étape de sélection. A noter que
pour I’élimination des SNP trop proches les uns des
autres, les loci polymorphes des Colvert n’ont pas
été pris en compte car ils auraient conduit a
I’élimination d’un trop grand nombre de marqueurs
du canard commun. En revanche, ces lignées ont été
utilisées pour calculer les MAF et la répartition sur
le génome des loci conserves.

Les listes finales de SNP soumises a Thermo Fisher
comptaient 472K SNP pour le canard commun, et
446K SNP pour le canard de Barbarie. Seuls 1K SNP
commun aux 2 especes ont été identifiés dans ces 2
listes. A I’issue d’échanges avec Thermo Fisher
basés sur des tests réalisés sur les amorces in silico,
un total de 673 886 SNP seront présents sur la puce :
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343 950 SNP pour le canard commun, et 331 241
SNP pour le canard de Barbarie.

CONCLUSION

L’assemblage du génome du canard de Barbarie
réalisé dans ce projet avec pour référence le génome
du canard commun a permis d’obtenir le 1*" génome
de référence pour cette espéce, d’une taille totale
proche d’l Gb. La production de ce génome
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ressources génomiques en quantité et en qualité
suffisantes pour le choix des marqueurs de la puce.
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ayant servi a I’identification des marqueurs devrait
étre d’au moins 80%. Le test de la puce prévu en
2019 permettra de confronter les performances
attendues de cet outil aux résultats des 1°°
génotypages, et de faire avancer la réflexion sur
I’intégration de la génomique dans les schémas de
sélection de canards.
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Figure 1. Alignement des 15 Mb du scaffold 0 du canard de Barbarie sur le génome du canard commun avant
chainage (A) et apres (B). Chaque couleur correspond a un chromosome différent (chromosome 4 en bleu
foncé). En abscisse : position sur le scaffold 0 en paires de bases. En ordonnée : position sur le chromosome du
canard commun en paires de bases.
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Figure 2. Histogramme de la taille des chromosomes pour la Poule (en bleu), le canard de Barbarie (en orange)
et le canard commun (en vert). Les numéros des chromosomes sont indiqués, Un : chromosome unknwon
(séquences non assignées).
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Tableau 1. Nombre de loci conservés pour la construction de la puce a chaque étape de tri.

JRA-JRFG 2019

Tri réalisé Nombre de SNP chez le | Nombre de SNP chez le
canard commun canard de Barbarie

Loci polymorphes dans au moins une population 23,6M 9,2M

Absence d’indel a au moins 50 pb 12,6M 6,2M

Suppression des SNP séparés par moinsde 35 pb | 8,1M 4,5M

SNP bi alléliques & profondeur de lecture 8,0M 4,4M

comprise entre 25 et 100

Ségrégation dans au moins 75% des populations & | 2,2M 2,0M

MAF > 0,05

Alignement unique sur le génome de référence 2.1M 1.9M

Répartition sur le génome en fonction de la MAF 472K 446K
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RESUME

La Caille des Blés (Coturnix coturnix) est une espéce migratrice couramment chassée en Europe. Des lachers sont
effectués dans les pays ou cette pratique est autorisée afin de supplémenter les populations naturelles de cette
espece. De récentes études ont prouvé que certains individus de lachers sont issus de 1’hybridation avec la Caille
japonaise (Coturnix japonica), espéce élevée pour sa chair et ses ceufs. L’objectif de cet article est donc de proposer
un jeu de marqueurs et une méthodologie statistique permettant de distinguer les individus C. coturnix des
individus C. japonica et de leurs hybrides. A partir de données de séquencage issues de 20 C. japonica et 2 C.
coturnix, 1.7 millions de SNP ont été détectés. Parmi ceux-ci, 192 marqueurs candidats ont été choisis comme
potentiellement discriminants et testés sur des populations de référence. Comme attendu, la différenciation
génétique estimeée sur la base de ces marqueurs entre les deux espéces est forte (Fsr=0.80). Trente-deux marqueurs
diagnostics de I’espéce ont pu étre mis en évidence. 1Is ont été inclus dans un panel de 96 marqueurs sélectionnés
pour leur puissance statistique a discriminer les individus des deux espéces. Un traitement statistique ad hoc a été
utilisé afin d’exploiter I’information produite par ce panel. Les résultats de simulations indiquent que la méthode
permet de distinguer les individus issus de rétrocroisement jusqu’a la 3°™ génération avec un taux d’erreur
d’assignation d’environ 1%. Testée sur des individus issus d’élevage, cette méthode démontre son utilité pour
écarter les individus issus d’hybridation. Cette méthode est un nouvel outil permettant de controler le niveau
d’introgression génétique de C. japonica dans les populations naturelles de C. coturnix.

ABSTRACT

The common quail (Coturnix coturnix) is a migratory species that is hunted in many countries across Europe.
Restocking is performed in countries where it is allowed to supplement natural population of this species. Recent
studies have shown that some of these restocking birds result from hybridization with the Japanese quail (Coturnix
japonica) that is used for egg and meat production. The goal of this paper is to propose a set of markers and a
statistical method allowing the discrimination of C. coturnix, C. japonica and their hybrids. Sequencing data
obtained from 20 C. japonica and 2 C. coturnix allowed the detection of 1.7 millions SNP markers. From this list,
192 candidate markers were chosen as potentially discriminatory and tested on reference populations. As expected,
the genetic differentiation between the two species estimated using these markers was high (Fst=0.80) and thirty-
two species-specific diagnostic markers were identified. These were included in a final panel of 96 markers
selected for their statistical power to discriminate individuals from the two species. An ad hoc statistical method
was used in order to use the information produced by this panel. Simulations showed that our method discriminates
backcrossed individuals up to the third generation with an assignation error rate of approximately 1%. This method
was also tested on farm animals where it showed its efficiency in removing hybrid individuals from the population.
This method is a new promising tool to manage the level of genetic introgression of C. japonica in natural
populations of C. coturnix.
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INTRODUCTION

L’hybridation entre deux espéces proches est un
phénoméne couramment observé chez de nombreuses
especes animales dont les oiseaux (Randler 2002). Ses
conséquences écologiques et évolutives peuvent étre
contrastées en ce qui concerne le maintien des espéces
parentales. Ainsi I’hybridation peut étre bénéfique en
servant de pont entre deux espéces pour 1’échange de
génes adaptatifs ou en contrant les effets de la
dépression de consanguinité dans de petites
populations. A contrario, la production importante
d’hybrides peut impacter négativement la démographie
des populations parentales si le succes reproducteur des
hybrides est inférieur a celui des parents. Ce
phénoméne peut également aboutir au remplacement
des populations parentales par I’hybride en cas
d’hétérosis (i.e. vigueur hybride) (Todesco et al. 2016).
Chez les oiseaux, une des causes communes
d’hybridation est la mise en contact d’individus issus
de populations naturelles avec des individus issus de
populations domestiquées. Ainsi chez Gallus gallus,
I’étude des plumages éclipses de spécimens de
collection a mis en évidence que le type sauvage était
progressivement remplacé dans son aire de répartition
par des individus issus de I’hybridation avec le type
domestiqué (Peterson and Brisbin 1999). Chez la
perdrix, des hybrides entre la perdrix choukar
(Alectoris chukar) et la perdrix rouge (Alectoris rufa)
ont été utilisés afin de supplémenter les effectifs de
cette derniére, couramment chassée dans son aire de
répartition. Néanmoins, la facilité des hybrides a se
reproduire en milieu naturel couplé a la faible capacité
des hybrides face au risque de prédation (Casas et al.
2011) sont susceptibles de mettre en danger certaines
populations naturelles d’A. rufa.. En réaction, un test
ADN a été développé pour détecter les hybrides
Alectoris rufa x chukar, test sur lequel se base
maintenant la réglementation (Junta de Andalucia,
2016).

L’exemple de la Caille des Blés (Coturnix coturnix) est
similaire. Cette espéce migratrice est largement
chassée et des lachers réguliers sont encore employés
dans certains pays pour compenser les effectifs
prélevés (e.g. Espagne, ltalie ; Sanchez-Donoso et al.
2012). Afin d’améliorer les qualités zootechniques de
ces individus de lachers, I’hybridation avec la Caille
japonaise  (Coturnix  japonica) est encore
considérablement employée dans certains pays. La
forte capacité des individus de lachers & se reproduire
par rapport aux individus sauvages se traduit par une
introgression du génome de C. japonica a ’intérieur
des populations sauvages de C. coturnix (Sanchez-
Donoso et al. 2014). De plus la survie réduite des
individus hybrides en environnement sauvage met en
péril la survie des populations sauvages (Puigcerver et
al. 2014). La détection des hybrides basée sur des
criteres phénotypiques (plumage, chant) est souvent
difficile, notamment aprés plusieurs générations de
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rétrocroisement. Afin de quantifier la présence
d’individus hybrides en populations naturelles ou
parmi les individus de lachers, il est donc important de
développer un test génétique ad hoc.

Le but de cette étude est donc de (1) proposer un panel
de marqueurs moléculaires spécifiquement développés
pour distinguer les individus C. coturnix des individus
C. japonica; (2) adapter une méthode statistique
permettant 1’assignation d’individus dont le pedigree
est inconnu.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Séquencage et désignation des marqueurs SNP
candidats.

Les séquences de 20 C. japonica issues de deux lignées
sélectionnées de facon divergente sur leur
comportement social (lignées S+ et S-, INRA Val-de-
Loire) ainsi que celle de 2 C. coturnix (U. Rennes,
CNRS) ont été obtenues a la suite du programme ANR
SNP-BB (ANR 009-GENM-008) et mises a
disposition pour ce projet. A partir de ces séquences,
1.7 millions de SNP ont pu étre détectés. Une phase de
nettoyage bio-informatique et d’analyses des
fréquences alléliques a permis de réduire ce nombre a
41000 SNP potentiellement spécifiques a I'une ou
I’autre des espéces, parmi lesquels 192 marqueurs
candidats ont été choisis dans le but de couvrir le
génome de Coturnix sp. de fagon homogéne.

1.2. Génotypage des populations de références et
analyses préliminaires.

Quatre-vingt-six  individus  considérés comme
appartenant a I’espéce C. coturnix et 91 individus
considérés comme appartenant a ’espéce C. japonica
ont été génotypés a chacun des 192 marqueurs
candidats (Tableau 1). Soixante individus hybrides
dont le niveau d’hybridation est connu et 24 individus
provenant d’un élevage espagnol ont également été
génotypés. Enfin, 3 individus provenant de I’étude de
Chazara et al. 2010 et issus de prélevements de chasse
ont été inclus, parmi lesquels deux avaient été
identifiés comme hybrides (Individus 3 et 4 de Chazara
et al. 2010), le troisiéme ayant un profil génétique
incertain (Individu 9 de Chazara et al. 2010) (Tableau
1).

De ce jeu de données ont tout d’abord été écartés les
SNP présentant plus de 5% de données mangquantes.
Ensuite, les individus présentant plus de 5% de
données manquantes ont été retirés. Cette phase de
filtrage a abouti & I’obtention d’un jeu de données
épuré comportant 171 marqueurs pour 232 individus
(dont 66 C. coturnix, 81 C. japonica, 25 individus de
statut incertain et 60 hybrides de niveau d’hybridation
connu, Tableau 1).

Une Analyse en Composantes Principales (ACP) a été
conduite sur les échantillons provenant des deux
populations C. coturnix et C. japonica afin d’évaluer la
confiance dans 1’utilisation de ces derniers comme
échantillons de référence. Les 96 meilleurs marqueurs
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ont ensuite été sélectionnés sur la base de I’indice Fy
de différenciation génétique (Nei 1987).

Tableau 1 Nombre et origine des échantillons
utilisés dans la présente étude. n correspond au
nombre d’individus génotypés, ni correspond au
nombre d’individus ayant passé le filtre de qualité.

n Ny
C. japonica
Sept lignées commerciales 71 61
Population INRA (Val-de-Loire, 10 10
PEAT-Nouzilly)
Individus non domestiqués (Japon) 10 10
C. coturnix

Prélévement de chasse :
France (Chazara et al. 2010) 27 27

Espagne 20 20
Maroc 10 5
U. Rennes 1, CNRS 29 14
Statut incertain
Elevage espagnol 24 22

Individus issus de Chazara et al. 2010 3 3

Hybrides de niveau d hybridation
connu obtenus a I’INRA Val de Loire

(PEAT-Nouzilly)

Hybrides F1 20 20
Hybrides F2 20 20
Hybrides F7 20 20
Total 264 232

1.3. Méthode statistique

La méthode statistique utilisée ici est inspirée des
méthodes classiques d’assignation individuelle & des
classes d’hybrides (Montecinos et al. 2017; Campton
and Utter 1985) et est une simplification de la méthode
implémentée dans le logiciel NewHybrids (Anderson
and Thompson 2002). Dans cette approche, nous
considérons qu’un individu de pedigree inconnu peut
étre issu d’un nombre fini de classes d’individus (C;)
(Tableau 2).

Tableau 2 Dénomination des classes d'individus (Ci)
utilisées dans cette étude. Le terme rétrocroisement se
comprend ici comme le croisement d’un individu
hybride avec un individu « Blé » ou « Jap ».
Dénomination Description

« Blé » Individus C. coturnix

« Jap » Individus C. japonica

«F1» Croisement entre un individu
« Blé » et un individu « Jap »

« Fx » Croisement entre deux individus
hybrides dont aucun ancétre n’est
issu de rétrocroisement

« BIéB; » Rétrocroisement entre un individu
« F1 » et un individu « Blé »

« BIéB; » Rétrocroisement entre un individu
« BIéBi.1 » et un individu « Blé »

«JapB1 » Rétrocroisement entre un individu

« F1 » et un individu « Jap »
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Croisement entre un individu
« JapBi.1 » et un individu « Jap »

«JapBi »

Soit un locus biallélique | dont les alléles sont A et a;
sachant les fréquences alléliques dans chacune des
populations « Blé » et «Jap » de référence, il est
possible d’exprimer la fréquence de Iallele A (p¢,) au
sein de chaque classe :

pc;, = 0,5 X Pc; + 0,5 X pc, (1)
Avec pc; et pe, les fréquences alléliques au sein des

classes des deux parents j et k dont un individu de
classe Ci est le produit. De méme, les fréquences
génotypiques attendues au sein de n’importe quelle
classe sont :

p(AA)¢, = Pc; X Pey
p(Aa)Ci = pCj X (1 - ka) + (1 - pC]) X ka (2)
p(aa)Ci = (1 - pC]) X (1 - ka)
Ainsi, pour un individu dont on connait le génotype G
a un locus il est possible de calculer la probabilité
d’observer ce génotype dans une classe d’individus
donnée Ci. On note cette probabilité p(G;|C;). Sous
hypothése d’indépendance entre loci, la probabilité

d’observer un génotype multilocus G a D’intérieur
d’une classe donnée C; est donc égale a :

p(GIC) = li=1 p(G(|Cy) (3)

Ou L correspond au nombre de loci auxquels chaque
individu est génotypé.

Par utilisation de la formule de Bayes et en faisant
I’hypothése a priori qu’un individu a la méme
probabilit¢ de provenir de chacune des classes
d’individu, on peut déterminer la probabilité que
I’individu de génotype G provienne de la classe C;
comme

p(GICy) (4)

PG =57 G

Avec M le nombre de classes d’individus considérés.
On se réfere a cette probabilité dans la suite de cet
article comme étant la probabilité d’assignation du
génotype G a la classe d’individus Ci. On considérera
un individu comme appartenant a une classe si sa
probabilité d’assignation a cette classe est supérieure a
0,90. L’implémentation de cette méthode a été
effectuée a 1’aide du logiciel R (R Core Team 2018).

1.4. Assignation d’individus hybrides produits in
silico

Un jeu de données a été simulé afin de tester la
performance du jeu de 96 marqueurs pour la détection
d’individus hybrides. Ce jeu de données comporte 100
individus pour chacune des classes suivantes : BIé, Jap,
F1, F2, BIéB1, BIéB,, BIéBs. Le génotype multilocus
de chaque individu a été simulé en tenant compte des
probabilités données en équation (1). La probabilité
d’assignation de ces individus simulés a été calculée
pour chacune des classes suivantes : « Blé », « Jap »,
«Fl» «Fx» «BIéB;» «BIéBy» «BIéB;3»,
«JapBi1 », « JapB; », « JapBs ».
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1.5. Assignation d’individus réels hybrides ou de
statut incertain.

La probabilité d’assignation des 60 individus hybrides
de niveau connu et des 25 individus de statut incertain
a été calculée en utilisant les mémes classes que pour
I’assignation des individus simulés.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Statistiques descriptives et sélection des 96
meilleurs marqueurs

Sur les 171 marqueurs retenus a la suite du génotypage,
32 marqueurs présentent un caractére diagnostic de
I’espéce (i.e. I'un des alléles est fixé chez C. coturnix
et ’autre alléle est fixé chez C. japonica). L’analyse en
composantes principales basée sur I’ensemble des 171
marqueurs montre une nette distinction entre les deux
populations de référence, sans individu de coordonnées
intermédiaires (Figure 1). Les deux individus C.
coturnix ségrégeant le long de 1’axe 2 de I’ACP sont
ceux dont le génome a eté séquencé afin de définir les
192 marqueurs a tester, quelques marqueurs
spécifiques a ces deux individus les différenciant des
autres individus de ’espéce. Le Fst multilocus entre C.
japonica et C. coturnix calculé sur la base des 171
marqueurs est de 0,80. Les 96 meilleurs marqueurs ont
été sélectionnés sur la base de leur Fst (mini=0,69,
maxi=1). A DI’échelle de ces 96 marqueurs, le Fsrt
multilocus est de 0,93.

Figure 1 Analyse en composantes principales basée
sur les génotypes des populations C. coturnix (en
vert) et C. japonica (en rouge). Les axes des abscisses
et des ordonnées expliquent respectivement 67,9% et
4% de I’inertie totale.

2.2. Assignation d’hybrides in silico aux différentes
classes d’individus.

Parmi les 100 individus C. coturnix produits par
simulation, tous sont correctement assignés a leur
espece avec des probabilités d’assignation supérieures
a 0,90 (Figure 2). Les résultats sont similaires pour les
individus C. japonica, F1 et F2. A quelques exceptions
pres (5 dans cette simulation), les individus BIéB; sont
également tous assignés a la bonne classe. Le nombre
d’individus au statut ambigu augmente pour les
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individus BIéB; et BIéBs. Pour les individus BIéB,, une
proportion non négligeable ont un statut ambigu entre
la classe «BIéBs» et «BIéB,» Le pattern est
identique pour les individus BIéB; dont la probabilité
d’assignation 4 la classe « Blé » est quelquefois élevée.
Néanmoins, cette probabilité ne dépasse le seuil
d’assignation que dans de rares cas (Figure 2). La
méthode présentée ici présente ses limites lors de la
tentative d’assignation d’individus BIéB4 (données non
présentées), les fréquences alléliques attendues dans la
classe d’individu correspondante « BléBs» sont
tellement proches des fréquences de la classe « Blé »
gue 96 marqueurs ne sont pas suffisant pour obtenir
une distinction satisfaisante des individus des deux
classes. En résumé, cette simulation démontre que la
méthode présentée ici distingue les individus issus de
rétrocroisement de 3™ génération (« BIEB3 ») des
individus C. coturnix avec un taux d’erreur
d’assignation d’environ 1%.

2.3. Assignation d’individus réels hybrides ou de
statut incertain.

Parmi les soixante individus hybrides de niveau connu,
tous les individus ont été assignés sans ambiguité a la
classe dont ils sont censés étre issus, a I’exception d’un
seul (Figure 2). La haute probabilité d’assignation de
cet individu F7 & la classe « JapB1 » est probablement
le fruit du hasard, les aléas de méiose dans sa
généalogie ayant abouti a la mise a 1’état homozygote
de nombreux alléles C. japonica chez celui-ci.

Les deux individus considérés comme hybrides dans
I’étude de Chazara et al. (2010) ont ici également été
assignés a la classe hybride «Fx». Le troisieme
individu au profil génétique incertain a lui été
considéré comme appartenant sans ambiguité a la
classe « Blé » dans le présent article. Dans leur étude,
Chazara et al. (2010) ont utilisé des marqueurs
microsatellites qui n’étaient pas choisis sur la base de
leur propriété discriminante entre C. coturnix et C.
japonica. Le gain de précision obtenu grace a
I’utilisation du jeu de marqueurs spécifiques permet
donc d’expliquer ce résultat.

Enfin, parmi les 22 échantillons provenant de I’¢levage
espagnol, seulement 13 individus sont assignés a la
classe « Blé », 3 sont assignés a la classe « BIéB; », 3
a la classe « BIéB; », et 3 ont un statut ambigu entre la
classe «BIéB: » et la classe « BIéB, ». Ce résultat
démontre 1’utilité de la méthode pour détecter la
présence d’individus hybrides en populations
naturelles et contrdler le statut génétique des individus
de lachers dans les pays ou cette pratique est utilisée.

CONCLUSION

Notre étude met a disposition un outil moléculaire et
statistique permettant de distinguer les individus C.
coturnix de C. japonica et de leurs hybrides. Les études
antérieures ayant eu le méme objectif mettaient en
ceuvre des marqueurs non originellement développés
dans ce but (Smith et al. 2018; Amaral et al. 2007;
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Sanchez-Donoso et al. 2014). Cette étude est la
premiére pour laquelle le choix des marqueurs a été
explicitement effectué avec 1’objectif de différencier
les deux espéces.

Le lacher de Coturnix sp. afin de supplémenter les
populations naturelles est encore une pratique courante
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nombre de marqueurs, description fine de la diversité
génétique chez les populations naturelles de C.
coturnix). En parallele, une méthode d’estimation de
I’introgression génétique au niveau populationnel et
non plus individuel est en cours de développement. Ces
deux méthodes complémentaires feront 1’objet d’une

dans certains pays (Espagne, ltalie). Jusqu’a présent  future communication.
aucun outil n’existait pour Vérifier le statut génétique
des individus utilisés lors de ces lachers. Notre
méthode permet ce contréle et pourra étre utile afin de
limiter les risques d’introgressions génétiques de C.
japonica vers les populations naturelles de C. coturnix
(Smith et al. 2018).

De nombreuses pistes d’amélioration sont également
envisagées pour raffiner la méthode (plus grand
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RESUME

La structure du déséquilibre de liaison (DL) au sein des populations en sélection impacte fortement la précision
obtenue lors des études de cartographie de QTL ou lors de I’évaluation génomique des reproducteurs. Chez les
oiseaux, la structure hétérogéne du génome nécessite de décrire précisément le DL pour optimiser la sélection.
L’utilisation des puces SNP haute densité pour le génotypage des populations de volailles est une opportunité
pour approfondir notre connaissance de la structure du DL de ces populations. L’objectif de cette étude est
d’acquérir une connaissance haute résolution de la structure du DL au sein de populations de poules de types
ponte et chair. Nous avons analysé les génotypes (puce 600 K Affymetrix® Axiom® HD SNP) de 1541 animaux
issus de 3 populations. L étendue et le niveau du DL ont été estimés par le r* moyen a distance physique donnée
entre SNP. Cette étude met en évidence des différences importantes de structure du DL entre lignées et entre
chromosomes. L’étendue et le niveau du DL sont plus importants dans les lignées de type ponte ou pour les
macro-chromosomes et le chromosome Z. Ce niveau important de DL peut faciliter la détection de QTL sur ces
chromosomes, mais peut également compliquer la localisation fine de polymorphismes causaux. A l’inverse, le
faible niveau de DL observé sur les micro-chromosomes nécessite 1’utilisation d’une forte densité de SNP pour
détecter une association avec un phénotype, mais devrait permettre la cartographie fine d’un polymorphisme
causal. Ces différences sont a prendre en considération pour définir une stratégie de génotypage économique et
efficace pour la cartographie fine de QTL ou I’évaluation génomique.

ABSTRACT

A Linkage disequilibrium study in layers and broiler commercial chicken populations.

Knowledge of the linkage disequilibrium (LD) pattern is useful in animal genetic studies as it underlies mapping
studies and genomic selection. This is all the more important in birds given the heterogeneous structure of the
avian karyotype. Recently, the availability of the high density 600 K Affymetrix® Axiom® HD SNP genotyping
array allowed to assess an in-depth knowledge of the LD pattern in chicken genome. The aim of the present
study was to assess a higher resolution of the LD pattern in chicken genome in layer and broiler lines. In this
study, we analyzed genotypes of 1541 animals from layers and broiler commercial populations to characterize
their LD pattern. LD was measured by the average r° value at a given physical distance between SNP. LD
extended over a larger region for layer lines than for broiler line. Most differences between lines appeared at
small interval distances (< 0.5Mb). LD extent and decay differed considerably between chromosomes categories.
Average 1* values were higher for Z chromosome than for macro, intermediates and micro-chromosomes. The
extent of useful LD observed for autosomal chromosomes was at least ten-fold longer for layer lines than for
broiler. Finally, this study shed light on high LD for Z chromosome. The differences in LD pattern observed
between chromosomes and chicken lines should be taken into account to define an economically efficient
genotyping strategy.
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INTRODUCTION

La structure du déséquilibre de liaison (DL) au sein
des populations en sélection impacte fortement la
précision obtenue lors des études de cartographie de
QTL ou lors de [D’évaluation génomique des
reproducteurs. En se basant sur le génotype de
plusieurs centaines de milliers de marqueurs, les
études d’association a I’échelle du génome (GWAS)
reposent sur I’étendue et le niveau du déséquilibre de
liaison (DL) entre marqueur et polymorphisme causal
pour aboutir a une localisation fine de QTL. Le DL
est également un des paramétres affectant la précision
des évaluations génomiques. Une connaissance
approfondie du DL est donc un préalable pour
parvenir a une prédiction fiable de la valeur génétique
des candidats a la reproduction et pour maximiser le
gain génétique en sélection génomique (Meuwissen et
al., 2001). D’autre part, 1’étendue du DL est
également un parameétre important pour la sélection
d’un sous-ensemble de marqueurs pour la réalisation
d’une puce basse densité nécessaire pour la mise en
ceuvre de stratégies de génotypage a large échelle.
Depuis 2013, une puce haute densité (600 K
Affymetrix® Axiom® HD SNP genotyping array) est
disponible pour le génotypage des poules. Ce support
de génotypage a été réalisé en se basant sur 24 lignées
de poules (lignées expérimentales ou commerciales de
types pontes et chairs) de maniére a assurer une
distribution uniforme (sur la base d’une carte
génétique) de marqueurs informatifs quel que soit le
type d’individu génotypé (Kranis et al., 2013).

Chez les oiseaux, la structure du génome est
particulicrement hétérogéne. Chez la poule le génome
est composé de 38 autosomes et d’une paire de
chromosomes sexuels. Les autosomes sont organisés
en chromosomes de grande taille ou macro-
chromosomes qui contiennent de 40 — 200 millions de
paires de bases (Mb) (chromosomes 1 a 5),
chromosomes de taille intermédiaire de 20 — 40 Mb
(chromosomes 6 a 10) et de micro-chromosomes dont
la taille est inférieure a 20 Mb (chromosomes 11 a
38). Le taux de recombinaison et la densité génique de
ces micro-chromosomes sont supérieurs a ceux des
autres catégories de chromosomes (International
Chicken Genome Sequencing Consortium, 2004).

L’objectif de cette étude est d’acquérir une
connaissance haute résolution de la structure du DL
au sein de populations de poules de types génétiques
ponte et chair en nous référant aux génotypes obtenus
a partir d’une puce haute densité (600 K Affymetrix®
Axiom® HD SNP genotyping array).

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Génotype
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Les génotypages de 1541 animaux provenant de deux
lignées commerciales de poules pondeuses et d’une
lignée commerciale de poulet de chair ont été utilisés
dans le cadre de cette étude. Les deux lignées de
poule pondeuses proviennent de la société
NOVOGEN. 1l s’agit d’une lignée Leghorn a ceuf
blanc (L, 771 individus) et d’une lignée Rhode-Island
(RI, 447 individus) a ceuf brun. La lignée de type
chair, lignée male a croissance rapide (Shaver Yellow
Cornish (SYC), 383 individus), vient quant a elle de
la sociét¢ HUBBARD. Les génotypages ont été
effectués avec le support 600 K Affymetrix®
Axiom® HD SNP genotyping array. Ce support de
génotypage contient 580 961 SNP répartis sur les
chromosomes 1 a 28, le chromosome 33, le groupe de
liaison LGE64 ainsi que sur les deux chromosomes
sexuels. Parmi ces SNP, 3724 n’ont pas pu étre
localisés. La localisation des marqueurs a été
effectuée sur la version 5 de I’assemblage du génome
de Gallus gallus.

Au sein de chaque lignée la qualité des données de
génotypages a été controlée avec le logiciel PLINK
(PLINK version 1.9; WWW.COg-
genomics.org/plink/1.9/) (Chang et al., 2015). Les
SNP dont le taux d’assignation de génotype (call rate)
est inférieur a 95%, la fréquence de [I’allele
minoritaire (MAF) est inférieure a 0,05 ou s’éloignant
trop de 1’équilibre de Hardy-Weinberg (HWE) (P-
value <0,0001) ont été supprimés de 1’analyse. Pour
réaliser cette étude, seuls les SNP possédant une
assignation chromosomique ont été utilisés. Les SNP
localisés sur les chromosomes W, 16, 33 et sur le
groupe de liaison LGE-64 ont ¢également été
supprimés de I’analyse, du fait du faible nombre de
marqueurs  localisés sur ces chromosomes.
L’ensemble des individus de 1’analyse ont é&té
conservé et avaient un call rate > 95%.

1.2. Estimation du déséquilibre de liaison

Le DL, qui est caractéristique d’une population, décrit
les associations non aléatoires entre alléles a des loci
différents. Le niveau de DL peut étre mesuré par le r*
qui mesure la corrélation entre alleles de deux loci.
Ainsi deux marqueurs ayant un r* de 1 sont totalement
équivalents et I'un peut étre utilisé comme substitut de
l'autre (I'information contenue est équivalente). Dans
le cadre de cette étude, le * a été utilisé comme
mesure du DL entre chaque paire de SNP au sein d’un
chromosome pour chaque lignée étudiée. Cette
mesure a ¢té effectuée avec le logiciel PLINK. Le
niveau et 1’étendue du DL ont été calculés pour
chaque catégorie de chromosome selon la
classification établie par I’International Chicken
Genome Sequencing Consortium, & savoir les macro-
chromosomes, les chromosomes intermédiaires, les
micro-chromosomes et le chromosome sexuel Z. Au
sein de chaque lignée, la structure du DL a été estimée
pour chaque catégorie de chromosome comme étant la
valeur moyenne du r’ pour une distance physique
donnée entre SNP.
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2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Marqueurs

Comme le montre le Tableau 1, la plupart des SNP
non conservés dans 1’étude ont été supprimés du fait
de leurs faible MAF. Il apparait clairement dans ce
tableau que les lignées de type ponte ont une
proportion de SNP a faible MAF plus importante que
la lignée de type chair montrant une quasi-fixation
d’un nombre plus important de SNP dans ces lignées.
La lignée Leghorn est la lignée qui posséde le plus
petit nombre de marqueurs informatifs, tandis que la
ligné SYC est la lignée possédant le plus grand
nombre de marqueurs informatifs. Ce résultat
démontre que la lignée chair est plus polymorphe que
les lignées de type ponte. Cette différence de
variabilité génétique peut s’expliquer d’une part par
I’histoire de la lignée (création plus ou moins récente)
et d’autre part par le nombre de reproducteurs non
apparentés utilisés dans chacune des lignées. Ces
résultats corroborent les résultats d’études précédentes
(Megens et al., 2009; Qanbari et al., 2010). Malgré de
grandes différences dans le nombre de marqueurs
informatifs retenus pour chaque lignées, la couverture
du génome est sensiblement la méme pour les trois
lignées considérées (environ 1,02 Gb). La distance
moyenne entre deux marqueurs informatifs
consécutifs est inférieure a 5 kb pour toutes les
lignées.

2.2. Analyse du déséquilibre de liaison

L’étendue et la décroissance du DL ont été estimées
pour chaque lignée en fonction de la distance
physique séparant les marqueurs (Tableau 2).

Dans les trois lignées ¢étudiées, le DL décroit & mesure
que la distance séparant les marqueurs augmente, pour
atteindre 0,02 quand la distance entre les SNP
considérés est supérieure a 3 Mb pour la lignée chair
ou supérieure & 5 Mb pour les lignées ponte. Le
niveau du DL varie énormément entre les lignées
considérées, et cela d’autant plus que les distances
entre marqueurs sont petites. La lignée Leghorn et la
lignée chair ont respectivement le niveau de DL
moyen le plus fort et le plus faible quel que soit la
distance inter-marqueurs considérée et ce malgré le
fait que la distance moyenne entre deux marqueurs
adjacents soit plus importante dans les lignées ponte
que dans la lignée chair.

L’étendue et la décroissance du DL ont également été
analysées intra-lignée en fonction des catégories de
chromosomes. Comme le montre la Figure 1,
I’étendue et la décroissance du DL dépendent
grandement de la catégorie de chromosome
considérée. Quelle que soit la lignée considérée, le
niveau du DL est plus élevé et s’étend sur une plus
grande distance pour le chromosome Z puis pour les
macro-chromosomes que pour les chromosomes
intermédiaires et les micro-chromosomes. Le niveau
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et I’étendue du DL sont plus importants dans la lignée
Leghorn que dans la lignée RI et la lignée SYC.

De maniére générale, un DL moyen supérieur a 0,3
est considéré comme suffisant et donc utile pour
mener des analyses d’association ou des évaluations
en sélection génomique (Ardlie et al., 2002; Calus et
al., 2008). De ce point de vue, comme le montre le
Tableau 3, I’étendue du DL utile (DL > 0.3) pour
I’ensemble des autosomes est trés similaire pour les
deux lignées ponte. Au niveau du génome 1’étendue
du DL utile se situe entre 200 et 300 kb pour les
lignées ponte et entre 20 et 30 kb pour la lignée chair.
A titre de comparaison, I’étendue du DL utile se situe
entre 280 et 413 kb dans les races porcines
occidentales (respectivement Large White et Duroc)
et entre 33 kb et 40 kb pour les races bovines
(Holstein et Angus)(Ai et al., 2013; Pérez O’Brien et
al., 2014). Au niveau des chromosomes de grande
taille (macro et intermédiaire) 1’étendue du DL utile
dans les lignées ponte est environ 10 fois plus grande
que chez la lignée chair. Cet écart est plus important
encore si I’on considére les micro-chromosomes pour
lesquels apparait également une légere différence
entre les lignées ponte. Cette différence d’étendue du
DL utile au niveau des micro-chromosomes pourrait
s’expliquer par le fait que le taux de recombinaison
est plus important pour ces chromosomes de petites
tailles que pour les autres autosomes. Cette importante
différence d’étendue du DL utile entre lignées n’est
toutefois pas observée au niveau du chromosome Z.
L’étendue du DL utile sur le chromosome Z est de
I’ordre de 500-1500 kb pour la lignée L, 400-500 kb
pour la lignée RI et 300-400 kb pour la lignée chair
La différence d’étendue du DL utile entre le
chromosome Z et les chromosomes de grande taille
(macro et intermédiaire) est relativement faible pour
les lignées ponte, elle est d’un facteur 10 pour la
lignée chair.

CONCLUSION

Dans le cadre de cette étude nous avons réalisé¢ une
caractérisation haute résolution de la structure du DL
de trois lignées commerciales de poules de types
génétiques ponte et chair en nous basant sur des
génotypes obtenus a partir d’une puce haute densité
(600K Affymetrix® Axiom® HD SNP genotyping
array). L étendue et le niveau de DL observés varient
grandement entre lignées et entre catégories de
chromosomes. Les différences observées entre lignées
sont nettement plus marquées entre types génétiques
ponte et chair qu’entre les deux lignées de type ponte.
L’étendue importante du DL pour le chromosome Z
ainsi que pour les macro-chromosomes peut faciliter
la détection de QTL sur ces chromosomes. Cependant
cette caractéristique du DL va rendre plus compliquée
la localisation fine des polymorphismes causaux. A
I’inverse, sur les micro-chromosomes, le faible niveau
de DL observé impose I’utilisation d’une carte plus
dense en marqueurs afin de pouvoir identifier une
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association marqueurs / phénotype, mais devrait étre ~ QTL ou I’évaluation génomique. Concrétement, dans
un avantage pour la cartographie fine dun le cadre de la réalisation d’une puce basse densité
polymorphisme causal. Ces différences dans la  pour la mise en ceuvre d’un génotypage de routine a
structure du DL entre différents types génétiques et  grande échelle, ces résultats impliquent une sélection
catégories de chromosomes sont a prendre en  de marqueurs différenciée (nombre et localisation) en
considération pour définir une stratégie de génotypage  fonction des lignées a génotyper.

économique et efficace pour la cartographie fine de
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Tableau 1. Description des marqueurs pour chaque lignée.

Ponte Chair

L RI SYC
Nombre total de SNP 580961 580961 580961
SNP Call rate < 95% 2530 7 541 4274
MAF' < 0,05 327 452 258 772 181 584
HWE? < 0,0001 3 857 12 538 6 664
SNP conservés 245 669 (42%) 300 362 (52%) 386 187 (66%)
Couverture du génome (Mb) 1017 1017 1019
Distance moyenne entre SNP adjacent (kb) 4,1 3,4 2,6

" MAF: Nombre de SNP ayant une MAF <0,05
> HWE: Nombre de SNP s’écartant de 1’équilibre de Hardy—Weinberg P-value <0,0001.

Tableau 2. Niveau du déséquilibre de liaison en fonction de la distance physique entre SNP.

Ponte Chair
L RI SYC
Distance (Mb)' Moyenne + SD Moyenne = SD Moyenne + SD
0.0-0.025 0.62+0.37 0.52+0.38 0.34+0.33
0.025-0.05 0.53+0.37 0.46 +0.37 0.28 £0.29
0.05-0.075 0.49+0.36 0.43+0.36 0.25+0.28
0.075-0.12 0.44+0.35 0.39+0.35 0.23+0.26
0.12-0.2 0.39+0.34 0.35+0.33 02+0.24
0.2-0.5 029+0.3 0.27+0.29 0.15+0.2
0.5-1.5 0.16 +0.22 0.15+0.21 0.08 +£0.14
1.5-3.0 0.07+0.14 0.07+0.14 0.04 +£0.09
3.0-5.0 0.04 £ 0.09 0.04 +£0.09 0.02 £ 0.05
5.0-10.0 0.02 £+ 0.05 0.02 +0.05 0.01+0.02

" Distance (Mb): basé sur ’assemblage de référence Gallus gallus - 5.0.

Tableau 3. Etendue du déséquilibre de liaison utile (1* > 0.3).

Ponte Chair
L RI SYC
Génome 200-300 kb  200-300 kb 20-30 kb
Macro-chromosomes 300-400 kb 400-500 kb  30-40 kb
Chromosomes intermédiaires  200-300 kb 200-300 kb~ 20-30 kb
Micro-chromosomes 100-200 kb~ 90-100 kb 5-7.5 kb
Chromosome Z 500-1500 kb  400-500 kb  300-400 kb

Figure 1. Décroissance du déséquilibre de liaison en fonction de la distance entre SNP par catégorie de

chromosome.
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RESUME
Depuis quelques années, la sélection génomique commence & se mettre en place dans la filiére avicole. Dans le but

d’optimiser les schémas de sélection, et donc le progrés génétique des populations sélectionnées, il est important de
connaitre la précision de l’évaluation génomique, comparativement a 1’évaluation génétique. Dans une étude
précédente, il avait été observé que 1’usage de la sélection génomique a la naissance était une stratégie tres
prometteuse pour la sélection des reproducteurs en race pure. Le croisement entre lignées pures étant utilisé a large
échelle par les schémas de sélection avicoles, il s’est posé la question de 1’utilisation des données des descendantes
croisées sur 1’évaluation des reproducteurs, et de leur influence sur la précision de 1’évaluation.

Dans le cadre de cette étude, 2 objectifs ont été poursuivis. Tout d’abord, estimer la corrélation génétique, pour un
méme caractére de qualité d’ceuf, entre la performance exprimée par des poules de lignée pure, et celle des poules
croisées. Ensuite, estimer les différences de précision apportées par I’intégration des données des croisées a
I’évaluation en lignée pure.

Les résultats ont montré que la corrélation génétique entre caractére pur et croisé est forte, mais ne permet pas de
considérer qu’il s’agit du méme caractére. L’ajout des performances de croisées aux évaluations a permis d’obtenir
des résultats globalement meilleurs qu’en évaluations séparées.

ABSTRACT

Contribution of crossbred information for genomic evaluation of egg quality in layers.

Avian breeders are currently putting in place genomic selection in their selection schemes. One key parameter to
optimize selection schemes, and so genetic gain of selected populations, is to correctly predict the accuracy of
genomic evaluation. In a previous study, it has been shown that genomic selection at birth was a very promising
strategy for breeders selection in purebred. As crossbred between pure lines is commonly used in avian selection
schemes, raises the question about the use of crossbred offspring in breeders evaluation, and their impact on
evaluation accuracy.

In this study, we had 2 goals. First, estimation of genetic correlation, for the same egg quality trait, between
performance from pure line, and cross line layers. Then, estimation of the differences in evaluation accuracy, by
adding crossbred information to pure line evaluation.

Results shown that genetic correlation between purebred and crossbred trait is strong, but did not allow to consider
that it is the same trait. Adding crossbred performances into evaluations allowed to obtain better results, globally,
than in separated evaluations.
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INTRODUCTION

Depuis quelques années, la sélection génomique
commence a se mettre en place dans la filiére avicole
en France. Dans le but d’optimiser les schémas de
sélection, et donc le progrés génétique des populations
sélectionnées, il est important de connaitre la précision
de [D’évaluation génomique, comparativement a
I’évaluation génétique. Dans de précédentes études
(Wolc et al 2015, Wolc et al 2016, Picard Druet et al
2018), il avait été observé que 1’usage de la sélection
génomique a la naissance était une stratégie tres
prometteuse pour la sélection des reproducteurs en race
pure, comparée a I’évaluation génétique sur collatéraux
utilisée traditionnellement en sélection.

Dans ce contexte s’est posée la question de I’utilisation
des données des descendantes croisées sur 1’évaluation
des reproducteurs. Le croisement entre lignées pures
est utilisé & large échelle par les schémas de sélection
avicoles, notamment afin d’obtenir des individus
adaptés aux différents marchés. Les performances de
ces individus ne sont pas exploitées lors des
évaluations des reproducteurs, qui n’utilisent que les
performances des apparentés de lignée pure.

Or, plusieurs études (Dekkers 2007, Cavero et al. 2010,
Xiang et al. 2016 JAS) ont mis en avant I’intérét
d’utiliser les données d’animaux croisés pour évaluer
les reproducteurs, que ce soit en évaluation genétique,
ou en évaluation génomique. Il a également été montré
une différence entre les caractéres mesurés chez des
individus de race pure, et les caracteres mesurés chez
leurs descendants croisés (Cavero et al. 2010, Xiang et
al. 2016 GSE). Ces différences ont un impact sur
I’optimisation des schémas de sélection.

Deux objectifs ont été poursuivis dans le cadre de cette
étude. Tout d’abord, estimer la corrélation génétique
entre la performance exprimée par des poules de lignée
pure, et celle des poules croisées pour des caractéres de
qualit¢ d’ceuf. Ensuite, estimer les différences de
précision apportées par I’intégration des données des
croisées a 1’évaluation en lignée pure, en évaluation
génétique et en évaluation génomique.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Données

Les données phénotypiques (Tableau 1) portent sur les
performances en qualité d’ceuf de 19 220 poules de

-91 -

JRA-JRFG 2019

lignée pure (réparties en 12lots) et 44436
descendantes croisées (réparties en 9 lots). Ces
données proviennent des lignées Rhode Island,
sélectionnées par la société Novogen. Trois caractéres
de qualité d’ceuf ont été étudiés : Poids de 1I’ceuf (PO),
couleur de la coquille (LAB, caractére composé du
ratio entre la part de rouge et de jaune dans la couleur,
et la clartée de la coquille) et force nécessaire pour
fracturer la coquille (FF).

A ces informations s’ajoutent les génotypes des
reproducteurs de lignée pure (1214 males et 1148
femelles, également phénotypées), obtenus avec une
puce 600k SNP Affymetrix® Axiom® HD. Apres
filtration, 302 102 SNPs ont été conservés dans les
génotypes.

Les données ont été regroupées en 2 jeux, le premier
avec les données récoltées sur les individus ages
d’environ 50 semaines, dont tous les individus sont en
cages collectives (CC), le second sur ceux agés de 70
semaines, avec les poules croisées en cages collectives,
et les individus de race pure en cages individuelles
cn.

Pour chaque caractére, les mesures ont été ajustées
pour les effets environnementaux via la procédure
GLM de SAS®. Le modeéle prend en compte la batterie,
la position de la cage dans la batterie, le lot, I’age de la
poule, ainsi que le nombre de jours écoulés entre la
ponte et la mesure. Les données dont les résidus avaient
une valeur absolue supérieure a 5 fois 1’écart type du
caractere, ont ensuite été supprimées. Elles
représentaient moins de 0,1% des mesures. Enfin, les
performances ont été centrées et réduites.

Parmi cette population, une population candidate de
174 reproducteurs males, de lignée pure, ayant des
descendants purs et croisés, a ensuite été constituée
afin de pouvoir estimer leurs valeurs génétiques dans
différents cas de figure.

1.2. Evaluations

Les différents logiciels utilisés pour les évaluations
sont issus de la suite BLUPF90 (Misztal et al. 2002).
Les matrices de variances-covariances ont été estimees
via REML, en utilisant I’ensemble des données a notre
disposition (phénotypiques et génotypiques). Chaque
caractere a été évalué séparément, en bi-caractére : PB
(caractéres mesurés chez des individus de race pure) et
CB (caractéres mesurés chez leurs descendants

Croiseés).
Les matrices obtenues ont permis d’estimer
I’héritabilité de chaque caractére, ainsi que les

corrélations génomiques entre caractere PB et
caractéere CB.
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Ces matrices ont ensuite été utilisées pour réaliser les
évaluations avec une méthodologie BLUP (évaluation
génétique) ou Single Step GBLUP (ssGBLUP,
évaluation génomique) (Aguilar et al. 2010).

L’objectif majeur était d’observer la précision de
I’évaluation mixte (avec toutes les données
phénotypiques), par rapport aux évaluations séparées
(’évaluation utilisant uniquement les performances
des PB et celle utilisant uniqguement les performances
issus des individus CB).

Différents cas de figure ont été utilisés pour ces
différentes évaluations :

— Utilisation des génotypes des reproducteurs males et
femelles (évaluation génomique) ou non (évaluation
génétique)

— Variation de la quantité d’information phénotypique
a disposition : ascendance ; ascendance et collatéraux ;
ascendance, collatéraux et descendance.

— Utilisation des données des individus jeunes (CC) ou
en fin de carriere (CI).

1.3. Estimation des précisions des évaluations

Afin d’estimer la précision de nos évaluations mixtes,
il a fallu fixer évaluation de référence, dont les valeurs
génétiques estimeées ont éte considérées comme étant la
Valeur Génétique Vraie.

Deux référence ont été utilisées :

La premiére référence utilisée a été la meilleure
évaluation possible (avec 1’ensemble des données,
génotypique et phénotypique) avec uniquement les
mesures faites sur les individus de race pure, pour les
caractéres PB. L’objectif était de pouvoir comparer le
comportement de 1’évaluation mixte par rapport a
I’évaluation sur les données de race pure, en utilisant
une référence commune.

Dans un second temps, la référence utilisée a été la
meilleure évaluation possible (avec ’ensemble des
données, génotypique et phénotypique), mais cette
fois-ci, en évaluation mixte.

La précision des évaluations pour chaque caractere a
ensuite été estimée via une corrélation de Pearson entre
les valeurs génétiques ou génomiques estimées pour la
population candidate, et la valeur de référence, pour
notre population candidate de 174 individus.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1. Parameétres génétiques

L’héritabilité des différents caractéres (Tableau 2), que
ce soit en CC ou en ClI, est proche de celles estimées
lors des évaluations uniquement sur pures ou sur
croisées (Picard Druet et al 2018).

Les corrélations génétiques entre caractéres PB et CB
(Tableau 3), comprises entre 0,75 et 0,8, montrent qu’il
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y a un fort lien entre caractéres PB et CB, mais qu’on
ne peut pas considérer qu’il s’agisse du méme
caractere. Ces résultats sont cohérents avec ce qui avait
été montré dans la littérature (Cavero et al. 2010, Xiang
et al. 2016).

2.2. Précision des évaluations

Les résultats présentés ici sont ceux obtenus avec les
données CI, comparés a la référence pure. Les autres
résultats obtenus, avec les données CC, et avec les
autres références sont trés semblables.

L’évolution générale de la précision de 1’évaluation en
fonction de la quantit¢ d’information a disposition
(Figure 1) est trés proche de celle observée en
évaluation uniquement sur la lignée pure (Picard Druet
et al 2018). L’ajout d’information phénotypique
permet d’améliorer la précision de I’évaluation. Les
évaluations génomiques sont également plus précises
que les évaluations genétiques, & quantité
d’information phénotypique équivalente, de par la
prise en compte de I’information génotypique.

L’écart de précision estimé entre caractére PB et CB
reflete ce qui était estimé en matiére de corrélation
génétique entre ces caracteres. Ce ne sont pas les
mémes, ce qui se répercute dans I’estimation de la
valeur génétique des reproducteurs sur les caractéeres
PB et CB, et donc la corrélation avec la référence.

On peut également observer une différence entre les
estimations de précision des caractéres PO, LAB et FF.
A quantité d’information égale, la corrélation des
valeurs estimées pour ces caracteéres a la référence n’est
pas la méme. Un tel phénomeéne avait déja été observé
en évaluation avec les données pures. Cela peut
s’expliquer par une architecture génétique différente de
ces caracteres, ce qui a un impact sur la qualité de
I’évaluation (Romé et al. 2015).

Concernant 1’évaluation génomique sur descendance
(qui est la référence mixte), on n’observe pas de fortes
différences en matiére de précision d’évaluation, si
I’on compare évaluation mixte par rapport aux
évaluations pures et croisées séparément. La référence
mixte semble donc assez proche des références pures
et croisées, sans étre strictement identique.

En comparant les estimations de précision des
caracteres PB en évaluation mixte avec celles obtenues
en évaluation pure, par rapport a la référence pure
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(Figure 2), on peut observer que I’évaluation mixte  Cela signifie qu’en fonction de 1’objectif de sélection,
obtient des résultats aussi bien corrélés, sinon mieux,a  sur caractére PB ou CB, les reproducteurs sélectionnés
la référence que ceux de 1’évaluation pure. Ainsi, en  ne seront pas les mémes.

évaluation génomique mixte sur ascendance, le

caractere PO a une corrélation de 0,57 au lieu de 0,55, [ *¢valuation commune utilisant les données pures et
et 0,63 au lieu de 0,54 en évaluation génomique sUr  ¢rojsées permet d’obtenir globalement des précisions
ascendance et collatéraux, ceci en prenant en compte plus élevées qu’en évaluation séparée, que ce soit en
que la référence utilisée désavantage 1’évaluation  gyaJuation pure ou croisée. Cet ajout de données
mixte. En utilisant la référence mixte, la précision  permet en outre d’avoir les informations sur la valeur
estimée de Iévaluation mixte augmente, en moyenne  génétique des reproducteurs par rapport aux deux types
de 0,05 en CI. de caractéres, PB et CB. L’intégration des données des
Un résultat équivalent est observé quand on compare  gescendants croisés a 1’évaluation des reproducteurs
I’évaluation mixte avec I’évaluation croisée, par  semble donc une stratégie prometteuse, dans le but
rapport a la référence croisée. d’optimiser la précision de I’évaluation.

L’¢évaluation mixte semble donc permettre d’obtenir ] reste encore a juger de la pertinence de 1’évaluation
des résultats plus proches de la meilleure évaluation  mixte, en fonction des objectifs de sélection. En effet,
possible, en comparaison des évaluations séparées. I'usage des données de croisées en sélection suppose
d’avoir, en plus des mesures de performances, une
tragabilité entre les descendantes croisées et leurs
géniteurs en race pure. Le surcolt engendré n’est pas

CONCLUSION

Nous avons pu observer que les caractéres PB et CB,
s’ils sont proches, ne peuvent étre considérés comme
identiques, et cela se répercute dans la précision de
I’évaluation. Un reproducteur n’aura pas la méme
valeur génétique sur caractére PB et sur caractere CB.

forcément optimal dans le cadre d’un choix de
sélection sur caractére PB, par exemple.
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Tableau 1. Nombre d’individus dans les populations PB et CB

PB CB
Phénotypés 19 220 44 436
Génotypés 2 362 0
Généalogie 20434 46 798

Tableau 2. Héritabilités des caractéres en évaluation mixte (entre parenthése, I’erreur standard)

PO PB PO CB LAB PB LAB CB FF PB FF CB
cc 0.65(0.02)  0.80(0.02) 062(0.02) 055(0.02) 0.28(0.02)  0.27(0.02)
Cl 0.77(0.00) = 0.83(0.00)  0.64(0.01)  051(0.01) = 0.44(0.03)  0.30(0.03)

Tableau 3. Corrélations génétiques entre caractéres PB et CB en évaluation mixte (entre parenthése, I’erreur
standard)

FF
0.75 (0.02)

LAB
0.81 (0.02)

PO

cc 0.71 (0.02)

Figure 1. Précision des évaluations mixtes par rapport a la référence pure, en CI

m Coll gene
mmm Coll geno

Desc gene
. Desc geno

N Asc gene
mmm Asc geno

fulili

PO PB PO CB LAB PB LAB CB FF PB FF CB

Figure 2. Comparaison de la précision des évaluations mixtes, par rapport a la référence pure, en Cl. A gauche,
évaluations génétiques, a droite, évaluations génomiques.
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RESUME

La disponibilité en 2013 d’une puce a SNP commerciale haute densité (600 000 marqueurs) pour I’espéce poule a
permis la mise en place de la sélection génomique dans les filiéres ponte et chair. Toutefois, le colt de cette puce
reste élevé pour génotyper en routine 1’ensemble des candidats a la sélection. L’un des enjeux est le développement
de puces SNP basse densité (BD) de moindre cott. L objectif est d’imputer ’ensemble des génotypes manquants
pour revenir a une information 600K SNP avant de réaliser 1’évaluation génomique. Toutefois, I’impact de
I’utilisation directe des génotypages BD sur la précision des évaluations génomiques a été peu décrit.

L’objectif est donc de juger de I’intérét de I’imputation des génotypages BD pour 1’évaluation génomique dans
une lignée de poule pondeuse. Les puces BD ont été construites selon une méthodologie équidistante. Les
évaluations génomiques ont été réalisées sur le poids d’ceuf et sur la force de fracture, avec une méthodologie
ssGBLUP. L’impact des erreurs d’imputation, ou de 1’absence d’imputation, sur le classement des candidats a la
sélection lors d’une évaluation génomigque sur ascendance a éte évalué. Pour cela, les valeurs génomiques obtenues
(GEBV), avec les génotypages imputés ou non depuis la puce BD, ont été comparées aux GEBV obtenues avec la
puce haute densité (HD). La précision des GEBV a également été étudiée en prenant en référence les GEBV
estimées sur descendance.

Le classement des candidats a la sélection avec les génotypages BD imputés est plus corrélé avec celui basé sur
les génotypages HD que sans imputation. Toutefois, les corrélations sont toutes supérieures a 0.95 pour une densité
supérieure a SK SNP. L’impact de I’imputation sur le classement des individus est donc faible. Par ailleurs, la
précision des GEBV estimées sur ascendance est équivalente entre les différentes stratégies (avec ou sans
imputation) dans le cas du poids d’ceuf pour une densité supérieure a 2K SNP, mais tend a se dégrader pour de trés
basses densités de SNP dans le cas de la force de fracture. L’utilisation de I’'imputation est possible sans diminution
significative de la précision des évaluations génomiques par ssGBLUP. L’absence d’imputation est également
possible mais la dégradation observée sur la précision des GEBV semble dépendre des caractéres.

ABSTRACT

Interest of using imputation for genomic evaluation in layer chicken

With the availability of the 600K Affymetrix® Axiom® high-density (HD) single nucleotide polymorphism (SNP)
chip, genomic selection has been implemented in broiler and layer chicken. However, the cost of such HD SNP
chip is still too high to genotype all selection candidates. A solution is to develop low density SNP chip, at a lower
price, and to impute all missing markers before doing a genomic evaluation. However, the impact of the direct use
of low density SNP chip on genomic evaluation accuracy is not well documented.

In this perspective, the interest of using or not imputation in genomic selection was studied in a pure layer line.
An equidistant methodology was used to design low density SNP chips. Egg weight and egg shell strength were
evaluated with ssGBLUP methodology. The impact of imputation errors or the absence of imputation on the
ranking of the selection candidates was assessed with a genomic evaluation based on ancestry. To do so, genomic
estimated breeding values (GEBV), with imputed or not imputed genotyping from the low density SNP chip, were
compared to the GEBV obtained with the HD SNP chip. The accuracy of GEBV was also investigated by
considering as reference the GEBV estimated on offspring.

With imputed HD genotyping, the ranking was slightly more correlated to that with HD genotyping than that with
low density genotyping. However, Spearman correlations were above 0.95 with more than 5K SNPs. Thus the
reordering of the breeders was limited. Finally, the GEBV accuracy estimated on ancestry was equivalent with or
without imputation for a SNP density superior to 2K. But this accuracy tended to be decreased for some traits with
less than 2K SNPs.
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INTRODUCTION

Le développement d’une puce a SNP (Single
Nucleotide Polymorphism) commerciale haute densité
(HD) de 600 000 marqueurs en 2013 (Kranis et al.,
2013) a permis le développement de la sélection
génomique dans les filieres poules de chair et ponte.
Toutefois, les cotts d’une telle puce restent un
probléme. Des puces a SNP basse-densité (BD) a
moindre co(t peuvent étre développées en
sélectionnant un sous-ensemble de marqueurs de la
puce HD puis en imputant les génotypes aux marqueurs
manquants. 1l existe trois principales méthodes pour
développer une puce BD. La premiére consiste a
sélectionner des SNP de fagon équidistante en tenant
compte ou non de la MAF (Fréquence Allélique
Mineure) des SNP (Weigel et al., 2009 ; Wang et al.,
2013 ; Herry et al., 2018). La deuxiéme consiste a
sélectionner les SNP ayant des effets forts sur les
caractéres d’intérét (Weigel et al., 2009 ; Zhang et al.,
2011). Enfin la troisieme consiste a sélectionner les
SNP en tenant compte du déséquilibre de liaison (DL)
entre SNP (Herry et al., 2018). Cette méthode a été
étudiée compte tenu des particularités du génome
aviaire et de la structure du DL (Robert et al., 2015).
Les facteurs influencant la qualité de I’imputation ainsi
que les relations entre qualité de I’imputation et
évaluation génomique des candidats a la sélection sont
bien documentés. A cause des erreurs d’imputation, il
est attendu une diminution de la précision des
évaluations génomiques des candidats a la sélection
avec des génotypages imputés comparativement a celle
obtenue avec des génotypages HD. La littérature
confirme cela pour les puces BD allant jusqu’a 3K SNP
avec une diminution, parfois limitée, de la précision
des imputations (Weigel et al., 2009; Raoul et al.,
2017). Enfin, & notre connaissance, peu d’études ont
été menées en volailles (Wang et al., 2013). Peu
d’études se sont penchées sur les conséquences d’une
utilisation directe des génotypages BD sans imputation
sur la précision des évaluations des candidats a la
sélection.

L’objectif de cette étude est de juger de I'intérét de
I’imputation des génotypages BD pour 1’évaluation
génomique des candidats a la sélection.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1 Animaux

La population d’étude est constituée de quatre
générations de cogs et de poules pondeuses Rhode
Island issues d’une lignée pure commerciale créée et
sélectionnée par Novogen (Plédran, France) dont les
effectifs sont détaillés dans le Tableau 1.

1.2 Génotypages

Des prises de sang ont été réalisées au niveau de la
veine brachiale des animaux et I’ADN a été extrait et
hybridé sur la puce de génotypage 600K Affymetrix®
Axiom® HD. L’ensemble des animaux a été génotypé
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pour 580 961 SNP. Les génotypages ont ensuite été
filtrés par un contréle qualité permettant de retenir 300
351 SNP informatifs pour les analyses, répartis sur les
macro-chromosomes (1 a 5), les chromosomes
intermédiaires (6 a 10), les micro-chromosomes (11 a
33) et le chromosome sexuel Z. Ces SNP sont désignés
sous 1’appellation 300K par la suite.

Parmi les individus génotypés de la génération G1, 67
individus males ont plus de 10 descendants avec des
performances.

1.3 Phénotypages

Les mesures de performances sur le poids d’ceuf (PO,
en g) et sur la force de fracture (FF, en N) de la coquille
ont été collectées a collectées entre 60 et 90 semaines
et correspondent a des données individuelles. La force
de fracture est mesurée grace a une machine mesurant
la force maximale (en N) appliquée a la coquille pour
la féler.

Tableau 1. Récapitulatif des données

Rhode Island
Génotypages Phénotypages
Géngrgtion 4473 29318 | 28409
Gén(ésriltion 5800 18 461 20289
Gén(ésrgtion 1325'; 6659 | 18306 | 18859
Géngrgtion 550 - 4919 9037 12309

1.4 Simulation des puces basse-densité

A partir de la puce 300K, plusieurs puces BD ont été
développées en sélectionnant un sous-ensemble de
SNP de la puce HD. Une méthode « équidistante »
(EQ), a été étudiée en sélectionnant des SNP a
intervalles réguliers le long de chaque chromosome en
maximisant la MAF des SNP retenus. 12 puces ont été
créées avec des densités de SNP allant de 1K a 50K.

1.5 Qualité des imputations

Dans cette étude, les candidats a la sélection sont les
580 individus G1 avec des génotypages BD. Ceux-ci
sont imputés a partir des génotypages HD des 447
males de la génération GO. Ces méles GO sont les peres
ou les demi-freres des peres des candidats a la sélection
(G1).

Pour chaque puce BD, la qualité¢ de I’imputation des
candidats a la sélection est mesurée par la corrélation
de Pearson moyenne par SNP entre les vrais
génotypages HD et les génotypages HD imputés.

1.6 Stratégies d’évaluations génomiques

Le poids d’ceuf (PO) et la force de fracture de la
coquille (FF) ont été évalués avec la méthodologie du
Single Step GBLUP (Legarra et al., 2009). Les deux
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caracteres sont évalués simultanément selon un modéle
animal multi-caracteére.

Le premier objectif est d’étudier I’impact des erreurs
d’imputation sur les évaluations génomiques sur
ascendance. Une évaluation génomique sur ascendance
« Asc_HD » est réalisée avec les génotypages HD des
males GO et des candidats, ainsi que les phénotypes des
femelles GO. Une deuxiéme évaluation « Asc_Imp »
est réalisée en remplacant pour les candidats les
génotypages HD par les génotypes BD imputés. Pour
chaque puce BD, des corrélations de Spearman
(corrélation de rang) sont calculées entre les vraies
GEBV HD et les GEBV BD imputées pour les 67
males reproducteurs G1 avec des descendantes
mesurées ainsi que pour les 150 meilleurs individus G1
selon leur GEBV HD, en fonction du caractére d’étude.
Le deuxiéme objectif vise a étudier 1’impact des
imputations sur la précision des évaluations
génomiques. Pour cela, une évaluation génomique sur
descendance «Full HD » des individus G1 avec
descendance (donc les 67 reproducteurs G1) est
réalisée en utilisant 1’ensemble des informations
disponibles  (génotypages et performances des
ascendantes, collatérales et descendantes). Pour chaque
puce BD, des corrélations de Pearson sont calculées
entre les GEBV «Full_HD » et les GEBV BD
imputées estimées sur ascendance pour les 67 méales
reproducteurs G1.

Enfin, il est également intéressant d’étudier les
possibles conséquences d’une utilisation directe des
génotypages BD sans imputation sur les évaluations
génomiques. Pour cela, les deux objectifs précédents
sont repris en utilisant directement les génotypages BD
de ’ensemble des animaux.

1.7 Logiciels utilisés

Les génotypes des candidats a la sélection sont imputés
avec le logiciel FImpute (Sargolzaei et al., 2014).

Le scénario «Full_HD» avec [I’ensemble des
informations disponibles est utilisé pour estimer les
paramétres génétiques du modéle. Le programme
remlfo0 (Misztal et al., 2002) est utilisé pour estimer
les composantes de la variance, génétique et résiduelle.
Les différentes évaluations sont ensuite réalisées avec
blupf90, ces composantes étant fixées.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

2.1 Qualité des imputations

Les corrélations moyennes entre les vrais génotypages
HD et les génotypages BD imputés augmentent avec le
nombre de SNP sur les puces BD (Figure 1). Pour des
densités de 3K et 20K SNP, les corrélations sont
respectivement de 0.8747 et 0.9374. Un point
d’inflexion est noté entre 5K et 10K SNP. Enfin, pour
une densité de 1K la corrélation moyenne diminue a
0.7098 témoignant d’une qualité d’imputation
dégradée.

JRA-JRFG 2019

Figure 1. Evolution des corrélations de Pearson entre
génotypages HD et génotypages BD imputés en
fonction du nombre de SNP sur les puces BD.
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2.2 Impact des erreurs d’imputations
Les résultats sont similaires pour les deux caractéres et
ne sont développés que pour le PO.

2.1.1 Sur les 150 meilleurs individus G1

La figure 2 montre pour le PO une augmentation des
corrélations de Spearman entre les GEBV « Asc_HD »
et les GEBV « Asc_Imp » avec une augmentation du
nombre de SNP sur les puces BD. En effet, pour les
puces 3K et 20K, les corrélations sont respectivement
de 0.9045 et 0.9885. Ceci est cohérent avec la
littérature. Wang et al. (2013) ont montré en poulet de
chair qu’utiliser des génotypages 20K imputés a partir
de 766 SNP permettait d’augmenter par deux les
GEBYV pour le poids des individus ou I’intensité de
ponte par rapport aux GEBV obtenus avec des
génotypages 20K imputés a partir de 377 SNP.

Enfin, avec plus de 5K SNP, les corrélations moyennes
sont supérieures a 0.95, ce qui indique un reclassement
plut6t faible des meilleurs individus.

2.1.2 Sur les individus reproducteurs G1

Les corrélations de Spearman ont été calculées pour les
67 individus reproducteurs G1. La figure 2 montre pour
le PO une augmentation des corrélations de Spearman
avec le nombre de SNP sur les puces BD. En effet, pour
les puces 3K et 20K, les corrélations sont
respectivement de 0.9771 et 0.9972. Les résultats sont
donc supérieurs a ceux obtenus pour les 150 meilleurs
individus G1. Ceci s’explique par le fait que les 67
individus reproducteurs ne sont pas les meilleurs
individus pour le PO, mais les meilleurs individus pour
un index multi-caractére. Ces 67 individus sont donc
répartis dans 1’ensemble du classement des 580
individus G1 pour le PO.

Enfin, pour une densité de SNP supérieure a 2K, des
corrélations supérieures a 0.95 sont obtenues,
indiquant un reclassement plutét faible des 67
individus reproducteurs. En revanche, pour la puce 1K,
la corrélation est de 0.9316, signe qu’une diminution
importante du nombre de SNP peut avoir des
conséquences plus fortes sur les évaluations et le
reclassement des individus.
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Figure 2. Evolution des corrélations de Spearman
entre les GEBV « Asc_HD » et les GEBV
« Asc_Imp » pour les 150 meilleurs méles ou les 67

males reproducteurs.
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2.3 Impact sur la précision des évaluations
génomiques

Les corrélations de Pearson sont calculées pour le PO
et FF entre les GEBV « Full_HD » et les GEBV BD
imputées estimées sur ascendance pour les 67 individus
reproducteurs G1. Les résultats sont similaires pour les
deux caracteres et ne sont développés que pour le PO.
Les corrélations varient jusqu’a une densité de 20K
SNP puis deviennent stables pour des densités
supérieures. Les corrélations pour les puces 1K et 20K
sont respectivement de 0.4472 et 0.4854. Toutefois, la
corrélation entre les GEBV « Full_HD » et les GEBV
« Asc_HD » est de 0.4848. Cette corrélation représente
la valeur théorique maximale atteignable en réalisant
une évaluation sur ascendance avec la puce HD (au lieu
des puces BD). Les corrélations associées aux
différentes puces ne sont significativement pas
différentes de celle obtenue avec la puce HD. En effet
I’erreur standard pour chaque puce est de +0.11. Ceci
est en accord avec les résultats précédents montrant un
impact faible des erreurs d’imputation sur le
reclassement des reproducteurs. En effet, pour une
densité supérieure a 3K SNP, les corrélations entre
GEBV HD estimées sur ascendance et GEBV BD
imputées estimées sur ascendance sont supérieures a
0.99. Ces résultats sont cohérents avec la littérature.
VanRaden et al. (2012) ont montré qu’en moyenne
pour 28 caractéres en bovin, la fiabilité des résultats
diminuait de 61.1% avec 300K SNP a 60.7% avec 45K
SNP (et imputés a 300K). En revanche, Chen et al.
(2014) ont montré chez les bovins que 50K SNP
imputés a partir de 384 SNP entrainait une diminution
de la précision des évaluations de 0.61 a 0.49 pour le
rendement laitier, et de 0.62 a 0.53 pour le taux de
cellules.

Enfin, il est important de noter que la différence entre
les densités des puces BD et la densité de la puce HD
(300K) est beaucoup plus élevée que dans d’autres
études.

2.4 Impact de ’absence d’imputation
Les résultats sont similaires pour les deux caractéres et
ne sont développés que pour le PO.

2.4.1 Sur les 150 meilleurs individus G1
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La figure 3 montre une augmentation des corrélations
de Spearman entre les GEBV « Asc_HD » et les GEBV
« Asc_BD » avec le nombre de SNP sur les puces BD.
En effet, pour les puces 3K et 20K, les corrélations sont
respectivement de 0.8507 et 0.9379. Comparativement
aux résultats obtenus avec imputation (0.9045 et
0.9885 pour les puces 3K et 20K respectivement), il est
noté une diminution des résultats des évaluations sans
imputation avec une baisse des corrélations de 0.0538
et 0.0506 pour les puces 3K et 20K respectivement. De
plus, les résultats sont significativement plus faibles
pour les puces a tres basse densité. En effet, pour la
puce 1K, la corrélation moyenne est de 0.6261 sans
imputation quand elle est de 0.7833 avec imputation.
L’impact sur le reclassement des individus est donc
conséquent pour de trés faibles densités de SNP.
Enfin, & partir de 20K SNP, les corrélations semblent
atteindre un seuil pour une corrélation moyenne de
0.95 alors qu’avec les imputations elles étaient
supérieures a 0.99.

2.4.2 Sur les individus reproducteurs

Les corrélations de Spearman entre les GEBV
«Asc HD » et les GEBV «Asc BD» ont été
calculées pour les 67 individus reproducteurs G1. La
figure 3 montre pour le PO une augmentation des
corrélations de Spearman avec le nombre de SNP sur
les puces BD. En effet, pour les puces 3K et 20K, les
corrélations sont respectivement de 0.9484 et 0.9802.
Les corrélations sont donc supérieures a celles
obtenues pour les 150 meilleurs individus G1 du fait
d’une meilleure distribution des 67 individus
reproducteurs dans le classement des 580 individus G1.
En revanche, en comparant avec les résultats obtenus
avec imputation, les résultats sont plus faibles mais ne
sont significativement pas différents. Toutefois, les
corrélations pour la puce 1K sont de 0.8718, indiquant
un reclassement des individus plus élevé que
précédemment (0.9316) et pouvant impacter la
précision des évaluations génomiques.

Figure 3. Evolution des corrélations de Spearman
entre les GEBV « Asc_HD » et les GEBV
« Asc_BD » pour les 150 meilleurs males ou les 67
males reproducteurs sans imputation.
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2.5 Impact de ’utilisation directe des génotypages
BD sur la précision des évaluations génomiques
Les corrélations de Pearson sont calculées pour le PO
et FF entre les GEBV « Full_HD » et les GEBV HD
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non imputés estimées sur ascendance pour les 67
individus reproducteurs G1.

Pour des densités de SNP supérieures a 2K, les résultats
sont plut6t stables. En effet, pour les puces 3K et 20K,
les corrélations sont respectivement de 0.4471 et
0.4675 pour le PO. Toutefois les erreurs standards
associées a ces corrélations sont de +0.11, ce qui
indique qu’il n’y a pas de différence significative entre
les différents résultats. Ceci est cohérent avec les
résultats précédents montrant un impact léger de
I’absence d’imputation sur le reclassement des
reproducteurs. De plus, la corrélation entre les GEBV
« Full_HD » et les GEBV « Asc_HD » est de 0.4848.
Pour une densité de SNP supérieure a 2K, une
utilisation directe des puces BD sans imputations
pourrait donc permettre d’obtenir des résultats aussi
bons que ceux obtenus avec imputation ou qu’avec le
puce HD elle-méme.

En revanche, la corrélation moyenne pour la puce 1K
est de 0.4018 (+0.11). De méme, pour la FF, la
corrélation moyenne pour la puce 1K est de 0.2980
(x0.12) alors que la corrélation entre les GEBV
« Full_HD » et les GEBV « Asc_HD » est de 0.4027.
Bien que non significatives, ces baisses de corrélations
montrent que ’utilisation directe de puces a tres faible
densité sans imputation pourrait avoir des impacts sur
la précision des évaluations.
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3. CONCLUSION

L’objectif des sélectionneurs est d’obtenir de bons
résultats d’évaluations génomiques des candidats a la
sélection. En mettant en lien précision des imputations
et conséquences sur les évaluations génomiques, il a
été montré que la densité de SNP n’avait finalement
qu'un impact trés faible sur le reclassement des
meilleurs individus et des reproducteurs, ainsi que sur
la précision des évaluations génomiques. Sans
imputation, I’utilisation directe des génotypages BD
des candidats a la sélection a montré que des résultats
moins corrélés étaient obtenus comparés a ceux
obtenus avec imputation. Pour des densités de SNP
supérieures a 2K, les corrélations entre GEBV HD et
GEBV BD restent toutefois supérieures a 0.90. En
revanche, le reclassement des meilleurs individus pour
un caractere est plus impacté, notamment pour de
faibles densités de SNP. Ainsi, peu de marqueurs
peuvent suffire pour faire le tri entre bonnes et
mauvaises familles mais peuvent ne pas suffire pour
trier intra-famille le meilleur candidat.

Enfin, il convient de noter qu’en fonction des
caracteres étudies, une précision plus faible des
évaluations génomiques est obtenue pour de tres
faibles densités de génotypages (1K).
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RESUME

Le séquencage du génome entier est maintenant utilisé dans de nombreux projets de recherche sur le poulet. Le
projet Mille Génomes Gallus s’inspire du projet Mille Génomes Bovins et a pour objectif de rassembler les
séquences du génome entier d’animaux du genre Gallus, produites par les équipes de recherche et les entreprises
de sélection. L’intérét est d’augmenter la puissance des analyses en augmentant le nombre de génomes comparés.
Les applications concernent 1’analyse de la structure du génome, la caractérisation globale de la diversité de
I’espéce, 1’identification de mutations causales et 1’aide a la sélection génomique. Cette synthése décrit d’abord le
contexte de la génomique du poulet avant de développer le concept du projet Mille Génomes, de I’illustrer avec
un projet pilote utilisant les données produites par des équipes frangaises et de discuter les modalités de son
extension. Le projet pilote francais regroupe 207 séquences individuelles issues de 8 projets de recherches financés
par des fonds publics, sur une large gamme de populations (poulets de chair, poules pondeuses, races locales,
ancétres sauvages). Les jeux de données sont décrits par des métadonnées techniques et des métadonnées liées a
I’animal et sa population d’origine. Aucune information phénotypique n’est partagée. L’équipe SIGENAE a aligné
I’ensemble des séquences sur la version 5 du génome de référence et a répertorié plus 40 millions de variants SNP.
L’analyse de structure des populations regroupe les 207 individus en sept groupes génétiques. L’étude des SNP
du gene MC1R montre une signature de sélection chez les pondeuses de plumage rouge. D’autres analyses sont
prévues, notamment pour les variants structuraux. Les projets en cours en Europe et les contacts pris avec des
équipes étrangeres laissent penser que la cible de Mille Génomes peut étre atteinte rapidement. Les principes d’un
futur accord de consortium sont exposés.

ABSTRACT
The Mille Gallus genomes project: how to share sequence data in order to better exploit them.

The Mille Gallus genomes project aims at gathering whole genome sequence data in chicken, produced by research
teams as well as breeding companies, on the model of the Mille Bull genomes project. The main interest is to
increase the power of analyses by increasing the number of genomes to compare. Applications are to improve the
knowledge of the chicken genome, to characterize with a high accuracy the genetic diversity at the species level,
to facilitate the identification of causal mutations and to provide support to genomic selection by facilitating
imputation of sequence data from SNP data. A pilot project has started in France with the collection of 207
individual genome sequences produced by eight publicly funded projects on a range of chicken populations (fast-
growing and slow-growing broilers, layers, local breeds, wild ancestors). Data sets are described by technical
metadata and by metadata on the animal and its population of origin. Phenotypic data are not shared. The
SIGENAE team has aligned all sequences on the GalGal5 reference genome and used a common pipeline for SNP
calling. More than 42 millions SNP were identified. A structure analysis led to group the 207 individuals in seven
genetic clusters. The analysis of SNP in the coding sequence of the MC1R gene showed a selection signature in
the brown-egg layers related to red plumage. Other analysis are planned, including detection of structural variants.
On-going projects in Europe and feedback from international teams led to think that the target of Mille genomes
can be reached quickly. The principles of a future consortium agreement are presented.
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1-CONTEXTE DE LA GENOMIQUE DU
POULET

1.1. Particularités de I’espéce

Le poulet est une espéce d’intérét économique majeur
pour l’alimentation humaine, avec 109 millions de
tonnes de viande produites et 70 millions de tonnes
d’ceufs en 2017 (http://www.fao.org/faostat). Le poulet
est aussi une espece modéle utilisée de longue date
pour la biologie du développement, grace a I’accés
relativement facile a ’embryon a tous les stades de
développement.  Cette  conjonction  d’espéce
économique et d’espéce modéle lui a valu d’étre la
premiére espeéce d’élevage a avoir son génome
séquencé. L’intérét de séquencer le génome du poulet
était aussi de constituer une référence pour
I’assemblage du génome d’autres oiseaux, comme par
exemple la pintade (voir Vignal et al, communication
courte soumise aux JRA 2019).

La principale espéce ancétre sauvage du poulet, Gallus
gallus, vit toujours dans son habitat naturel en Asie
(Inde, au Vietman, en Thailande...) de méme que les
especes proches que sont Gallus sonneratii, Gallus
lafayetii et Gallus varius. L’étude du génome de ces
espéces permet donc d’aborder le processus de
domestication du poulet par la génomique. Le génome
du poulet est plus compact que celui des mammiféres
avec 1,26 Gigabases contre environ 3 Gigabases, son
séquencage est donc moins colteux. La premiére
version du génome de référence a été produite a partir
de ’ADN d’une population consanguine de poule de
jungle (Hillier et al.,, 2004). La derniére version
disponible est la version 6.

1.2. Révolution de I’approche génome entier

Une fois qu’un génome de référence a été produit pour
une espéce, le reséquengage des génomes individuels
permet d’obtenir une masse d’informations sur
I’histoire d’une espéce ou d’une race, mais aussi sur la
diversité génétique accessible pour la sélection (Vignal
et Besbes, 2005) comme pour la gestion des
populations en conservation. Le génome est parfois
décrit comme une archive de [Ihistoire d’une
population car son analyse permet de reconstituer les
variations d’effectif, de détecter des événements
d’introgression entre espéces ou entre races au sein
d’une espéce, de détecter des signatures de sélection ou
encore d’identifier un individu ancétre commun aux
animaux porteurs d’une anomalie génétique.

Le génome constitue ainsi un méme référentiel pour
tous les travaux de recherche sur la génétique d’une
espéce. Le séquencage a ainsi conduit a remplacer les
marqueurs microsatellites des années 1990-2010 par
les marqueurs SNP, défini comme la variation par
rapport au génome de référence d’une base

précisément localisée dans le génome. De ce fait, les
résultats de différentes études deviennent beaucoup
plus facilement comparables entre eux qu’auparavant.

Sur le plan technique, le séquencage a constamment
gagné en efficacité et son colt a régulierement
diminué. En 2018, le cotit du séquencage d’un génome
entier de poulet, avec une profondeur de 10X (c’est-a-
dire qu’une position du génome est en moyenne lue 10
fois afin d’étre connue de fagon certaine) variait entre
300 et 400 euros selon les prestataires de séquencage.
Le résultat de ce séquengage comprend toutes les
variations présentes chez 1’individu par comparaison
au génome de référence, et notamment celles qui lui
sont propres. A titre d’exemple, le génotypage d’un
poulet pour le seul outil publique a haute densité de
580000 marqueurs SNP (jeu standardisé dénommé
‘puce de génotypage) codtait environ 150 euros en
2018 pour produire une information certes tres utile
mais ne permettant pas de détecter les variants
nouveaux propres a I’individu étudié.

Toutefois, I’extraction des informations pertinentes a
partir des données de reséquencage suppose un travail
d’analyse beaucoup plus important que celui
nécessaire pour exploiter les résultats d’une puce de
génotypage. Les principales étapes sont résumées dans
la figure 1. ldentifier un variant génétique par sa
position en nombre de bases sur un chromosome
permet aussi de rechercher dans les bases de données
si d’autres variants ont déja été décrits a cette position
0Ou & son voisinage.

L’analyse de données devient le facteur limitant,
mutualiser I’analyse permet de mieux exploiter les
données de reséquencage et de génotypage, et
d’augmenter la puissance des comparaisons entre
individus ou entre groupes, c’est la principale
motivation d’un projet « Mille Génomes ».

1.3 Contexte de I’open data et de I’open science

Récemment, les agences de financement de la
recherche et notamment 1’Union Européenne ont
souhaité que les données produites grace a des
financements publics soient accessibles a tous les
acteurs de la recherche, publics ou privés, et plus
généralement a tous les citoyens, qui financent
indirectement ces recherches. Cette stratégie dite ‘open
data’ est considérée comme nécessaire au
développement de I’innovation a partir de la recherche.
Elle s’inscrit dans une volonté plus large de science
ouverte a la société. Elle est particulierement relayée
par la ‘Research Data Alliance’ (https://www.rd-
alliance.org/) dont le nceud frangais est coordonné par
le CNRS dans le cadre du projet européen RDA Europe
4.0, qui a démarré le ler mars 2018. Les institutions de
recherche telles que I’INRA ont adhéré a cette stratégie
et accompagnent leurs chercheurs dans cette démarche
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non intuitive, chaque chercheur ayant naturellement le
réflexe de conserver ses données pour la question
qu’il.elle veut traiter. Il ne s’agit pas de diffuser
n’importe comment des données mais de les produire
et de les conserver de maniére standardisée et de les
documenter avec des ‘méta-données’ utilisant un
vocabulaire standardisé afin de faciliter la réutilisation
des données. L’idée est bien qu’une seule personne ou
qu’'un seul groupe de chercheurs ne peut exploiter
totalement un jeu de données et que le partage de ces
données améliore leur utilisation et la connaissance qui
en est extraite. L’enjeu est aussi de ne pas étre le
dernier a exploiter ses données et la stratégie open data
pousse a une certaine accélération de la recherche.
Ainsi, chaque projet de recherche doit comporter un
plan de gestion des données produites, décrivant le type
de données produites, leurs conditions d’accés et
d’utilisation futures (stockage, période d’embargo,
reconnaissance du producteur initial des données).

La génomique se préte particulierement bien a cette
stratégie de partage des données, grace a la
standardisation de la description des données de
séquence et a 1’existence d’entrepdts internationaux
qui rassemblent les données du génome de référence et
des génomes individuels, tels que NCBI développé aux
Etats-Unis (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Ensembl
développé en Europe (http://www.ensembl.org) ou
encore UCSC développé par une université ameéricaine
(https://genome.ucsc.edu/).

2. LE CONCEPT ‘Mille GENOMES’

Le concept Mille Génomes a été inventé pour 1’espéce
humaine (www.internationalgenome.org) en 2010
avec une publication de référence en 2012 décrivant la
variabilité génétique de 1092 génomes humains (The
Mille Genomes Project Consortium, 2012). L’espéce
bovine a été la premiére espéce domestique a bénéficier
de cette approche et constitue I’exemple de référence
pour mettre en place un projet Mille Génomes pour le
poulet.

2.1 Le projet Mille Génomes bovins :

L’idée est née en Australic en 2011 et un premier
consortium a été créé en 2012 avec 7 partenaires dont
I’INRA. L’objectif est d’avoir accés a un grand nombre
de séquences individuelles sans augmenter les co(ts
par partenaire, au sein d’un consortium dans le cadre
d’un contrat signé par chaque membre. Pour un
membre, I’intérét est double : il acceéde & une quantité
d’information beaucoup plus importante ; il bénéficie

1 Petite suppression (délétion) ou addition (insertion)
d’un faible nombre de bases (1 a 50)
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d’un traitement des données normalisé. Les lectures
une fois alignées sur le génome de référence (étape 1-
figure 1) sont rassemblées dans un méme site ou sont
réalisées toutes les étapes de traitement avec une méme
méthode, afin de redistribuer a tous les membres du
consortium les résultats de 1’étape 3 de la figure 1. La
premiére publication de référence issue de ce projet
date de 2014 et montre que 1’analyse de la séquence de
234 taureaux facilite la cartographie génétique de
caractéres monogéniques mais aussi complexes
(Daetwyler et al., 2014).

Pour garantir I’homogénéité du traitement, seules les
lectures de séquences obtenues par la technologie
lllumina sont partagées et caractérisées par des
descripteurs minimaux obligatoires : race, identifiant
de I’animal (potentiellement anonymisé mais unique),
sexe, profondeur de séquence, plusieurs critéres
techniques de réalisation du séquencage. Les membres
sont obligatoirement apporteurs de données de
séquences : a la création du consortium, le minimum
d’apport était d’au moins 10 animaux avec une
profondeur individuelle au moins égale a 4X pour un
total supérieur a 100X (par exemple, au moins 10
animaux a 10X ou 25 animaux a 4X). Les données ont
été apportées par fournées successives, denommées
‘run’ : de 125 animaux au run 1, a 2433 au dernier run
(n° 6). L’apport minimal demandé augmente a chaque
run afin de renforcer I’engagement des partenaires t. Le
consortium comptait plus de 30 membres en 2017.
Environ la moitié des données de séquences brutes sont
déposées dans les sites publics au fur et a mesure des
publications réalisées. Le choix du dép6t en base
publique reléve de ’apporteur de données et n’est pas
une obligation du consortium. On voit donc ici un
exemple ou I’open data est contr6lé : les données sont
d’abord partagées au sein d’un consortium avant d’étre
progressivement rendues publiques.

Dans ce consortium, chaque membre finance ses co(ts,
y compris de séquencage. Le coordinateur australien
(DEPI, Melbourne, Australie) finance le stockage des
données et les analyses communes (étapes 1 a 3, figure
1) alors que le travail d’annotation (étape 4, figure 1)
est partagé entre différents membres du consortium. A
titre d’exemple, le résultat du run 4 a permis
d’identifier plus de 35 millions de NP et 1,7 millions
d’InDels? a partir des données de séquence fournies par
20 partenaires sur 1147 animaux issus de 27 races. Une
particularité de ce consortium est aussi d’améliorer la
qualité des données apportées en utilisant I’information
de déséquilibre de liaison a 1’échelle de I’échantillon
total pour fournir la probabilit¢ a posteriori du
génotype de chaque individu. Ce traitement conduit a
inférer les génotypes absents ou a corriger les
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génotypes peu fiables et a faire disparaitre les pseudo-
alleles issus d’erreurs de séquencage. Cette étape
importante pour la qualité des résultats n’est possible
qu’en traitant I’ensemble des données, clle constitue
donc une plus-value du consortium.

Il est capital de noter que les phénotypes et les
génotypes utilisés en sélection ne sont pas partagés.
Chaque partenaire peut réaliser pour son compte des
analyses avec les données mutualisées. Ainsi, les
associations entre variants de séquence (SNP + Indels)
et phénotypes sont réalisées par les partenaires sur leurs
propres données de phénotypes et ces données sont
partagées lorsque 1’ensemble des membres du
consortium le jugent utile. Cela a permis au consortium
d’identifier ’ensemble des QTLs déterminant la taille
des bovins et d’en faire une publication commune
(Bouwman et al., 2018).

Une autre valorisation importante pour la sélection est
de pouvoir reconstituer la séquence d’un animal quin’a
été que génotypé. Ainsi, la connaissance du génotype a
un certain nombre de positions dans le génome (en
général au moins 50000) permet de déduire la séquence
la plus probable entre chaque position génotypée gréace
au référentiel de SNP établi par le projet Mille
Génomes. De ce fait, des animaux génotypés sont
presque aussi bien connus que des animaux séquencés.
Cette étape s’appelle ‘imputation’ et peut étre réalisée
par un partenaire sans avoir a partager les résultats
obtenus. Elle améliore grandement la précision de la
sélection conduite par ce partenaire et permet aussi de
construire de grandes populations de cartographie pour
identifier directement les variants candidats sous-
jacents aux QTL. Elle est d’autant plus utile que le
nombre d’animaux génotypés et apparentés aux
animaux séquencés est grand. Ainsi, en France et a ce
jour, prés de 100 000 animaux avec phénotypes et
génotypes SNP de puces ont été imputés a 1’échelle de
la séquence. Cet argument d’imputation a été décisif
pour constituer le consortium bovin a I’époque ou la
sélection génomique se mettait en place dans tous les
pays. La majorité des animaux séquencés
correspondent a des taureaux ancétres ayant une forte
contribution génétique & leur population. Ils sont trés
informatifs en termes de variants présents dans les
populations mais n’ont aucun intérét stratégique en
termes de phénotypes ou de sélection.

2.2 Objectifs du projet Mille Génomes Gallus

L’objectif général est d’augmenter la puissance des
analyses génomiques en augmentant le nombre de
génomes séquencés accessibles pour une méme
analyse. Quatre types d’applications sont proposées.

2.2.1.  Analyse de la structure du génome

Rassembler le plus grand nombre de séquences permet
non seulement une identification plus compléte des
variants de type SNP et InDel, mais aussi d’étudier leur
répartition dans le génome, notamment en distinguant
les macrochromosomes des microchromosomes qui
sont une particularité des oiseaux (a I’exclusion des
rapaces). Une étape supplémentaire par rapport au
projet bovin serait de répertorier 1’ensemble des
variants structuraux, par exemple les insertions
rétrovirales qui sont connues pour entrainer certaines
modifications morphologiques majeures chez le poulet
(coquille bleue, plumage blanc, emplumement lent...).

2.2.2.  Caractérisation de la diversité de ’espéce

Le poulet est une espéce a intervalle de génération
court, qui a vu un grand nombre de races se différencier
en quelques siécles, qui a accumulé le plus grand
nombre de générations de sélection pour des
populations commerciales, et qui a aussi permis le
développement d’un grand nombre de lignées
expérimentales présentant des phénotypes extrémes.
S’il est possible de découper la filicre en poule de
ponte, poulet de chair et races locales, il n’y a pas une
seule race ultra dominante comme 1’est la race bovine
Holstein, et I’analyse de la diversité génétique est donc
un objectif sans doute plus important que pour le projet
Mille Genomes bovin. De plus, les projets de diversité
génétique ont jusqu’a maintenant été réalisés avec
différentes puces de génotypage ayant trés peu de
marqueurs en commun ce qui empéche la
mutualisation de ces données, alors que le séquencage
permettrait de connecter ces projets.

Les applications envisagées concernent 1’identification
d’alleles spécifiques de races ou de lignées, 1’étude de
scénarios de domestication et la détection de flux de
génes entre populations sauvages et domestiques ou
entre populations domestiques, par exemple entre races
locales et lignées commerciales. La condition est
évidemment que des données de séquence soient
apportées pour ces différents types de populations.

2.2.3. ldentification de mutations causales
Plusieurs cas de figure peuvent se présenter :

Répertorier toutes les variations possibles
pour un géne candidat d’intérét général : on
peut penser a I’exemple du gene de coloration
MCI1R, pour lequel différents variants de la
séquence codante ont déja été publiés, sans
que les variants des régions régulatrices soient
encore décrits ; les partenaires disposant de
données de coloration sur les animaux
séquencés pourraient alors progresser dans
I’analyse entre phénotype et génotype ;

Identifier la base génétique d’un phénotype a
déterminisme mendélien en comparant des
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sous-ensembles de populations définis sur la
base de ce phénotype, ce qui suppose 1’accord
des fournisseurs de données ;

Rechercher les signatures de sélection entre
deux lignées divergentes : cette analyse sera
généralement prise en charge par le partenaire
ayant produit les lignées mais ce partenaire
aura la possibilité de savoir si les variants
candidats trouvés dans ses lignées sont
uniques ou plus ou moins fréquents dans
d’autres populations.

2.2.4. Imputation de la séquence a partir des

génotypes

Comme dans le cas du projet Mille Génomes bovin,
mutualiser les données des animaux séquencés
permettra de mieux tirer parti des données privées de
génotypage des candidats a la sélection. Le partage des
séquences améliorera ’analyse des dispositifs privés
de chaque membre du consortium de sequencage, et
notamment ceux des partenaires prives, sans qu’il leur
soit besoin de partager leurs données de génotypage ou
de phénotypage. Cette application s’est révélée
particulierement utile pour la détection d’anomalies
létales a 1’état homozygote chez les bovins, en
enrichissant les nombreuses données de génotypage
par la prédiction de la séquence.

3. LE PROJET PILOTE FRANCAIS Mille

GENOMES GALLUS

3.1. Origine des données

Ce pilote s’appuie sur la mutualisation des données de
séquence de 207 animaux issus de 9 projets de
recherche financés par I’ANR ou I’Europe et conduits
par des équipes francaises (Tableau 1). Chaque projet
devient en quelque sorte un témoin pour les autres. Les
animaux séquencés proviennent des 4 espéeces du genre
Gallus, si bien qu’on peut parler d’un projet Mille
Génomes Gallus. Chaque jeu de données est décrit par
un ensemble de 18 métadonnées (Tableau 2).
L’ensemble de ces données est regroupé sur le serveur
de la plateforme SIGENAE du département de
Génétique Animale de ’INRA a Toulouse.

L’exploration des bases de données publiques a permis
d’identifier 88 jeux de données supplémentaires de
séquences individuelles disponibles pour le poulet, qui
représentent principalement des races locales
asiatiques (67 individus), quelques  lignées
commerciales (6) ou expérimentales (9) et 6 individus
sauvages. On peut donc déja disposer de 295 séquences
individuelles ; toutefois la profondeur des séquences
varie de 5 a 90X. En considérant une profondeur
minimale de 10X pour garantir une information assez
fiable, on doit retirer 20 jeux de données, dont 4 issus
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du projet pilote francais. Il reste alors un jeu de données
de bonne qualité pour 275 animaux, soit du méme ordre
de grandeur que le run 2 du projet bovin.

3.2. Méthodes d’analyse

L’étape 1 (figure 1) a été réalisée pour les 207 jeux de
données individuels des projets francais en utilisant la
version 5 du génome de référence de Gallus gallus,
mais la version 6 étant disponible depuis la fin 2018, il
est probable qu’un nouvel alignement soit nécessaire
dans le futur. Les étapes 2 a 4 ont été réalisées comme
décrit dans le figure 1.

Nous avons commencé par des analyses de diversité
génétique pour illustrer I’intérét de la mutualisation des
données. Pour cela, nous avons conservé uniquement
les SNP pour lesquels un identifiant était disponible
dans la base dbSNP (environ 5 millions de SNP
concernés). Le calcul des distances génétiques
‘identité-par-état” a été conduit avec le logiciel plink
(version 1.9) ainsi que le regroupement des distances
pour obtenir le graphe multidimensionnel (MDS). Les
analyses de structure de population ont été réalisées
avec le logiciel ADMIXTURE (Alexander et al, 2009).
Le nombre de groupes K (c’est-a-dire le nombre de
populations ancestrales) a été estimé en utilisant la
procédure de validation croisée disponible avec
ADMIXTURE (option --cv) en faisant varier K de 1 a
30 et en choisissant la valeur de K permettant de
minimiser I’erreur de validation croisée.

Le gene MC1R a été choisi comme exemple de géne
candidat dont les variants vont étre inventoriés. Pour
deéfinir les positions sur la séquence génomique, une
comparaison (blastn) entre la séquence codante du
gene (NM_001031462) et la séquence génomique du
chromosome 11 (NC_006098.4) le contenant a été
réalisée. Pour chaque population, la région génomique
contenant la séquence codante (un seul exon)
correspondant au gene MC1R sur le chromosome 11
(assemblage GalGal5 : NC_006098.4
11:19084582..19085526) a été extraite des fichiers
issus de I’étape 4. Les fréquences alléliques ont été
calculées avec le logiciel vcftools. La position des
variants identifiés a été comparée aux positions des
mutations déja connues (Ling et al., 2003).

3.3. Résultats

3.3.1. Analyse globale de la diversité

Le nombre total de SNP détectés atteint 42 millions.
Les jeux de données montrant les valeurs les plus
faibles (moins de 10 millions de SNP) correspondent
aux projets qui comprennent peu d’animaux (Fr-
AgEncode, Epibird) ou des animaux de lignées
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fermées ou sélectionnées depuis un grand nombre de
générations (ChickSeq, UtOplGe)). Les poulets de
chair et les poulets labels montrent un peu plus de
variation et les individus sauvages Gallus gallus
montrent la plus grande variation (14 millions). Les 3
autres especes sauvages montrent aussi un haut niveau
de variation par rapport au génome de référence Gallus
gallus, avec 12 a 14 millions de SNP.

3.3.2.  Structuration de la diversité génétique
L’analyse des distances génétiques d’identité-par-état
(IBS: lIdentity By State) et leur représentation par
MDS plot (figure 2) permettent de séparer les
populations selon leur niveau de variabilité sur le ler
axe : a gauche les poules sauvages et traditionnelles,
puis les poulets de chair et enfin les pondeuses a droite.
L’axe 2 sépare les pondeuses a ceufs bruns
commerciales (UtOplGe) en haut a droite des
pondeuses a ceufs bruns expérimentales en bas a
droite, avec un gradient pour les autres populations.
Les données du projet UtOplGe montrent des distances
génétiques faibles entre individus. Le projet QTLDJ
ajouteé sur le graphique correspond a des séquences de
mélanges pour des lignées expérimentales Leghorn.

L’analyse de structure de population fait apparaitre 7
regroupements ou clusters (Figure 3). Le cluster 4 est
défini par le projet ACRIGEN (poulet de chair
moderne) et le cluster 5 par le projet UtOpiGe
(pondeuses ceufs bruns) alors que le cluster 2 est
caractéristique du projet ChickSeq (lignée ancienne de
poulet de chair) mais on détecte un apparentement
faible avec d’autres clusters a I’intérieur de ce groupe.
Les animaux sauvages Gallus gallus définissent le
cluster 7 et ceux des 3 autres espéeces le cluster 6. Les
races locales ont un fort apparentement au cluster 7 et
montrent un apparentement faible a modéré avec tous
les autres clusters, y compris le cluster 6, ce qui traduit
I’absence de sélection forte chez ces populations qui
sont ainsi plus proches de I’ancétre sauvage non
sélectionné. Le cluster 3 correspond probablement a
I’origine White Leghorn présente dans les projets
Epibird et Fr-AgEncode. Enfin, le projet SABRE,
constitué d’animaux croisés F1 entre des lignées de
poulet label, montre logiquement une composition
diversifiée du génome avec un apparentement a 6
clusters, assez proche de la situation observée pour les
races locales.

Il est possible d’identifier quelques régions du génome
qui sont encore partagées entre des races locales et des
races tres sélectionnées alors que les races trés
sélectionnées ont définitivement perdu une fraction de
la diversité génomique de I’espéce Gallus et sont les
plus éloignées de 1’ancétre sauvage.

3.3.3. Diversité du géne candidat MC1R

La séquence codante de MC1R comporte 1 exon pour
lequel 10 SNPs ont été identifés entre les populations
étudiées (Tableau 3). On observe nettement la fixation
de I’allele en position 427 chez les pondeuses a ceufs
bruns qui sont les seules & avoir un plumage coloré
rouge alors que les variants en position 636 et 637 sont
fixés chez toutes les pondeuses et en ségrégation chez
les poulets de chair. Le SNP en position 427
correspond au remplacement d’une thréonine par une
alanine en position 143 du récepteur et a déja été
associé a la couleur rouge (Ling et al., 2003). Le variant
en position 376 est le plus fréquent en Leghorn blanche
et présent chez quelques poulets du chair du projet
ChickSeq. La variant 644 est le plus fréquent chez les
poulets labels du projet SABRE. Les poulets de chair
ne sont jamais fixés pour aucun variant de MC1R ce
qui est cohérent avec le fait qu’ils ont été sélectionnés
pour une absence de couleur de plumage alors que les
pondeuses a ceufs bruns ont ét¢ sélectionnées pour une
couleur de plumage rouge. La situation des Leghorn
blanche est intermédiaire car les variants 636 et 637
sont présents chez les 4 animaux étudiés, un plus grand
nombre d’individus devraient étre génotypés pour
confirmer la fixation de ces variants dans cette
population.

4. EXTENSION DU PARTENARIAT

4.1. Gouvernance et modele économique

Comme pour le Mille Génomes bovin, un accord de
consortium est nécessaire pour pérenniser cette
initiative et 1’étendre a des jeux de données
internationaux. Dans le cas du projet bovin, I’accord de
consortium est signé par toutes les institutions
apportant des données mais le comité de pilotage est
restreint aux membres fondateurs qui ont constitué le
consortium initial et apporté les données du premier
run. L’objectif de I’accord est de définir les droits et
devoirs des partenaires, de fixer les conditions
d’entrée, d’organiser la coordination des études afin de
définir celles qui sont réalisées en commun et celles qui
peuvent étre réalisées en interne par chaque partenaire,
et de préciser les conditions de valorisation des
résultats. En particulier, toutes les études doivent étre
connues du comité de pilotage, doivent citer 1’origine
des données et, en cas de propriété intellectuelle, une
licence gratuite est attribuée a tous les membres et leurs
partenaires ayant fourni des données, ce qui constitue
aussi une forte motivation pour intégrer le consortium.
Le consortium est limité a des organismes académiques
mais la plupart sont associés a des sélectionneurs privés
ou coopératifs dont les intéréts sont pris en compte car
ils possédent les animaux séquencés et ont parfois
contribué au financement des recherches. Des
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sélectionneurs concurrents entre eux ont donc accepté
de mutualiser leurs données de séquence afin d’en
extraire plus d’informations pour leur usage interne.

Le projet pilote francais implique des équipes (Tableau
1) qui se réunissent régulierement dans le cadre du
réseau de génétique avicole de I’'INRA et actuellement
coordonné par 1’unité BOA a Tours. Seules les données
du projet UtOplGe ont été obtenues sur une lignée
commerciale de I’entreprise NOVOGEN dans le cadre
d’un projet financé par I’ANR qui a fait ’objet d’un
accord de consortium. Les conditions d’utilisation de
ces données sont donc déja définies par cet accord
initial qui doit continuer & étre respecté pour la
participation au projet Mille Génomes. Il en est de
méme pour tous les projets apporteurs de données sur
d’autres populations pour lesquels un accord
contractuel aurait déja été établi.

Les conditions d’entrée actuellement utilisées pour le
projet pilote sont les suivantes :

Données de séquence individuelles ayant une
profondeur minimale de 10X ;

Apport minimum de 300X (30 animaux a
10X), considérant que le seuil initial de 100X
choisi pour le projet bovin correspond environ
a 300 Gb et donc a 300 génomes de poulet ;
Les données de séquencage de mélange sont acceptées
en supplément, elles sont plus difficiles @ mutualiser
car elles sont soumises a un aléas supplémentaire, avec
une profondeur moyenne du génome généralement
faible et hétérogéne entre les individus d’un mélange.
Le modele économique est calqué sur le projet bovin :
les membres financent I’acquisition des données qu’ils
apportent et le coordinateur finance le stockage des
données et la constitution du fichier global des variants,
avec sa mise a jour en cas d’évolution de la séquence
de référence. Le cout de stockage annuel de 500
séquences (10X) varie de 6000 a 12000 euros selon que
les données restent immédiatement accessibles
(stockage ‘chaud’) ou non (stockage ‘froid’), ce qui
représente moins de 1% du cout total d’obtention de
500 séquences 10X, estimé a 1,75 Millions d’euros. Le
colt le plus important est celui des ressources
humaines en charge des analyses.

4.2 Prospection de nouveaux partenaires

Plusieurs partenaires internationaux potentiels, publics
ou privés, ont déja été approchés. 11 s’agit de :
-I’Université de Wageningen aux Pays-Bas et de
I’entreprise Hendrix Genetics avec un total d’au moins
250 séquences individuelles ayant une profondeur au
moins égale & 10X ; I’entreprise Hendrix Genetics a
financé I’acquisition de la plus grande partie des
données proposées mais n’exige pas d’exclusivité et le
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consortium pourra rester ouvert a d’autres partenaires
privés qui financeraient I’apport de données ;

le Friedrich Loeffler Institute, Mariensee, et
I’Universit¢é de Gottingen en Allemagne avec 50
séquences individuelles de profondeur au moins égale
a 10X;

Ces institutions ont confirmé leur intérét pour
participer et une premiére version d’accord de
consortium inspiré de celui du projet bovin leur a été
soumise avec peu de corrections demandées. De plus,
ces institutions sont partenaires du projet européen
IMAGE, coordonné par I’INRA, qui finance le
séquencage de 300 poulets (profondeur =>10X)
représentant principalement des races locales des 3
pays, France, Allemagne, Pays-Bas. L’intégration de
ces institutions et des données de IMAGE porterait le
total de séquences individuelles dépassent le seuil de
profondeur de 10X de 203 a 803, auxquelles s’ajoutent
72 jeux de données publiques,. Des données pourraient
également étre apportées par le Roslin Institute (100)
et I'université de Nottingham (nombre & préciser) mais
leur accord de principe n’a pas été confirmé.

Au niveau international, les institutions les plus
intéressées sont en Chine et en Corée. Les équipes
américaines contactées n’ont pas souhaité s’engager ou
bien ont proposé de commencer par stocker les données
rassemblées, ce qui n’était pas notre demande.

CONCLUSIONS

La cible de 1000 séquences de poulet en profondeur
10X est atteignable a court terme. L’exemple du
modéele bovin a montré une dynamique d’attractivité
croissante du projet encouragée par les premiers
résultats obtenus sur I’identification d’anomalies
génétiques. Dans le cas du projet pilote poulet, une telle
analyse n’est pas réalisable actuellement par
insuffisance d’animaux génotypés dans les populations
représentées par des animaux séquencés. En revanche,
deux types d’analyse seraient dés maintenant
réalisables : (1) identifier les régions du génome et les
SNP candidats déterminant des caractéres discriminant
les populations, tels que la couleur de coquille (2)
produire un inventaire des variants structuraux dans le
génome du poulet, qui n’a jamais encore été réalisé sur
un effectif aussi important représentatif des principaux
types de populations, sauvages et domestiques. La
premiére action a engager est la signature de
consortium avec les différentes institutions.
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Tableau 1 - Description des jeux de données individuelles rassemblés dans le projet pilote Mille Génomes Gallus

Proiet Correspondant (unité Tvoe de population Nombre | Profondeur
. INRA ou entreprise P pop d’individus | moyenne

i E. Giuffra, (GABI), S. | pondeuses Leghorn, lignée

FR-AgEncode Lagarrigue (PEGASE) | expérimentale 4 38

EpiBird | F. Pitel (GenPhyse) | Pondeuses _ Leghom,  RIR et 12 15
croisement F1, lignées expérimentales
P. Le Roy (PEGASE) pondeuses  ceuf  bruns, lignée

UtOplGe T. Burlot (NOVOGEN) | commerciale 90 14
S. Lagarrigue et T. pondeuses RIR, lignée expérimentale

FEEDaGENE Zerjal (GABI) 19 46
E. Le Bihan-Duval poulet de chair, lignée expérimentale

ACRIGEN (BOA) dérivée d’animaux d’un sélectionneur 16 18

CHICKSEQ | S. Lagarrigue poulet de chair, lignée expérimentale 24 15
S. Mianon-Grasteau poulet label croisement F1 entre 2

SABRE V19 lignées expérimentales dérivées d’une 6 29

(BOA) 2 ;
lignée commerciale

races locales (tous les continents :

Domestichick M. Tixier-Boichard projet AvianDiv) individus sauvages 36 33

(GABI) des 4 espéces du genre Gallus
races locales asiatiques, lignées
Données commerciales, lignées 88 20
publigues expérimentales, individus sauvages,
TOTAL 295

Tableau 2 - Métadonnées utilisées pour décrire les jeux de données

catégorie métadonnée
Jeu de données Nom du projet
population Espece

Statut : domestique ou sauvage

Type : non sélectionnée, locale, commerciale, expérimentale, croisement
Nom : standardisation a mettre en place en ’absence de référentiel
individu Identifiant : format & standardiser

Sexe

Pedigreee : oui/non

Identifiant_pére

Identifiant_meére

échantillon ADN | Mélange

Nombre d'individus/ mélange

séquencage Technologie

Date d'obtention des données

Longueur des fragments en bp

Méthode paired-end : oui / non

Profondeur : nombre de génomes-équivalents

Code md5
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Tableau 3 - Fréquence des variants SNP trouvés dans la séquence codante de MC1R. Une valeur 0 indique la
présence homozygote de 1’allele de référence.

position Utopige FEEDaGENE | FR-AgEncode Acrigene CHICKSEQ ‘ SABRE
Pondeuses ceufs bruns Leghorn blanche Poulets de chair
69 0 0 0 0,75 0,35 0,5
212 0 0 0 0,75 0,34 0,5
274 0 0 0,88 0,75 0,53 0,5
376 0 0 0,88 0 0,07 0
398 0 0 0,13 0,25 0 0,33
427 1 1 0 0 0,41 0,17
636 1 1 1 0,25 0,475 0,5
637 1 1 1 0,25 0,475 0,5
644 0 0 0 0,03 0,07 0,5
834 0 0 0,13 0 0 0

Figure 1 - Analyse des données de séquencage du génome entier utilisées pour le projet Mille Génomes Poulet.
Apres le séquencage, 1’étape 1 identifie les fragments obtenus en les alignant sur le génome de référence. L’étape
2 compare les fragments localisés a la séquence de référence pour en identifier les variations. L’ étape 3 applique
différents filtres pour éliminer les faux positifs. L’étape 4 (facultative) est I’annotation fonctionnelle des variants.

Etape O -Séquencage

» Préparation ADN (fragmentation aléatoire du génome)
* Production des lectures de séquence (fragments de 100 a 125 bp) au format fastq

|

Etape 1 - Alighement Etape 2 - Détection des variants
» Alignement des lectures sur le génome » ldentification des positions différentes de la
de référence (bwa et samtools) > séquence de référence (GATK HaplotypeCaller)
* Génération d’un fichier de variant par individu
* Marquage duplicatas (picard tools) (format g.vcf)

» Réalignement des régions d’indels et *
recalibration de la qualité des bases Etape 3 - Compilation et filtrage
(GenomeAnalysis Toolkit- GATK) des variants

* Fusion des fichiers g.vcf des individus de chaque
population en un seul fichier VCF par population

* Filtrage des données pour supprimer les faux
positifs (filtres dit Hardfiltering en suivant les
recommandations GATK pour les seuils)

!

Etape 4 - Annotation des variants (SnpEff)

Caractérisation des modifications biologiques des variants
Ajout des identifiants SNP(rsID) de dbSNP
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Figure 2 - Projection des individus en fonction des distances génétiques d’identité par état. Le symbole ‘x” désigne
les individus sauvages du projet Domestichick.
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TRANSCRIPTOME DE LA COMPLEMENTARITE DES FONCTIONS ENTRE LE
GESIER ET LA JONCTION GASTRO-DUODENALE CHEZ LE POULET DE
CHAIR

Juanchich Améliel*, Hennequet-Antier Christellel*, Cabau Cédricz, Le Bihan-Duval
Elisabeth', Duclos Michel J.", Mignon-Grasteau Sandrine’, Narcy Agnés1

IBOA, INRA, Université de Tours, 37380, Nouzilly, France
’INRA, SIGENAE, GenPhySE, 31326, Castanet-Tolosan, France
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RESUME

La capacité des poulets a digérer des matiéres premiéres variées est un des éléments clés de la durabilité des
¢levages avicoles. Gésier et intestin doivent fonctionner de fagon concertée et synchronisée pour optimiser
I’efficacité digestive. Les ARNs de gésier et de la jonction gastro-duodénale ont été séquencés pour 20 individus
(10 EMAn" et 10 EMAN) issus d’un croisement F2 entre 2 lignées divergentes pour leur efficacité digestive et
nourris avec un régime peu digestible. Les analyses statistiques des données de comptage RNA-seq n’ont pas
permis d’identifier de génes différentiellement exprimés entre les deux groupes EMAn" et EMAn’, quel que soit
le tissu malgré les différences phénotypiques observées. Ceci s'explique par une variabilité individuelle
importante, notamment au sein de la population EMAn. Pour lever ce verrou, nous avons développé une
approche originale d'analyse fonctionnelle qui consiste & comparer de maniére indirecte les réponses des deux
groupes. Nous avons tout d’abord établi, pour chacun des groupes, une liste de genes différentiellement exprimés
entre le gésier et la jonction gastro-duodénale afin d'étudier la complémentarité des fonctions. Nous avons
ensuite comparé ces deux listes. Au total, 8390 génes sont différentiellement exprimés entre ces deux tissus chez
les individus EMAn", et 8402 chez les individus EMAn". Parmi ces génes, 1337 sont spécifiques des individus
EMAn" et 1349 des individus EMAn". L'analyse fonctionnelle par « Gene Ontology » des listes de génes
spécifiques montre un enrichissement significatif en génes impliqués dans la différenciation des cellules de
support aux neurones chez les individus EMAn', garants de la bonne communication entre cellules. De fagon
intéressante, le terme « Response to food » est enrichi chez les individus EMAn’, qui sont plus sensibles a la
qualité de 1’aliment. Cette analyse fournit une vision globale de I’impact de la sélection sur la complémentarité
de fonctions entre gésier et intestin des poulets de chair, balance essentielle pour une digestion efficace.

ABSTRACT

Transcriptomic analysis of complementary functions between gizzard and gastro-duodenal junction in
broiler

The ability of chickens to digest various raw materials is one of the key elements in the sustainability of poultry
operations. Gizzard and intestine must work in a concerted and synchronized manner to optimize the efficiency
of digestion. RNAs from the gizzard and the gastro-duodenal junction were sequenced from 20 individuals (10
AMEn" and 10 AMEn’) from an F2 cross between two divergent lines selected for their digestive efficiency and
fed with a hard to digest diet. Statistical analyzes of RNA-seq data failed to identify differentially expressed
genes between the two AMEn" and AMEn™ groups, regardless of the tissue, despite the observed phenotypic
differences. This is explained by a significant individual variability, especially within the AMEn™ population. To
remove this lock, we have developed an original approach that involves indirectly comparing the responses
provided by the groups. Thus, we compared together the two lists of genes differentially expressed between
gizzard and gastro-duodenal junction for each group in order to study the complementarity between the
functions. In total, 8,390 genes are differentially expressed between these two tissues in AMEn" individuals, and
8402 in AMEn’ individuals. Among these genes, 1337 are specific to AMEn" individuals and 1349 to AMEn®
individuals. Functional analysis using Gene Ontology of the specific gene lists shows a significant enrichment of
the genes involved in the differentiation of neuronal support cells in AMEn" individuals, thus ensuring good
inter-cellular communication. It is interesting to note that the term "Response to Food" is being enriched in
AMEn" individuals, who are more sensitive to food quality. This analysis provides an overview of the
complementarity of functions that influence the gizzard / gut balance of broilers, essential for effective digestion.
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INTRODUCTION

Alors que la sélection avicole a jusqu’ici
privilégié des animaux trés performants mais aussi
trés exigeants en ressources alimentaires de qualité et
nécessitant un élevage dans un environnement
optimisé, 1’évolution vers des systémes d’élevage
limitant les intrants (notamment alimentaires)
implique la recherche d’animaux résilients face a des
conditions changeantes et parfois peu favorables. Ceci
passe par une meilleure prise en compte dans les
schémas de sélection avicoles de I’équilibre entre
production et capacités d’adaptation des animaux, au
travers de critéres tels que 1’efficacité digestive.
L’identification des génes et réseaux de genes
impliqués dans la fonction digestive est un prérequis a
la compréhension de cette fonction biologique
complexe. Elle peut faciliter sa prise en compte en
sélection au travers de I’identification de marqueurs
génétiques ou de biomarqueurs de [Defficacité
alimentaire. Ceux-ci seront aussi utilisables pour
I’évaluation de nouveaux systémes d’élevage ou
d’alimentation.

L'objectif du projet ADIGEN (Améliorer la
DIgestion par la GENétique) était donc d’identifier les
genes impliqués dans la digestion en caractérisant le
transcriptome de différents compartiments du tractus
digestif des poulets de chair (Juanchich et al., 2018).
Gésier et intestin doivent fonctionner de facon
concertée et synchronisée pour optimiser 1’efficacité
digestive. Les geénes sous-tendant les fonctions qui
permettent d’assurer la complémentarité entre ces
deux segments ont donc été étudiés. Le projet a
approfondi la caractérisation de deux lignées de
poulets sélectionnées de fagon divergente sur leur
capacité a digérer le blé (Mignon-Grasteau et al.,
2004) et qui présentent des variations marquées de la
morphologie et 1’histologie au niveau de ces
compartiments (Rideau et al. 2014).

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Extraction ARNs et séquencage

Des poulets de chair issus d’un croisement
de seconde génération (F2) entre 2 lignées de poulets
bon digesteurs (D+) ou mauvais digesteurs (D-) ont
été ¢levés au sol pendant 10 jours, puis en cages
individuelles pour permettre la mesure de ’efficacité
digestive au travers du critere d’EMAn (Energie
Metabolisable pour un bilan Azoté nul). Les animaux
grand-parentaux D+ et D- étaient issus de la 8™
génération de sélection (Mignon-Grasteau et al.,
2015). Tout au long de l'expérience, les oiseaux ont
été nourris avec un régime contenant 52.5% de blé
Rialto, 3110 kcal/kg MS et 21.1% de CP, similaire a
celui utilisé lors de la sélection. Cette variété de blé a
¢été choisie car elle est trés dure et visqueuse, et donc
particuliérement difficile a digérer. Le bilan digestif a

été réalisé entre 20 et 23 jours par collecte totale des
fientes, selon le protocole décrit par Mignon-Grasteau
et al. (2015). L’expression des genes de 2 tissus clés
de la fonction digestive a été étudiée : le gésier (G)
pour son activité de broyage et pré-digestion et la
jonction gastro-duodénale (GD) pour sa fonction de
régulation de la motilité, des activités de sécrétion et
de la trophicit¢ du tractus digestif. Les 2 tissus
d’intérét ont été prélevés a I'issue du bilan digestif
chez 20 individus F2 sélectionnés sur la base de leur
forte efficacité digestive (10 EMAn", p=3509 (+ 159)
kcal’/kg MS) ou leur faible efficacité digestive (10
EMAn’, p=2818 (+ 251) kcal’kg MS). Les animaux
ont ét¢ mis a jeun pendant 9h30 puis réalimentés
pendant 2h30 avant les prélévements. Les tissus ont
été immédiatement congelés dans l'azote liquide et
conservés a -80°C. Les ARNs totaux des 2 tissus ont
été extraits avec le kit RNeasy Mini (QIAGEN). Les
40 échantillons d'ARNs ont été séquencés en 2x150
pb en « paired-end » sur HiSeq2500 (plateforme GeT-
PlaGe, Toulouse) en multiplexant 20 échantillons par
ligne selon le protocole classique de séquengage
[llumina.

1.2. Analyses bioinformatique et biostatistique

Les lectures ont été alignées sur la version 4 du
génome du poulet (Galgal4) avec 1'outil TopHat2, les
genes ont été assemblés avec STAR (Ensembl version
84) puis quantifiés au niveau géne avec featureCounts
(paramétres par défaut pour les différents outils). Afin
d’identifier des geénes impliqués dans la digestion,
plusieurs analyses différentielles ont été réalisées avec
le paquet R/Bioconductor EdgeR (Mc Carthy et al.,
2012). Au préalable, les comptages bruts ont été
normalisés pour prendre en compte la taille et des
spécificités éventuelles des banques de séquences
produites en utilisant la méthode trimmed mean of M-
values selon les recommandations de Dillies et al.
(2013).

Identification des genes différentiellement exprimés
(DE) entre groupes et tissus

Pour chaque geéne, un modéle linéaire
généralisé a été ajusté sur I’ensemble des données afin
d’étudier les effets tissu (G, GD), groupe (EMAn,
EMAn") et Dinteraction tissu x groupe. Des tests de
rapport de vraisemblance portant sur I’ensemble des
effets, y compris 1’interaction, ont été réalisés. Un
geéne est déclaré DE lorsque la p-valeur ajustée est
inférieure a 0,05 aprés la correction de Benjamini-
Hochberg (BH) qui permet un contréle du taux de
faux positifs dans le contexte de tests multiples
(Benjamini and Hochberg 1995).

Identification des génes DE entre les groupes, intra-
tissu

Au sein de chaque tissu, une analyse
différentielle a été effectuée afin d’identifier les génes
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DE entre les groupes EMAn" et EMAn". Un modéle
linéaire généralisé a été ajusté avec un effet du
groupe. Un test de rapport de vraisemblance portant
sur la différence d’expression des génes entre EMAn"
et EMAn™ au sein de chaque tissu a été réalisé. Un
gene est déclaré DE lorsque la p-valeur ajustée est
inférieure a 0,05 apres la correction BH.

Identification des genes DE entre les tissus, intra-
groupe

Au sein de chaque groupe, une analyse
différentielle a été effectuée afin d’identifier les génes
DE entre la jonction gastro-duodénale (GD) et le
gésier (G). Un modéle linéaire généralis¢ a été ajusté
avec un effet du tissu et un effet animal puisque les
échantillons G et GD sont prélevés au sein du méme
animal. Pour identifier les génes DE entre GD et G,
un test de rapport de vraisemblance a été réalisé. Un
gene est déclaré DE lorsque la p-valeur ajustée est
inférieure a 0,05 apres la correction BH.

1.3. Enrichissement fonctionnel

Nous avons utilisé une chaine de traitement
développée en langage R dans I'unité UMR BOA,
afin d’identifier et hiérarchiser des fonctions enrichies
entre GD et G, au sein des individus EMAn et
EMAn". Les génes ont été annotés grace a la « Gene
Ontology (GO)» pour la catégorie Processus
Biologique (BP) (Ashburner et al., 2000 ; The Gene
Ontology Consortium, 2017). L'enrichissement
fonctionnel des listes de génes d’intérét par rapport a
la référence constituée des geénes exprimés a été
déterminé grace a un test exact de Fisher (p<0,01).

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Malgré les différences  phénotypiques
observées, les analyses statistiques des données de
comptage RNA-seq n’ont pas permis d’identifier de
geénes DE entre les deux groupes, que ce soit dans le
modele d’interaction ou le modele intra-tissu. Ceci
s'explique notamment par une variabilité individuelle
importante au sein du groupe d’individus EMAn,
dont le coefficient de variation pour le caractere était
de 9,33 contre 4,29 dans le groupe EMAn".

Pour lever ce verrou, nous avons développé
une approche originale d'analyse fonctionnelle qui
consiste & comparer de manicre indirecte les réponses
exprimées par les deux groupes. Ainsi, nous avons
comparé ensemble les deux listes de génes DE entre
les tissus GD et G pour chacun des groupes afin
d'é¢tudier la complémentarité des fonctions (analyse
RNA-seq intra-lignée). Au total, 14470 et 14270
génes sont exprimés chez les individus EMAn' et
EMAn’, respectivement. Parmi ces génes exprimés,
8390 et 8402 sont différentiellement exprimés entre le
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gésier et la jonction gastro-duodénale chez les
individus EMAn" et EMAn’, respectivement. Parmi
ces genes, 1337 sont uniquement DE chez les
individus EMAn" et 1349 chez les individus EMAn®
(figure 1). Un geéne présente un  profil
particulier (LOC101751390) : il est sur-exprimé dans
la jonction gastro-duodénale par rapport au gésier des
individus EMAn" alors qu’il est sous-exprimé chez
les individus EMAn" (figure 1). Malheureusement, ce
géne n’est pas trés bien caractérisé, ni annoté. En
conclusion, les deux groupes présentent des
différences d’expression pour 2687 génes.

Pour caractériser ces différences, nous avons
annoté d’un point de vue fonctionnel ces génes et
analysé les fonctions spécifiques de chaque groupe.
Pour chaque liste, environ la moitié des génes
(613/1337 et 721/1349 respectivement) possedent au
moins une annotation GO dans la catégoric BP.
L'analyse fonctionnelle par «Gene Ontology» des
listes de geénes spécifiques montrent un
enrichissement pour 21 termes GO pour la liste
EMAn" et 71 termes GO pour la liste EMAn". Ces
termes sont spécifiques de chacune des listes. Chez
les individus EMAn’, 3 groupes fonctionnels de
termes GO sont mis en évidence : développement et
différenciation des astrocytes, métabolisme des acides
gras et catabolisme de I’ADN (table 1). Les astrocytes
sont des cellules de support aux neurones garants de
la bonne communication entre cellules et organes.
L’enrichissement significatif de cette fonction chez
les EMAn" est a mettre en relation avec les
différences de transit précédemment observées entre
les lignées D+ et D- (Rougicre et al., 2010). Les
animaux de la lignée D+ étaient caractérisés par un
temps de rétention plus long au niveau du gésier par
rapport aux D-. De plus, un défaut de régulation de la
motilité du gésier chez les D- a été mise en évidence
lié plus particulierement a la phase de relaxation de
I’organe. Par ailleurs, le métabolisme des acides gras
(table 1) est fortement représenté (12 termes sur 21)
pour les individus EMAn'. Parmi les génes identifiés
dans cette fonction, on retrouve notamment PPARD,
ACAAL, ACOX3, ACADL, PHYH et DECRI1 dont
les fonctions sont bien caractérisées (Schulz H, 1991).
Ils sont impliqués dans le métabolisme des acides
gras, et plus spécifiquement dans la béta-oxydation de
ces derniers. Ceci témoigne d’un controle exacerbé
des dépenses énergétiques chez les EMAn' au niveau
du gésier, pouvant étre lié a la taille de 1’organe dont
le développement est reconnu pour étre plus important
chez les animaux de la lignée D+ par rapport aux D-
(de Verdal et al., 2011).

Chez les individus EMAn’, 4 groupes fonctionnels
sont clairement identifiables: organisation des
microtubules, métabolisme des protéines, régulation
de I’expression des geénes et réponses aux stimuli
externes (table 1). Une régulation importante de
I’expression des geénes et du métabolisme des
protéines est mise en évidence chez les individus
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EMAn™ (respectivement 24 et 34 termes sur les 71 CONCLUSION
termes GO enrichis). L organisation des microtubules

est aussi impactée chez les individus EMAn". Ce sont Cette analyse fonctionnelle des profils
des fonctions basiques du métabolisme cellulaire qui  d’expression génique au niveau du gésier et de la
semblent étre dérégulées chez les individus EMAn'.  jonction gastro-duodénale a permis de mettre en

De plus et de fagon trés intéressante, le terme «  évidence des réponses spécifiques a chacune des
Response to food » dans le groupe fonctionnel lignées. Elles concernent par exemple des processus
«Réponses aux stimuli externes» (tableau 1) est  biologiques liés a la régulation nerveuse ou au
enrichi chez les individus EMAn™ (p=0,0056). Les  métabolisme en réponse a 1’alimentation. Ce travail
génes qui supportent cet enrichissement sont  servira de ressource pour les futures études destinées a
notamment SLC1641, LEPR et BBS2, connus pour  mieux comprendre d’une part le controle génétique de
leur r6le dans la signalisation suite a la prise  la réponse de ’animal aux variations alimentaires et
alimentaire. Ce résultat est cohérent avec de  d’autre part, les mécanismes physiologiques sous-
précédentes observations qui montraient que les  jacents. L’identification de leviers génétiques et/ou
individus EMAn’ étaient plus sensibles a la qualité de  alimentaires dans ce cadre contribuera a développer
I’aliment que les individus EMAn" et répondaient de  des stratégies d’amélioration de [I’utilisation des
maniere plus hétérogéne a des variations de qualité de  ressources alimentaires par le poulet de chair.
I’aliment (Mignon-Grasteau et al., 2004).
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Tableau 1. Résumé de I’enrichissement fonctionnel entre les individus EMAn™ et EMAn

Groupe fonctionnel Nombre de termes GO
EMAnN" Développement et différenciation des astrocytes 4
(1337 génes DE Meétabolisme des acides gras 12
spécifiques et 21 ; ;
termes GOs Catabolisme de I’ADN
enrichis) Autres
Organisation des microtubules
EMAnR R& imuli ext 5
(1349 génes DE éponses aux stimuli externes
spécifiques et 71 Métabolisme des protéines 34
termes (_}OS Régulation de I'expression des genes 24
enrichis)
Autres 3

Figure 1. Diagramme de Venn (Bardou et al., 2014) des génes DE entre tissus (GD vs G) pour chaque groupe
EMAn" et EMAn’ (up : génes sur-exprimés dans GD ; down : génes sous-exprimés dans GD)

EMAN+, down

. EMAnN-, up

EMAR+, up

Size of each list

431

2155.5

0 - - - =
EMAnRI, up EMAnNI, down EMAnR-, up EMARNI, down

Treiziemes Journées de la Recherche Avicole et Palmipédes a Foie Gras, Tours, 20 et 21 mars 2019

200



-201 - JRA-JRFG 2019
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RESUME

Depuis pres de 10 ans, la filiere avicole est confrontée a des myopathies observées essentiellement sur le filet des
poulets de chair, telles que le white striping (WS) et le wooden breast (WB). Bien que des études antérieures
aient démontré un lien défavorable avec la croissance et le rendement en filet des poulets, 1’étiologie de ces
défauts reste mal comprise. Afin de progresser dans la compréhension des modifications structurales et des
acteurs moléculaires impliqués dans ces pathologies musculaires, une analyse transcriptomique sur puce poulet
Agilent 8x60K ainsi que des études histologiques ont été mises en ceuvre. L’étude a porté sur des muscles
Pectoralis major issus de trois groupes : animaux a croissance lente (CL, n=8), animaux a croissance rapide
visuellement indemnes de défauts (CR-C, n=6) ou sévérement atteints par les deux types de défauts (CR-
WSWB, n=7). La mesure du dépdt de collagéne et de tissu adipeux par co-marquage immunohistochimique a
montré une extension du tissu conjonctif ainsi que du tissu adipeux dans les muscles d’animaux a CR, et a
permis d’affiner 1’évaluation visuelle de la sévérité des défauts. L’analyse différentielle a mis en évidence un
total de 10482 génes différentiellement exprimés entre les trois groupes. L’enrichissement fonctionnel par «
Gene Ontology » suggere qu’une altération du métabolisme énergétique, ainsi que du stress oxydatif a
accompagné les variations de croissance et participé a 1’apparition progressive des défauts WS et WB. Ce
portrait moléculaire et histologique permet d’émettre des hypothéses quant aux mécanismes sous-jacents aux
défauts WS et WB, et facilitera I’identification future des génes et mutations impliqués pour limiter a terme
’apparition de ces défauts musculaires grace a la sélection.

ABSTRACT

Molecular and histological changes associated with myopathies in broiler breast muscle

For nearly a decade now, the poultry industry has witnessed an increasing prevalence of broiler breast
myopathies such as white striping (WS) and wooden breast (WB). Although previous studies have demonstrated
unfavorable relationships with growth and breast muscle yield, the etiology of these defects remains poorly
understood. To progress in the understanding of the structural changes and the molecular actors involved in these
myopathies, a transcriptomic analysis using an 8x60K Agilent chicken microarray as well as an histological
study have been performed. Pectoralis major muscles from three groups were compared: slow-growing animals
(CL, n=8), fast-growing animals visually free from defects (CR-C, n=6), or animals severely affected by both
WS and WB (CR-WSWB, n=7). The measurement of collagen and adipose tissue deposition by
immunohistochemical co-labeling showed an extension of the connective tissue as well as adipose tissue in CR
muscles, and allowed to refine the visual assessment of the defects severity. Differential analysis revealed 10,482
genes differentially expressed between the three groups. Genes clustering by "Gene Ontology" of biological
processes suggests that alterations in energy metabolism, as well as oxidative stress, were associated with growth
variations and contributed to the gradual establishment of WS and WB defects. This molecular and histological
portrait makes it possible to hypothesize the mechanisms underlying the WS and WB defects, and will facilitate
the future identification of the genes and mutations involved to limit the occurrence of these muscular defects by
selection.
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INTRODUCTION

La filiere avicole repose en grande partie sur la
production de poulets a croissance rapide, abattus a
des poids ¢€levés et destinés aux filieres de découpe et
de transformation. Celles-ci sont actuellement
confrontées a la présence fréquente de défauts
musculaires tels que le white striping (WS),
caractérisé par des stries blanches paralléles aux fibres
musculaires sur le muscle, et le wooden breast (WB),
caractéris€ par un muscle dur, visqueux et bombé
(Kuttappan et al., 2016). Les conséquences de ces
défauts sur la qualité de la viande sont multiples :
altération de I’apparence du filet affectant 1’acte
d’achat par le consommateur (Kuttappan et al., 2012),
modification de la valeur nutritionnelle de la viande et
rendement technologique plus faible (Kuttappan et al.,
2016). Ainsi, les viandes présentant ces défauts ne
peuvent étre vendues en frais et sont rétrogradées en
minerai pour la transformation (Lorenzi et al., 2014).
Méme s’il est clairement démontré que la fréquence et
la gravité des défauts augmentent avec la croissance et
le rendement en filet des animaux (Kuttappan et al.,
2013 ; Russo et al., 2015), leur étiologie précise reste
mal comprise. L’existence d’une base génétique du
WS et du WB a été récemment démontrée (Bailey et
al.,, 2015 ; Alnahhas et al., 2016) et des premicres
régions QTL de WS ont été identifiées (Pampouille et
al., 2018). La sélection apparait donc comme un levier
possible pour réduire [’incidence des défauts
musculaires du poulet, et pourrait bénéficier de
I’identification des génes (puis des mutations)
impliqués. Notre étude visait a comparer les
modifications histologiques ainsi que les profils
d’expression génique de muscle Pectoralis major
issus d’une lignée de poulet a croissance lente (CL) et
d’une lignée a croissance rapide, sévérement affectés
par les défauts WS et WB (CR-WSWB) ou non (CR-
O).

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Animaux, collecte d’échantillons et mesures de
qualité de la viande

L’étude a été réalisée sur le muscle Pectoralis major
de deux génotypes de poulet une lignée
expérimentale de poulets a croissance lente (CL)
maintenue a 1'INRA, et une lignée commerciale a
croissance rapide (CR) sélectionnée pour la croissance
et le rendement en filet. Les animaux des deux lignées
ont eu acces a l'alimentation et a l'eau ad libitum et
ont été abattus a l'dge de 6 semaines a l'unité
expérimentale PEAT (INRA, Centre Val de Loire,
Nouzilly, France). Des échantillons de Pectoralis
major (gauche) ont été prélevés quinze minutes apres
I'abattage et directement congelés dans de l'azote
liquide pour l'analyse moléculaire, ou bien dans de
l'isopentane refroidi a I'azote liquide pour les analyses
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histologiques, puis conservés a -80°C. Un jour apres
l'abattage, les muscles Pectoralis major droits ont été
visuellement évalués pour classer les défauts WS et
WB selon une échelle validée en trois points : 0 =
absence de défauts, 1 = muscle modérément atteint et
2 = muscle sévérement atteint. Chez les animaux CR,
2 groupes ont €té constitués : un groupe controle CR-
C (n=6) lorsque le muscle était visuellement indemne
de défauts (WS=0, WB=0) et un groupe affecté CR-
WSWB (n=7) lorsque le muscle présentait la forme
sévere des deux défauts (WS=2, WB=2). Huit
animaux supplémentaires de la lignée CL, indemne de
tout défaut, ont été considérés pour [’analyse
transcriptomique et la caractérisation histologique fine
des muscles. La prise en compte dans le plan
expérimental d’une lignée a croissance lente visait a
mieux comprendre les modifications biologiques
associées a la sélection sur le poids et le
développement musculaire qui ont accompagné la
mise en place des myopathies au sein des animaux a
croissance rapide.

1.2. Immunohistochimie

Des sections transversales de muscle Pectoralis major
de dix micromeétres ont été réalisées pour I’ensemble
des échantillons. Un co-marquage collagene VI-
bodipy a été réalis¢, permettant de quantifier
respectivement 1'extension des tissus conjonctifs et
des tissus adipeux. Les sections transversales ont
d'abord été fixées avec une solution de
paraformaldéhyde a 4%. Ensuite, elles ont été
incubées avec du sérum de chévre a 10% puis avec un
anticorps primaire dilué au 1/200 dirigé contre le
collagéne VI. Aprés lavage dans un tampon phosphate
(PBS), les lames ont été incubées avec un anticorps
secondaire couplé au fluorochrome Cy2 dilué au
1/500 puis avec le bodipy 493/503 dilué au 1/3000.
Les lames ont ét¢ montées au moviol. Six images ont
été prises par échantillon a un grossissement de 10X
afin d'étre représentatives de la section transversale.
La quantification du collagene VI et du bodipy a été
réalisée a l'aide du logiciel Image] 1.50i (National
Institute of Health, USA).

1.3. Analyse d’expression différentielle

L'ARN total a été extrait a partir d'échantillons de
muscle Pectoralis major a l'aide du kit RNeasy® Mini
(Qiagen, Valencia, CA, USA). Les profils
transcriptomiques des muscles ont été obtenus a I’aide
d’une puce poulet Agilent 8x60K. Le marquage des
ARN et le traitement des puces a ADN ont été
effectués par la plateforme @BRIDGe (INRA, UMR
GABI, Jouy-en-Josas).

L'analyse différentielle a été réalisée a ’aide d’un
modele linéaire pour identifier les  génes
différentiellement exprimés (DE) entre toutes les
comparaisons deux a deux des trois groupes
d’animaux (Ritchie et al., 2015). Les p-values ont été
ajustées pour les tests multiples (Benjamini et
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Hochberg, 1995). Les génes ont été considérés DE si
la p-value ajustée était < 0,05, et un différentiel (fold-
change : |FC|) > 1,2 entre groupes a été appliqué. Les
résultats de microarray ont été validés sur un set de 16
genes par PCR quantitative (données non présentées).

1.4. Annotation fonctionnelle et test

d’enrichissement

Une classification hiérarchique ascendante de
I’expression standardisée des genes DE dans au moins
une des comparaisons a ¢été construite sur la base
d'une corrélation de Pearson et d'une distance
d’agrégation du lien moyen. Une coupure dynamique
du dendogramme (package R dynamicTreeCut avec
les paramétres deepSplit = 1 et minClusterSize = 300)
a ¢été appliquée pour identifier des clusters de génes
DE présentant des profils d’expression similaires
entre les trois groupes (CR-C, CR-WSWB et CL).
L’ensemble des génes exprimés sur la puce ont été
annotés par « Gene Ontology » (Ashburner et al.,
2000 ; The Gene Ontology Consortium, 2017) en
processus biologiques a partir des identifiants poulet
EntrezGene (taxid : 9031) et d'orthologues d'espéces
bien annotés. Les tests d’enrichissement ont été
réalisés pour chaque cluster indépendamment a 1’aide
d’un test exact de Fisher (p-value < 0.01) et de
I’algorithme « elim » implémenté dans le package R
topGO (Alexa et al., 2006).

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Les analyses histologiques réalisées dans cette étude
avaient pour objectif un phénotypage fin et quantitatif
des défauts, en complément des observations visuelles
réalisées sur filets frais. Il est maintenant bien établi
que les muscles atteints de WS et de WB présentent
une extension anormale des tissus conjonctifs et
adipeux, associée a des processus de nécrose et de
régénération des fibres musculaires (Sihvo et al.,
2014 ; Kuttappan et al., 2016). Dans notre étude, le
pourcentage de la surface totale occupée par le
collagéne VI (représentatif de la fibrose) sur le champ
microscopique était plus élevé chez les animaux CR
que chez les animaux CL (Figure 1). De plus,
P’extension des tissus conjonctifs endomysial et
périmysial était 1,6 fois plus importante dans les
muscles CR-WSWB par rapport aux muscles CR-C.
Par ailleurs, les muscles CR-WSWB se caractérisaient
par une quantit¢ de tissu adipeux (exprimée en
pourcentage de la surface totale occupée par le
bodipy) trois fois plus élevée que les muscles CR-C,
la quantit¢ de tissu adipeux intramusculaire étant
quasi nulle dans les muscles CL. Nos résultats
indiquent donc une modification des caractéristiques
histologiques des muscles avec la sélection sur la
croissance et la mise en place de phénoménes de
fibrose et d’adipose exacerbés en cas de défauts
séveres.

L'analyse différentielle a révélé 10482 genes DE dans
au moins une des trois comparaisons. Parmi eux, 6725

génes ¢taient différentiels entre CL et CR-C, 7887
entre CR-C et CR-WSWB et 9608 entre CL et CR-
WSWRB. Six clusters de génes DE présentant un profil
similaire d'expression ont été¢ identifiés (Figure 2).
Les tests d'enrichissement réalisés indépendamment
pour chaque cluster mettent en évidence 267 termes
GO enrichis dans au moins un cluster.

Les clusters 1 et 4, qui représentaient 12% des génes
DE, permettent de distinguer les muscles CL et CR
(indépendamment de la présence des défauts) (Figure
2). Les fonctions enrichies dans ces clusters étaient
essentiellement liées a des processus métaboliques
(protéine, glycogeéne, acide nucléique), au systéme
immunitaire ou a la transduction du signal.

79% du total des génes DE était réparti dans 2 clusters
majoritaires, a la fois associés aux variations de
croissance et a 1’apparition des défauts. Ainsi, pour les
5168 genes DE du cluster 2, on observe une
diminution de 1’expression entre les groupes CL, CR-
C et CR-WSWB et a l’inverse, une augmentation
graduelle de I’expression entre les trois meémes
groupes pour les 3117 génes DE du cluster 5.
L’analyse fonctionnelle de ces clusters montre un
enrichissement significatif en processus métaboliques
tels que la respiration cellulaire et la synthése d’ATP
couplée au transport d’électron dans le cluster 2, dont
I’expression des geénes diminue avec la sévérité du
défaut. De nombreuses enzymes glycolytiques
(PKFM, GAPDH, ENO3, PGKI, PKM, ALDOB,
PGAMI1, TPIl) sont également présentes dans le
cluster 2. Le cluster 5 présente quant a Iui un
enrichissement de plusieurs fonctions dont 1) la
synthése de collagéne et le stockage des lipides, qui
sont les caractéristiques principales des défauts, 2) la
réponse inflammatoire et [’activation du systéme
immunitaire ainsi que la mort cellulaire, participant a
la dégénérescence et la régénération du muscle, 3)
I’assemblage des fibres de stress et 1’organisation du
cytosquelette d'actine, 4) le métabolisme des glucides,
et enfin 5) la production d’anion superoxyde O,
impliqué dans le stress oxydatif. De nombreux geénes
impliqués dans la réponse au stress oxydatif étaient
surexprimés dans les muscles CR-WSWB (4RNT,
HIF1-a, GPXS8, ALDOC, CRYAB), y compris
certaines protéines de choc thermique (HSBPI,
HSPAS5, HSF2, HSPB7 et HSPHI), connues pour
augmenter considérablement pendant le stress
oxydatif. Les fonctions enrichies dans ces deux
clusters indiquent donc qu’une réorientation des voies
de production et d'utilisation des glucides a des fins
énergétiques ainsi qu’une induction d'un stress
oxydatif ont accompagné la croissance musculaire et
la mise en place des défauts.

Enfin, 9% du total des génes DE apparaissent
spécifiques des défauts sévéres et étaient soit sur-
exprimés dans le groupe CR-WSWB par rapport aux
deux autres groupes (pour le cluster 6) ou a I’inverse
sous-exprimés (pour le cluster 3). L’analyse du cluster
6 montre un enrichissement des fonctions liées a la
synthése de glycosaminoglycanes et de
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protéoglycanes, au développement du systéme  FElle met en évidence de nombreux génes impliqués,
nerveux, a la réorganisation du cytosquelette d’actine ~ dont I’intérét pour la prédiction et la sélection reste a
ainsi qu’au transport de I’oxygéne. Le cluster 3 quant  affiner. Ainsi, une approche complémentaire visant a
a lui présente peu de fonctions enrichies, si ce n’est la  étudier les relations entre niveaux d’expression
fonction liée a la régulation de la réponse au stress  génique et phénotypes quantitatifs histologiques par
oxydatif. une approche de type WGCNA (Weighted Correlation
Ces résultats renforcent I’hypothése d'une  Network Analysis) va étre réalisée. L’intégration de
réorientation des réserves glucidiques du muscle vers ~ données génétiques (QTL, séquengage) permettra par
le métabolisme des sucres nucléotidiques et donc la  ailleurs d’identifier des candidats a la fois
synthése  de  glycosaminoglycanes et de  expressionnels et positionnels, dont le polymorphisme
protéoglycanes, au détriment de la glycolyse et de la  pourrait étre d’intérét pour des applications en
synthése du glycogene dans les muscles affectés. Ceci  sélection.
permettrait de combattre le stress oxydatif induit dans
ces muscles mais entrainerait un remodelage excessif ~REMERCIEMENTS
de la matrice extracellulaire.

L’¢étude s’insére dans le cadre du projet TECNOVIA
CONCLUSION financé par les régions Bretagne et Pays de la Loire.

Au travers des approches histologique et génomique
réalisées, cette étude a permis de dresser un tableau
des modifications métaboliques et structurales
associées aux variations de croissance musculaire et a
I’établissement des défauts WS et WB chez le poulet.
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Figure 1. C(?-marquage collagéne VI-bodipy 493/503 des muscles Pectoralis major CL (A), CR-C (B) et CR-
WSWB (C). Echelle : 100um. Surface occupée sur le champ microscopique par le collagéne VI (D) et le bodipy
(E) pour chaque groupe.
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Figure 2. Heatmap et profils moyens d’expression des genes DE regroupés en cluster pour les muscles CL, CR-
C et CR-WSWB.
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RESUME

La sélection des lignées de type chair pour une augmentation de la croissance et du rendement en muscle s’est
accompagnée de changements physiologiques importants. Alors que des gains considérables ont été¢ obtenus sur
les performances en ¢levage, des limites apparaissent en termes de qualit¢é des produits mais aussi de
reproduction, questionnant la durabilité de la production de viande. L’antagonisme génétique entre production et
reproduction reste un verrou majeur pour la durabilité de la sélection des lignées de type chair. Chez les souches
lourdes, on observe un amenuisement des réserves énergétiques musculaires, évaluées au travers du Potentiel
Glycolytique. Ce caractere, héritable, détermine génétiquement le niveau du pH ultime (pHu) de la viande, pour
lequel deux lignées divergentes (pHu+ et pHu-) ont été sélectionnées. D’abord étudiées sous 1’angle de la qualité
de la viande, ces deux lignées constituent un matériel génétique précieux pour aborder le lien entre statut
énergétique de 1’animal, reproduction, qualité des ceufs et in fine des poussins a 1’éclosion. L’analyse de la
derniére génération de sélection montre une variation des caractéres de reproduction en défaveur de la lignée
pHu+, caractérisée par une entrée en ponte plus tardive, un taux de ponte plus faible, ainsi qu’un pourcentage
d’ceufs cassés plus élevé. De facon originale, une modification des caractéristiques des ceufs est également
observée, en termes de poids et de qualité de la coquille qui varient entre les deux lignées.

ABSTRACT

Variation in energy stores: impact on reproduction and egg characteristics in meat-type strains

Selection of meat-type lines for increased growth and muscle development has been accompanied by significant
physiological changes. While considerable gains have been made in production performance, limits appear in
terms of product quality and reproduction, questioning the sustainability of meat production. The genetic
antagonism between production and reproduction remains a major challenge to maintain the sustainability of
selection on meat-type lines. In heavy strains, there is a decrease in muscle energy reserves, as assessed through
the Glycolytic Potential. Divergent selection on breast meat ultimate pH from a commercial grandparental
female broiler line has originated in two experimental lines: pHu+, presenting the lower energy status, and pHu-,
presenting the higher energy status. These two lines constitute valuable genetic materials to address the link
between the energy status of the animal, reproduction, egg quality and ultimately chick quality at hatch. Analysis
of the 11™ generation of selection highlights variation in breeding characteristics to the detriment of pHu+ line,
characterized by a first egg delayed, lower egg laying rate and higher percentage of broken eggs. Surprisingly, a
change in egg’s characteristics is also observed, including weight and eggshell quality, which vary between the
two lines.
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INTRODUCTION

La sélection des lignées de type chair pour une
augmentation de la croissance et du développement
musculaire a eu un impact considérable sur la
physiologie et le métabolisme des animaux en
¢levage (Emmerson et al. 1997, Havenstein et al.
2003). Alors que des gains considérables ont été
obtenus sur les performances en ¢levage, des
limites apparaissent en termes de qualité des
produits mais aussi de reproduction, questionnant la
durabilit¢ de la sélection sur des critéres de
production de viande (Barbato 1999, Petracci et al.
2015). Chez les souches lourdes, on observe de
moindres réserves énergétiques musculaires (Berri
et al. 2001, Le Bihan-Duval et al. 2008). Ce
caractere, héritable, détermine génétiquement le
niveau du pH ultime (pHu) de la viande (et donc sa
qualité), pour lequel deux lignées divergentes
(pHu+ et pHu-) ont été sélectionnées (Alnahhas et
al. 2014 et 2015; Beauclercq et al. 2016 et 2017).
Initialement étudiées sous I’angle de la qualité de la
viande, ces deux lignées constituent un matériel
génétique précieux pour aborder le lien entre statut
énergétique de ’animal, reproduction, qualité des
ceufs a couver et in fine des poussins.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Animaux

L’étude a porté sur des poules reproductrices issues
de la 11°™ génération de sélection, pour laquelle un
différentiel de 0,6 unité pH était observé pour le
critére de sélection (pHu du filet mesuré¢ chez le
poulet en croissance dans le filet a 6 semaines). Ce
dernier était de 5,55 dans la lignée pHu- et de 6,17
dans la lignée pHu+. Quatre-vingts femelles pour
chacune des deux lignées ont été placées en
batiment de reproduction dans un environnement
contrdlé de 20 a 40 semaines. Deux inséminations
par semaine ont été pratiquées avec 50 pl d’un pool
de spermatozoides de coqgs de lignée pHu+ pour les
femelles pHu+ et de cogs pHu- pour les femelles
pHu-.

1.2. Collecte et caractérisation des ceufs

Les ceufs ont été collectés et pesés entre 23 et 39
semaines et les ceufs anormaux (doubles, mous ou
cassés) ont été enregistrés pendant toute la période.
Les ceufs ont été pesés. Les caractéristiques des
ceufs (% de coquille, d’albumen et de vitellus) ont
été déterminées sur 20 ceufs de poules dgées de 34 a
35 semaines d’age par lignée.

1.3. Suivi d’incubation et d’éclosion

Les ceufs de poules agées de 34 a 35 semaines
d’age ont été collectés sur deux semaines pour en
avoir suffisamment. Plus de 400 ceufs ont été mis
en incubation pour chaque lignée. La fertilité réelle
(nombre d’ceufs fertiles sur le nombre d’ceufs mis
en incubation), la mortalit¢ embryonnaire et le
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nombre d’animaux éclos ont été enregistrés. Tous
les ceufs écartés aux mirages (E7 puis E14) ont été
systématiquement ouverts pour évaluer la précocité
ou pas de la mort de ’embryon. L’éclosabilité a été
calculée par rapport au nombre d’ceufs fertiles.

1.4. Qualité des poussins

Les poussins éclos ont été pesés et la qualité des
animaux a ¢été qualifiée selon la grille de scores de
Tona et al. (2003), complétée par de nouveaux
critéres de qualité (posture, température et signe de
déshydratation). Cette analyse a été réalisée sur 116
poussins éclos de chaque lignée. Le score total
correspond a une note sur 120 points au total.

1.5. Analyses statistiques

Les wvaleurs sont présentées sous forme de
moyennes + SEM. Les données relatives a
I’incubation et a [D’éclosion (fertilité, mortalité
embryonnaire, éclosion) ont été analysées au moyen
de tests de Chi2. Les données de ponte, de
caractéristiques des ceufs et de score de qualité total
des poussins ont été analysés a l'aide du logiciel
Statview®, version 5 (SAS Institute, Cary, NC,
USA) au moyen d’analyse de variance pour détecter
les différences significatives entre les groupes.

2. RESULTATS ET DISCUSSION
2.1. Performances de ponte

Les données collectées entre 23 et 39 semaines
d’age montrent un démarrage de ponte plus tardif
pour la lignée pHu+ (Figure 1). Au pic de ponte, a
30 semaines pour les deux lignées, la lignée pHu-
présente un taux de ponte plus élevé (80,59% vs
72,36%) et cette différence reste notable sur toute la
période étudiée. Des niveaux élevés d'ceufs cassés
ont été observés, en particulier au cours du premier
tiers de la période considérée (Figure 2). A partir de
29 semaines, on observe une différence marquée du
pourcentage d’ceufs cassés, en défaveur de la lignée
pHu+. Le pourcentage d’ceufs a jaunes doubles est
maximum a 26 semaines d’age pour les pHu- (3,27
%) contre 27 semaines pour les pHut+ (1,69%).
Quelle que soit la lignée, ce pourcentage devient
inférieur a 1% a partir de 28 semaines d’age.

2.2. Caractéristiques des ceufs

La caractérisation des ceufs a permis de mettre en
évidence des différences entre lignées (Tableau 1).
La sélection divergente sur le pHu de la viande a
ainsi conduit a la production d’ceufs plus lourds
(+6,2%) pour la lignée pHu+. Le pourcentage de
coquille des pHu+ tend a étre inférieur a celui des
pHu-, ce qui suggere une coquille plus fragile pour
les pHu+. Ce résultat explique en partie le nombre
plus important d’ceufs cassés dans la lignée pHu+.
La quantité de vitellus et d’albumen est supérieure
pour les pHu+, mais la proportion albumen/poids
d’ceuf et vitellus/poids d’ceuf ne differe pas entre
les deux lignées.
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2.3. Fertilité et Mortalité embryonnaire Il est intéressant de noter que les femelles
représentent 10,2% de cette mortalité contre
seulement 3,9 % de males. Des autopsies ont été
réalisées et sont en cours d’analyse.Une
caractérisation métabolique fine de ces animaux
permettra de mieux comprendre ces différences de
développement et de robustesse des animaux.

La sélection divergente a également impacté la
fertilit¢ des animaux (Tableau 2; P < 0,04). La
lignée pHu+ présente en effet une fertilité de 3,3 %
inférieure (davantage d’ceufs clairs) a celle des
pHu- pour un lot d’ceufs issus de poules agées de 34
a 35 semaines d’age. Au cours de I’incubation, la
mortalité embryonnaire présente deux pics CONCLUSION
principaux, le premier dans les quatre premiers
jours de développement puis un second pic plus
tardif entre les jours 18 et 22 de I’incubation.
Globalement, elle ne différe pas entre les deux
lignées. Seul les profils de mortalité embryonnaire
différent avec plus de mortalités tardives chez les
pHu-. L’éclosabilité ne différe pas entre les pHu+ et
pHu-

En conclusion, ces premiers résultats suggérent une
altération des performances de reproduction
étudiées et des modifications des caractéristiques
des ceufs en relation avec la diminution des réserves
énergétiques associée a la sélection pour une
augmentation du pHu. Ces premiéres observations
ouvrent la voie a de futures études de génétique et
de nutrition pour évaluer D’apport du statut
2.4. Qualité des poussins énergétique en termes d’amélioration des caractéres
de reproduction et de qualité du poussin dont la
dégradation pénalise les filieres de type chair. De
fagon originale, elles suggérent également la
possibilité d’identifier de nouveaux indicateurs ou
biomarqueurs du statut énergétique a partir des
mesures en lien avec la reproduction et la qualité de

Le poids des poussins a I’éclosion est
significativement différent entre les deux lignées
avec un poids de poussin supérieur chez les pHu+
(41,8g vs 38,7g, P< 0.0001). Cette différence de
poids perdure aprés une semaine de démarrage
(93,25g vs 89,27g, P= 0,0005). Un effet sexe est

également noté (P= 0,03). La lignée pHu- présente Peeuf.

un score global de qualité significativement Cette étude a été financée par le CAS DAR et le
supérieur a celui des pHut (P = 0,007, Figure 3). CIPC (projet 2018-2020 Chick’Tip) et a été réalisée
Au cours de la semaine de démarrage (JO & J7), une dans le cadre de I'UMT Biologie Intégrative
mortalité plus importante a été notée dans la lignée Recherche et Développement (BIRD).

pHu+ (14,1% des animaux mis en élevage vs 0,6%

chez les pHu).
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Tableau 1. Caractéristiques des ceufs issus des lignées pHu+ et pHu-

Poids des

Lignée eufs (g) % de coquille* % d’albumen* % de vitellus*
pHu+ 63,2+0,3 9+0,1 52,9+ 0,60 29+0,8
pHu- 59,5 40,3 9,5+0,1 52,4+04 29,8+ 0,4

P Value P<0,0001 P=10,018 NS NS
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* Les pourcentages de coquille, albumen et vitellus sont rapportés au poids de I’ceuf.
Tableau 2. Performances de reproduction des lignées pHu+ et pHu- de 34 a 35 semaines d’4ge

Morts totaux Morts précoces Morts tardifs

Lignée Fertilité (%) (%) (%) Eclosabilité (%)
pHu+ 86,4 20,4 62,9 37,1 79,1
pHu- 89,7 23,9 50,5 49,5 76,1

P Value P=10,04 NS NS P=10,05 NS

Figure 1. Courbe de ponte des lignées pHu+ et pHu-
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Figure 2. Pourcentage d’ceufs cassés sur la période 23-39 semaines d’age
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Figure 3. Scores de qualité des poussins a JO (scores sur 120 points)
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IMAGERIE MEDICALE, POUR UNE MESURE PRECISE ET NON INVASIVE
CHEZ LE POULET DE CHAIR PARENTAL COBB500
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Résumé

Nous avons développé des méthodes peu invasives pour suivre la composition corporelle d’une lignée parentale
de poulets de chair (Cobb 500, males et femelles) de I’éclosion a 1’dge adulte. Nous avons évalué la cinétique
d’engraissement, la croissance et la qualité musculaire et osseuse, les parameétres de reproduction (volume des
gonades) et des marqueurs du métabolisme des animaux en utilisant I’imagerie médicale (échographie, CT- scan)
couplée a la détermination de la concentration du plasma en triglycérides et phospholipides. L’échographie a été
réalisée sur des animaux vigiles de 4 a 32 semaines et I’utilisation du CT-scan chez les mémes animaux anesthésiés
a permis de confirmer et compléter ces mesures. Nous avons ainsi pu décrire la cinétique d’engraissement en
fonction du sexe. A partir de la puberté (20 semaines d’age), peu avant le début de la ponte, les femelles avaient
1,6 fois plus de tissu adipeux que les méales (P<0,001). Dans le groupe des femelles, 1’augmentation du tissu
adipeux était associée a des taux élevés de triglycérides plasmatiques a partir de 16 semaines (8 fois plus que chez
les males au début de la ponte). La structure osseuse était également différente, puisque le rapport os/poids corporel
était 30% plus faible chez les femelles que chez les males a 1’4ge adulte de 32 semaines (P<0,001). La mesure du
volume d’une méme section des muscles Pectoralis major et minor a montré une croissance comparable entre les
males et les femelles. Lors de la période de ponte, le nombre de follicules jaunes était associé au volume de tissu
adipeux ovarien (r= 0,80). En conclusion, I’utilisation du CT-scan et de 1’échographie a permis de suivre la
composition corporelle d’une méme cohorte de poulets de chair parentaux sans utiliser des méthodes invasives.

Abstract
Medical imaging for precise and non-invasive measure of body composition in Cobb500 parental broiler
chicken

We developed non-invasive methods to track the body composition of a parental broiler line (Cobb500, male and
female) from hatching to adulthood. We evaluated fattening kinetics, muscle and bone growth and quality,
reproductive parameters (gonad volume) and markers of animal metabolism using medical imaging (ultrasound,
CT-scan) and we determined the plasma concentration in triglycerides and phospholipids. Ultrasound was
performed on live animals from 4 to 32 weeks of age and the use of CT-scan in the same anesthetized animals
confirmed and completed these measurements. We were able to describe the fattening kinetic according to sex.
From puberty (20 weeks of age), shortly before the onset of egg-laying, females had 1.6 times more fat than males
(P <0.001). In the female group, the increase in adipose tissue was associated with increased levels of plasma
triglycerides from 16 weeks (8 times more than in males at the start of egg laying). The bone structure was also
different. The bone / body weight ratio was 30% lower in females than males at 32 weeks of age (P <0.001).
Measurement of the volume of the same section of the Pectoralis major and minor muscles showed comparable
growth between males and females. During the laying period, the number of yellow follicles was associated with
the volume of ovarian adipose tissue (r = 0.80). In conclusion, the use of CT-scan and ultrasound system allowed
to follow the body composition of the same cohort of parental chickens without using invasive methods.
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INTRODUCTION

Au cours du dernier demi-siécle, la vitesse de
croissance et le rendement musculaire des poulets de
chair commerciaux a fortement augmenté grace a la
sélection génétique. Cette derniere, a abouti au fil du
temps a la production d'animaux de plus en plus
lourds qui développent des troubles de la
reproduction et des lésions musculo-squelettiques
(Richards et Proszkowiec-Weglarz, 2007). Afin
d’éviter un excés d'engraissement, connu pour avoir
un effet négatif sur la locomotion et la reproduction,
différentes stratégies ont été mises en place, telles
que la restriction alimentaire (Yu et al., 1992). En
effet, une restriction alimentaire permet de récupérer
une hiérarchie folliculaire, une production d’ceuf de
qualité et de retarder 1’apparition de la puberté qui
est devenue trop précoce (Pan et al., 2014).
Cependant, cette pratique d*élevage, en plus de poser
des questions éthiques, entraine des comportements
agressifs et un bien-étre qui est fortement affecté.
Afin de mieux connaitre le profil de développement
du poulet de chair parental, nous avons suivi leur
composition corporelle a 1’aide de la technique
d’imagerie médicale et des indicateurs biochimiques
par spectrométrie de masse.

Ainsi, la présente étude a été menée afin d’évaluer le
développement de 4 tissus (muscle, graisse, 0s,
gonades) chez le méme animal de la naissance a
I’age adulte (32 semaines). Nous avons étudié une
souche parentale de poulets de chair (Cobb500) dans
les deux sexes. Les données obtenues par
I’échographie et le scanner & rayons X ont été
associés a des parametres métaboliques afin
d’explorer les indicateurs potentiels de la
composition corporelle.

MATERIELS ET METHODES

Le protocole a été validé par le comité d’éthique
(CEEA VdL) sous le numéro: APAFIS#4749-
2D16D3311 1352712

1. Les animaux

40 poussins reproducteurs (20 males et 20 femelles
Cobb 500, Hendrix Genetics) ont été répartis au sol
dans des groupes homogénes de 10 dans 4 parquets
de 3 m? et élevés dans I'unité expérimentale du centre
d'expérimentation avicole de Tours (UEPEAT). A
leur arrivée, les poussins ont bénéficié de 24 h de
lumiére suivi d'une diminution progressive de
I'exposition a la lumiére jusqu'a atteindre 8 heures,
puis I’exposition a été augmentée jusqu'a 15 h de
lumiére pendant la période de ponte. Du premier jour
a la 3éme semaine, I’ensemble des poussins ont regu
un aliment ad libitum. A partir de la 3¢me semaine,
les poussins ont été rationnés selon les
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recommandations du fournisseur. Les animaux ont
été pesés toutes les 4 semaines.

2. Mesures en imagerie médicale

Les analyses d’imagerie médicale ont été réalisées
sur I’ensemble du corps du poulet toutes les 4
semaines de 4 a 32 semaines d’age.

Les acquisitions ont été réalisées avec un CT
biomédical (Siemens As Definition) avec les
parametres suivants : balayage de 100 kV et 120 mA
avec une épaisseur de 0,6 mm (500 images) et un
pitch de 0,45. Un filtre de reconstruction Safire 126
a été utilisé pour mieux caractériser les tissus.

Les mesures par échographie ont été réalisées avec
un MyLab 30 Gold Vet ultrasound scanner
(Hospimedi ~ France,  Saint-Crépin-lbouvillers,
France) équipé de deux sondes linéaires fonctionnant
en basses fréquences pour 1’étude de I’engraissement
(5MHz) et en haute fréquence pour I’é¢tude des
muscles (15MHz).

3. Analyses biochimiques du plasma

Le plasma a été recupéré apres centrifugation (3 000
g pendant 10 minutes a 4 ° C), puis stocké a -20 ° C
jusqu'a son utilisation. Les concentrations
plasmatiques en triglycérides et phospholipides ont
été obtenues par dosage enzymatique (kit Biolabo
Triglyceride, Kit Biolabo Phospholipides, Maizy,
France). Les mesures ont été effectuées selon le
protocole du fabricant.

4. Analyses statistiques

Les résultats sont représentés sous forme de
moyenne + SEM, Les valeurs ont été analysées avec
une ANOVA a I’aide du logiciel Graphpad et jugées
significatives lorsque *P < 0.05, **P < 0.01, ***P <
0.001.

RESULTATS ET DISCUSSION

Le but de la présente étude est de suivre la
composition corporelle des mémes animaux de 1’age
de 4 a 32 semaines en utilisant des méthodes non
invasives comme l’imagerie médicale (scanner a
rayons X et échographe).

1. Développement musculaire

Le poids corporel de I’ensemble des animaux est
mesuré toutes les 4 semaines de 1’dge de 4 semaines
a 32 semaines (Figure 1A), suivi d’une analyse au
CT-scan et a ’échographe de 10 animaux de chaque
sexe de 1’age de 4 semaines a 32 semaines. Les males
apparaissent naturellement plus lourds que les
femelles (P < 0.001), cependant au niveau de la
croissance du muscle pectoralis aucune différence
statistique ne ressort entre les sexes (Figure 1B). La
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sélection génétique ayant porté sur la croissance
musculaire des animaux, il est normal de ne pas voir
de différence entre les sexes.

2. Croissance osseuse

Le développement osseux est évalué en analysant
I’évolution du volume du squelette et plus
particulierement le volume de 1’os cortical (os dur)
(Figure 2A). Dés I’age de 8 semaines, les males ont
un squelette plus important que les femelles (P <
0.05). Cette différence s’accentue avec 1’age, par
exemple a 32 semaines, les femelles ont un squelette
1,5 fois moins important que les méles (P < 0.001).
Cette différence ne vient pas de la croissance osseuse
cariln’y a pas de différence entre les sexes lorsqu’on
rapporte la longueur du tibia au poids (Figure 2B).
Cependant, une différence de la qualité osseuse
(volume os cortical du tibia/longueur du tibia) est
ressortie avec des femelles ayant une qualité osseuse
amoindrie (P < 0.001) (Figure 2C). Cette différence
de la qualité osseuse vient des hormones sexuelles,
la testostérone favorisant la formation de 1’os
cortical (ce qui a été mesuré) chez les males
(Notelovitz, 2002), alors que chez la femelles, les
cestrogenes vont favoriser la formation de 1’os
médullaire (os mou) (Beck et Hansen, 2004).

3. L’engraissement

Nous avons déterminé le volume de tissu adipeux
dans les tissus abdominaux mais surtout dans tout le
corps. Distinctement, a I'age de 20 semaines, lorsque
l'activité des ovaires augmentent et peu de temps
avant le début de la ponte (& 23 semaines), le volume
du tissu adipeux est fortement accru chez la femelle
(Figure 3A, P < 0.001). A 32 semaines, les males
sont a 64% du volume de tissu adipeux des femelles.
A l'age de 20 semaines, nous observons une
augmentation des niveaux de triglycérides et de
phospholipides chez les femelles mais pas chez les
males. Pour les triglycérides, la concentration finale
des femelles est huit fois supérieure a celle des males
(Figure 3B) (P < 0.001). Cette augmentation du tissu
adipeux uniquement chez la femelle est due a sa
fonction de reproduction : les femelles réalisent un
stockage de lipides qui sont nécessaires a la
production d’ceufs (ex : synthése de lipides pour le
jaune).

La mesure de I'épaisseur du tissu adipeux par
échographie est fortement corrélée au dépdt de
graisse entiére estimé par tomodensitométrie chez
les femelles (P < 0.001, r = 0.84). Chez le méle, la
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corrélation est moindre (P < 0.001, r = 0.53), en
raison de leur masse graisseuse plus faible. Ces
résultats montrent que 1’utilisation d’un échographe
pour suivre I’engraissement était aussi fiable qu’un
CT-scan.

4. Développement des gonades

Le CT-scan nous a aussi permis de suivre quelques
parameétres de reproduction chez les animaux.

Chez le male, nous avons analysé le volume
testiculaire au CT-scan. Ce n’est qu’a partir de I’4ge
de 24 semaines que nous avons pu observer les
testicules. Avant cet 4ge, les animaux n’étant pas
pubeéres, les testicules sont trop petits pour étre
distingués des autres organes. C’est donc a 24
semaines que nous avons un pic de développement
testiculaire suivi d’une diminution jusqu’a 32
semaines. Cela a déja été observé dans la littérature :
le volume diminue apres un pic afin de se stabiliser
(Vizcarra et al., 2010).

Chez la femelle, I'activité de l'ovaire est observée par
le biais de la concentration d'estradiol dans le
plasma, qui a augmenté a I'dge de 20 semaines, avec
un pic autour de 340 pg / ml chez les femelles agées
de 24 a 28 semaines. Les premiers ceufs sont apparus
a 23 semaines et les poules présentent 5 a 6 follicules
jaunes a partir de 24 semaines (observés au CT-
scan). Le nombre de follicules est corrélé avec le
volume de tissu adipeux ovarien (r = 0.80, P <0.001)
et avec le volume de tissu adipeux (r = 0.63, P
<0.01).

CONCLUSION

Notre étude a permis de suivre différents
biomarqueurs (anatomiques ou biochimiques) de
développement tissulaire (muscle, graisse, 0s,
gonades) sur les mémes animaux avec des outils non
invasifs. Elle a permis aussi d’explorer des
indicateurs potentiels de la composition corporelle
facilement mesurables par échographie ou par
analyse sanguine : cela aidera a adapter le régime
alimentaire a [’évolution de la composition
corporelle afin d’optimiser les performances de
ponte et de reproduction.
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Figure 1 : Développement musculaire. (A) Courbes du poids corporel. (B) Evolution du volume du muscle
pectoralis (n = 10)
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Figure 2 : Croissance osseuse. (A) Evolution du volume du squelette entier. (B) Croissance osseuse (Longueur
du tibia/poids corporel). (C) Qualité osseuse (Longueur du tibia/VVolume du tibia) (n = 10).
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Figure 3: L’engraissement. (A) Evolution du volume de la masse adipeuse. (B) Cinétique de la
concentration plasmatique en triglycérides (n = 10)
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RESUME

Les recherches sur la génétique des comportements en aviculture ont longtemps poursuivi un double objectif. Il
fallait tout d’abord adapter I’animal a son environnement, au moment ou les conditions d’élevage devenaient
standardisées et optimisées afin de maximiser la production. Les travaux dans ce cadre ont notamment porté sur
la génétique des comportements sociaux et de peur, afin que les animaux soient capables de vivre en groupes de
grande taille et pour éviter les comportements de picage, en particulier chez les poules pondeuses. Un second
objectif était de contrebalancer les effets négatifs sur le bien-étre de la concentration des efforts de sélection sur
quelques critéres de production. La croissance rapide et 1’augmentation du rendement en filet des poulets de
chair ont été¢ tout particulierement associées a des troubles tels que les boiteries ou des problémes cardio-
vasculaires. Cet objectif est toujours d’actualit¢ avec la question de la douleur chez animaux atteints de
myopathies (white striping, wooden breast).

Aujourd’hui, les systémes d’¢élevage se diversifient a la fois pour faire face au changement du contexte de
production mais également pour mieux intégrer les attentes de la société vis-a-vis de 1’¢levage. Plutoét que
d’adapter 1’animal a son environnement, il s’agit donc désormais d’améliorer le dialogue entre I’animal et son
environnement et de rééquilibrer les rapports entre production et bien-étre animal, dans un contexte de
production fluctuant et moins optimisé qu’auparavant. La tolérance a la chaleur devient par exemple un critére
important face au changement climatique, y compris dans les pays tempérés. En outre, I’évolution de la
production vers des systémes de plus en plus ouverts vers I’extérieur va conduire a étudier la capacité
d’adaptation des oiseaux a des facteurs tels que la lumiére naturelle ou leur potentiel a utiliser les parcours et les
enrichissements de milieu. Emergent enfin aujourd’hui des travaux visant a prendre en compte, dans la
compréhension du bien-étre animal, I’ensemble de 1’histoire de vie des animaux en déterminant différents types
de personnalité chez les animaux.

ABSTRACT

Genetics, behaviour and welfare: advances and perspectives for selection

During a long time, researches on behavioural genetics in poultry have been focused on two objectives. A first
goal was to adapt the animal to its production environment while rearing conditions became standardised and
optimised. Within this frame, research studies were focused on genetics of social behaviour and fear, so that
animals are able to live in large groups, especially in laying hens, to avoid feather pecking behaviour. A second
goal was to counterbalance the negative effects on welfare of a selection focused on a few number of production
traits. Rapid growth and increased breast meat yield in broilers have for example been associated with troubles
as lameness or cardio-vascular troubles. This second goal is still topical with the question of pain in animals
affected by myopathies as white striping and wooden breast.

Nowadays, production systems are diversifying to cope with changes in production context and to take into
account social expectations regarding animal production. The question is thus not anymore to adapt the animal to
its environment, but to improve the dialog between the animal and its environment and to restore the balance
between production and welfare, in a more fluctuating and less optimal production environment than before.
Tolerance to heat stress becomes for example an important criterion to be able to face global warming, even in
temperate countries. Moreover, the evolution of production towards more open systems with access to open-air
will increase the need of study on the potential of animals to use open-air and environmental enrichments.
Finally, researchers also start to take into account the whole life of animals and their personality for a better
assessment of their welfare.
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INTRODUCTION

La relation homme-animal a fortement évolué en lien
avec les grandes modifications de 1’élevage au XX*™
siecle (ANSES 2018). L’¢levage a en effet connu un
fort développement aprés-guerre qui s’est traduit par
une amélioration globale du statut sanitaire,
I’intensification de la production et la mise en place
de  l’amélioration  génétique  des  animaux
principalement sur des criteres de productivité.
L’optimisation des conditions d’¢levage a la fois a
I’¢étage de la sélection et a 1’étage de la production ont
contribué a I’efficacité de la sélection, en permettant
aux animaux d’exprimer leur potentiel génétique pour
des caractéres tels que la vitesse de croissance ou la
production d’ceufs. La sélection des meilleurs
candidats a la reproduction a donc été
particuliérement efficace et a conduit a des évolutions
spectaculaires des performances des animaux
(Preisinger et Flock 2000; Zuidhof et al. 2014).
Cependant, du fait de corrélations parfois
défavorables entre caractéres de production et de
bien-étre, ces ¢évolutions ont pu entrainer une
dégradation du bien-étre des animaux.

La capacité des animaux a souffrir a été le principal
argument mis en avant pour justifier les devoirs des
hommes envers les animaux. La réflexion
philosophique sur le bien-&tre animal s’est donc
principalement centrée, dans ses débuts, sur la
limitation des souffrances. Les recherches ont donc
été orientées dans un premier temps sur la
compréhension des causes de souffrance et le fait de
contrebalancer la  dégradation du  bien-étre
consécutive a la sélection.

Plus récemment, les travaux scientifiques ont mis en
évidence chez les animaux des capacités cognitives
complexes et la possibilité de ressentir des émotions
(Marino, 2017). Ces compétences des animaux en
termes de sensibilité et de conscience confirment le
bien-fondé de ce souci moral et en accroissent la
portée en 1’étendant du volet négatif (minimisation
des douleurs/ souffrances) a wun volet positif
(maximisation des plaisirs).

L’objectif de cette synthese est donc de dresser un
panorama des connaissances sur les relations entre
génétique et comportement des volailles et de les
resituer dans le contexte actuel de production, afin de
dégager des perspectives d’amélioration du bien-étre
animal dans les conditions d’élevage actuelles et
futures.

1. LIENS ENTRE GENETIQUE ET BIEN-ETRE
ANIMAL

L’objectif des recherches sur les liens entre la
sélection génétique et le bien-Etre animal a longtemps
été focalisé sur les déterminants génétiques de

comportements importants pour [’adaptation de
I’animal a des conditions de vie optimisées,
standardisées et intensives. De ce fait, les
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comportements sociaux (e.g., agressivité entre
congénéres, relation avec 1’homme) ou de peur (e.g.
réaction face a des perturbations environnementales)
ont été étudiés en priorité, car ils étaient essentiels
pour que les animaux s’adaptent a la vie en grands
groupes.

Du fait de [I’apparition de perturbations de
comportement et de bien-étre dans les souches
fortement sélectionnées sur les critéres de production,
le second objectif des recherches en génétique a
consisté a chercher des moyens de compenser ces
conséquences de la sélection.

1.1. Un animal bien adapté a son environnement
d’élevage

a) Les comportements sociaux et de peur des
oiseaux domestiques

La domestication chez les oiseaux, en particulier chez
les poules et poulets, au contraire des effets souvent
observés chez les mammiferes ne semble pas avoir été
associée a une augmentation de la sociabilité (Nicol
2015). En effet, si les poulets ou poules commerciaux
présentent bien des différences de comportements
sociaux avec la poule de Jungle (Schultz et al. 2001),
ces différences vont dans le sens d’une plus grande
agressivité chez les poules domestiques que chez leur
ancétre sauvage (Vaisanen et al. 2005), ce qui
proviendrait du fait que ces oiseaux ont été
initialement domestiqués pour organiser des combats
de cogs. De fagon conjointe, la sélection sur des traits
de production et D’intensification des conditions
d’¢élevage semblent ¢également avoir favorisé
I’apparition de comportements agressifs, ou
I’émergence d’interactions sociales néfastes au bien
étre des individus (Mignon-Grasteau and Faure 2002).
Ainsi, la sélection des poules pondeuses sur les
nombre d’ceufs et la précocité de ponte a été associée
a une augmentation du comportement de picage
(Vaisanen et al. 2005 ; Su et al. 2006). Bien qu’étant
un comportement exploratoire redirigé et non un
comportement agressif, le picage peut produire, dans
sa forme la plus sévere, des effets trés déléteres en
¢élevage. Su et al. (2006) ont par exemple ainsi montré
qu’aprés 5 générations de sélection divergente sur le
picage chez la poule pondeuse, la lignée fortement
piqueuse présentait une qualit¢ d’emplumement
dégradée (scores de 11.6/20.0 vs. 16.9/20.0 a 29
semaines) et une ponte plus faible (65% vs. 73% a 40
semaines) par rapport & la souche faiblement
piqueuse. Outre la douleur liée a I’arrachage des
plumes, la présence de zones déplumées tend a
augmenter les risques de cannibalisme et la mortalité.
Les conséquences de la sélection sur des traits de
production sur les comportements sociaux des oiseaux
domestiques ont suscité de nombreuses recherches
afin de comprendre les bases biologiques, génétiques
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des comportements sociaux. Des expériences de
sélection sur un comportement de picage atténué ou
sur la motivation a rejoindre les congénéres des
individus ont été tentées avec succes, mais elles
reposent sur des mesures trés chronophages (Launay
et al. 1991, Kjaer et al. 2001). Des analyses
génétiques du comportement ont complété ces
expériences de sélection pour démontrer 1’existence
d’un déterminisme génétique des comportements
sociaux. Chez la poule, vingt-six régions du génome
ont ainsi été associées au comportement de picage.
Chez la caille, Recoquillay et al. (2013) ont également
détecté des QTL reliés a la motivation sociale et ont
montré que celle-ci était reliée a 1’age d’entrée en
ponte. Des études récentes ont enfin permis
d’identifier des geénes candidats de ces
comportements, comme le géne TTRAP pour la
socialité chez la poule (Johnsson et al. 2018) ou le
gene PMEL17 pour le picage (Keeling et al. 2004).
TTRAP est une phosphodiestérase impliquée dans la
réparation de I’ADN et dont [Deffet sur le
comportement pourrait passer par sa capacité a
protéger les neurones de la dégradation. PMEL17 joue
un role central dans la synthése des mélanocytes et
affecte donc la couleur du plumage des animaux, elle-
méme liée a ’agressivité des animaux (Karlsson et al.,
2011).

Un autre effet majeur de la domestication a été une
forte diminution des comportements de peur,
notamment vis-a-vis de 1’homme (Jensen 2014).
Ainsi, des études ont montré que la poule pondeuse
exprimait moins de comportements de peur ou de
comportements anti-prédateurs que la poule de Jungle
(Schiitz et al. 2001 ; Campler et al. 2009). Les
comportements de peur n’ont cependant pas
totalement disparu chez les oiseaux domestiques et il
est largement admis que lorsque ceux-ci sont trop
fréquents ou trop intenses, ils peuvent exercer un
impact négatif sur le bien-étre et les capacités
productives des animaux en élevage. Chez la poule,
un niveau de peur élevé évalué par l’intensité des

réactions comportementales (agitation, cri, fuite,
immobilité, ..) des animaux dans différentes
situations de stress (environnement nouveau,

isolement social ...) est ainsi négativement corrélé
avec la ponte, la qualit¢ de I’ceuf ou la croissance
(Jones 1996 ; Jones et al. 1997 ; Schiitz et al. 2004).
Les travaux menés sur des oiseaux domestiques ont
révélé que certains comportements de peur ont une
héritabilité moyenne, voire forte. Cela a été confirmé
par le succés de plusieurs expériences de sélection sur
différents comportements de peur comme la durée
d’immobilité tonique chez la caille japonaise (Mills et
Faure 1991) ou la réaction a la nouveauté chez la
poule (Uitdehaag et al. 2008 ; Rozempolska-Rucinska
et al. 2017). Prés de 20 QTLs sont référencés dans
QTL database sur différents comportements de peur
chez la poule.

Il est important de souligner que la plupart des
travaux présentés ci-dessus ont nécessité des mesures
de comportement qui sont bien souvent chronophages
et qui demandent des conditions de test standardisées,
ce qui est bien souvent difficilement réalisable en
condition d’élevage sur de trés grands groupes
d’individus. De plus, obtenir une vision compléte du
comportement de I’animal nécessite de réaliser
différents tests, chacun lié a un comportement
particulier.

Enfin, un grand nombre de ces études a reposé€ sur
I’¢tude du comportement d’un individu, celui qui
pique par exemple, alors que les volailles en élevage
vivent en grand groupe et que les interactions sociales
sont au cceur d’un dialogue entre des individus
émetteurs et d’autres récepteurs. Le cannibalisme
chez la poule pondeuse dépend ainsi a la fois du
génotype de I’émetteur (celui qui pique) et de celui
qui se fait piquer (Ellen et al. 2008). Afin de
s’attaquer a ce type de probléme inhérent aux
interactions sociales, Muir a initi¢ un nouveau type de
stratégie de sélection basée sur la performance d’un
groupe d’individus plutét que sur celle d’un seul
individu (Muir 1996). Les peéres étaient sélectionnés
sur la base de la mortalit¢ et du nombre d’ceufs
pondus par leurs filles élevées en cages collectives de
demi-sceurs. Ces travaux ont montré qu’une telle
sélection permettait d’obtenir une amélioration de la
ponte comparable a celle obtenue en sélectionnant les
animaux en cage individuelle, tout en limitant la peur,
I’agressivité et le comportement de picage (Bolhuis et
al. 2009). Ainsi, une stratégie de sélection basée sur la
performance d’un groupe ou tenant compte des effets
sociaux offre une piste de recherche future
particulierement prometteuse (Ellen et al. 2014). Des
modeles génétiques ont été développés pour permettre
I’évaluation génétique des animaux en intégrant ces
effets sociaux (Bijma 2014).

b) Adaptation au plein-air

I a été démontré chez la poule pondeuse que
’utilisation du parcours différait en fonction de la
souche (Kjaer et al. 1998). Ces différences sont en
particulier liées a la vitesse de croissance, les poulets
de chair a croissance rapide (GMQ > 40g/j) se
déplagcant moins (5% vs 11% du temps) et passant
davantage de temps au repos (55% vs 20-35% du
temps) que les souches & croissance lente (GMQ <
25g/j), élevées en plein-air (Bokkers et Koene 2003 ;
Castellini et al. 2016). Lorsque le niveau d’activité
locomotrice augmente, 1’utilisation du parcours est
meilleure chez les volailles (Kjaer 2017). Castellini et
al. (2016) ont également montré que les poulets a
croissance lente passent en moyenne 60% de leur
temps sur parcours contre 20% pour les poulets a
croissance rapide. De plus, lorsqu’ils sont a
I’extérieur, ces deniers restent plus proche des trappes
que les poulets a croissance lente et exploitent donc
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une proportion plus réduite du parcours (Nielsen et al.
2003 ; Castellini et al. 2016).

Certains travaux montrent de plus qu’au sein d’une
méme souche de poulets, il existe une trés grande
variabilité individuelle dans la capacité des animaux a
utiliser les parcours et identifient des poulets
sédentaires qui sortent peu et des poulets explorateurs
qui utilisent plus fréquemment et de fagon plus
compléte les parcours (Germain et al. 2011).
L’existence d’une base génétique a la propension a
utiliser les parcours a été confirmée par des études
génétiques du comportement exploratoire (Chapuis et
al. 2011 ; Germain et al. 2011). Chez le poulet de
chair, I’héritabilité estimée est de 0,14 pour la
propension a sortir et de 0,13 pour la durée des sorties
(Chapuis et al. 2011). Chez la poule, I’héritabilité
estimée est comprise entre 0,30 et 0,49 pour la
fréquence des sorties vers un acces extérieur couvert
et est comprise entre 0,21 et 0,32 pour la durée. I
semble donc possible de travailler via la sélection
génétique sur une meilleure exploitation des parcours
par les animaux (Icken et al. 2008). Les corrélations
génétiques entre 1’exploitation de cet acceés extérieur
et les performances des poules sont cependant
défavorables (Icken et al. 2008). Il est donc important
de trouver un juste équilibre entre performances de
croissance, d’efficacité alimentaire ou de ponte et
adaptation a I’environnement d’élevage.

1.2. Contrebalancer les effets négatifs sur le bien-
étre animal de la sélection sur des critéres de
performances

a) Troubles locomoteurs

Depuis les années 1950, la sélection a été trés intense
et a permis des progrés spectaculaires en portant
I’essentiel de I’effort de sélection sur quelques critéres
de production (vitesse de croissance, développement
du filet, engraissement et efficacit¢ alimentaire des
volailles de chair, ponte et efficacité alimentaire des
poules pondeuses). L’EFSA (European Food Safety
Authority) en 2010 indiquait que la sélection avait
engendré de nombreuses modifications aux niveaux
métaboliques et comportementaux de ces animaux,
notamment les troubles locomoteurs ou les ascites.
Les problémes locomoteurs des poulets de chair sont
selon les cas liés a la croissance rapide et/ou au fort
développement du filet et ont atteint des prévalences
de 15 a 30% selon les cas (Duggan et al. 2016). Ainsi,
la croissance rapide a été de pair avec 1’apparition de
la dyschondroplasie tibiale ou de déformations de
type valgus-varus. Ces troubles ayant une héritabilité
moyenne a ¢€levée, ils ont pu étre introduits dans les
schémas de sélection afin d’en diminuer la fréquence
(Arnould et al. 2011 ; Duggan et al. 2016).

Les poulets lourds et a fort développement de filet ont
également une qualité de marche altérée, notamment
du fait du déplacement vers 1’avant de leur centre de
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gravité (Nielsen et al. 2003 ; Duggan et al. 2016).
Chez le canard et le poulet de 7 semaines par
exemple, ces auteurs ont constaté que les animaux
lourds marchaient 1.3 a 1.4 fois moins vite et faisaient
des pas 4 a 9 fois plus courts que les animaux légers.
L’¢évaluation de la qualité de la marche est cependant
plus complexe car les outils permettant une évaluation
reproductible sont encore trés coliteux. L’héritabilité
de la qualité de la marche est donc relativement faible
et les corrélations avec le poids ou le rendement en
filet trés variables d’une lignée a [autre, ce qui
complique sont utilisation comme critére de sélection
(Duggan et al. 2017). Enfin, la plus grande inactivité
des poulets a croissance rapide les conduit a un
contact plus important avec la litiére, ce qui entraine
plus fréquemment des dermatites de contact.

b) Troubles métaboliques et cardio-vasculaires
La sélection sur les performances de croissance s’est
également accompagnée de ’apparition de troubles
métaboliques qui affectent le bien-étre animal tels que
les ascites, qui proviennent d’un déséquilibre entre les
organes sources d’oxygeéne (cceurs, poumons) et les
organes consommateurs (muscles pectoraux, Collins
et al. 2014). Ce caractére héritable a pu étre contre-
sélectionné et de récents travaux suggerent qu’il
pourrait dépendre de génes candidats impliqués dans
la myogenése (Lubritz et al. 1995 ; Tarrant et al.
2017). Plus récemment, la sélection de souches
lourdes et a fort pourcentage de filet s’est
accompagnée de I’apparition de myopathies
dégénératives telles que le « white striping » et le
«wooden breast » dont on peut supposer qu’elles
génerent de la douleur chez les animaux atteints (Berri
2015). Alnahhas et al. (2016) ont montré que le white
striping était fortement héritable et trés corrélé au
pourcentage de filet.

2. REPOSITIONNEMENT DES
DANS LE CONTEXTE ACTUEL

QUESTIONS

L’¢élevage est aujourd’hui au cceur d’une controverse
qui met en question sa légitimité, le statut de 1’animal
dans notre société, et plus globalement notre rapport a
la nature. L’utilisation d’approches participatives, par
exemple au travers d’enquétes comme dans le projet
CASDAR ACCEPT ont permis d’identifier la
perception par différents acteurs de la société de
Pactivité¢ d’élevage (Delanoue et al. 2018). Les
résultats montrent que, si 1’environnement est
longtemps apparu comme la préoccupation centrale de
nos concitoyens, les questions de bien-tre animal, et
plus globalement d’éthique animale, sont aujourd’hui
au ceeur des débats.

Les systemes d’¢levage se diversifient pour mieux
s’adapter a ces demandes. Il ne s’agit donc plus
comme précédemment d’adapter 1’animal a un
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environnement donné, mais d’améliorer le dialogue
entre 1’animal et son environnement et de rééquilibrer
les rapports entre capacité productive et bien-Etre
animal afin de permettre une production en quantité et
en qualité suffisantes, dans le respect du bien-étre
animal, dans des conditions de production plus
fluctuantes, moins standardisées et moins optimisées
qu’auparavant. La grande diversité des génotypes
existants et la sélection pour ces objectifs dans ces
nouveaux systémes d’élevage sont des leviers a mettre
en ceuvre pour réduire le conflit entre bien-étre et
productivité (Dawkins et Layton 2012).

2.1. Adaptation au changement global

Le changement global va affecter la production des
volailles principalement au travers du réchauffement
climatique et de la compétition entre homme et animal
pour 1’accés aux ressources. Il sera nécessaire pour
maintenir le bien-étre d’avoir des animaux qui soient
capables de s’adapter a des conditions alimentaires
plus difficiles et plus hétérogenes. S’il a ét¢é montré
que pour les génotypes a croissance modérée ou lente,
la sélection pouvait étre un outil efficace dans ce but,
les marges de manceuvre restent a évaluer pour les
animaux a croissance plus rapide.

Les animaux devront étre également plus tolérants a la
chaleur pour faire face a une température moyenne
plus élevée, mais également a des pics de chaleur plus
fréquents. Or, les génotypes a croissance rapide sont
particuliérement sensibles a la chaleur, puisqu’ils
produisent beaucoup de chaleur mais ont plus de mal
a I’évacuer, en particulier quand la densité d’¢levage
est élevée (Arnould et al. 2011). Certains génes
réduisant ’emplumement comme les genes cou nu ou
fris¢é permettent de maintenir les performances de
croissance et de reproduction des animaux exposés a
la chaleur (Lin et al. 2006 ; Sharifi et al. 2010).
Sélectionner directement la tolérance a la chaleur est
en revanche plus complexe car la mesure de la
température rectale de I’animal s’aveére peu répétable
et peu pratique a utiliser pour la sélection. En
revanche, Loyau et al. (2016) ont montré que la
capacité des animaux a dissiper la chaleur, estimée
par thermographie au niveau des pattes pouvait étre
suffisamment répétable et héritable pour étre utilisée
en sélection. La sélection génomique pourra
également favoriser 1’adaptation a la chaleur des
animaux, des analyses récentes ayant identifi¢ des
zones du génome liées a 1’oxygénation du sang
pendant le stress thermique chez la poule pondeuse
(van Goor et al. 2016). Enfin, le développement de
biomarqueurs est une autre piste a explorer. Dans une
étude du métabolome, Wang et al. (2018) ont ainsi
montré une différence dans 1’équilibre acido-basique
du sang pendant un stress thermique entre une souche
adaptée a la chaleur et une souche commerciale.

2.2. Vers des systémes plus ouverts vers ’extérieur
et la recherche de comportements positifs

Dans le cadre du projet ACCEPT, il a ét¢ mis en
évidence que I’attente principale de beaucoup de
citoyens-consommateurs non issus du milieu agricole
concerne 1’accés au plein air (Dockes et al. 2017).
Cela implique d’orienter les recherches vers des
systémes de production plus ouverts, qui permettent
aux animaux d’exprimer des comportements positifs
(par exemple, ’exploration de I’environnement, le
toilettage...). Plusieurs stratégies sont possibles et
certains de nos voisins européens se sont déja orientés
vers la voie de I’amélioration du bien-étre animal en
avancant politiquement (tables rondes, lobbying),
économiquement et sur les pratiques de
commercialisation (création de labels bien-&tre
officiels et privés notamment).

Dans plusieurs pays d’Europe du Nord, des cahiers
des charges intégrent déja certaines des attentes
sociétales pour 1’¢levage de poulet de chair avec par
exemple des densités plus faibles ou I’apport de
matériaux d’enrichissement et de lumiére naturelle.
L’éclairage grace a la lumicre du jour peut paraitre
une solution idéale pour régler les problémes
d’éclairage des batiments. Cependant, dans la plupart
des systemes, un complément par éclairage artificiel
est essentiel pour maintenir la production (Prescott et
al. 2003). Un des points clés concerne également la
génétique puisque 1’accent est mis sur le choix de
souches a croissance plus lente pour pallier les
problémes cités précédemment, et également pour que
celles-ci soient capables d’évoluer correctement dans
un milieu plus riche et stimulant que celui proposé
jusqu’a présent. Certains cahiers des charges imposent
également 1’accés a un espace extérieur via des jardins
d’hiver ou des parcours plus ou moins vastes (par
exemple avec le label bien-étre « Beter Leven » aux
Pays-Bas). Ces démarches rencontrent un franc succes
puisqu’en Allemagne, Initiative Tierwohl, qui permet
aux éleveurs de mettre en ceuvre des mesures pour le
bien-étre, comptabilise a ce jour 69% des poulets
produits tandis que le label Kip van morgen qui
repose fortement sur des critéres de bien-étre (plus
d’espace pour les animaux, accés a la lumicre
naturelle, enrichissements de milieu) a presque
totalement remplacé le poulet standard dans les
rayons frais des supermarchés aux Pays-Bas.

Il en va de méme avec la filiere pondeuse pour
laquelle les modes d’élevage ont considérablement
évolué ces derniéres années. La part des cages a
baissé significativement a 1’échelle de I'UE entre
2003 et 2017 (80 % et 57% des poules en cage,
respectivement). La transition des systémes
d’élevages est amenée aujourd’hui a s’accélérer en
France, dans un contexte ou la plupart des acteurs de
I’aval ont pris D’engagement de ne plus
s’approvisionner en ceufs issus de cage d’ici 2020 a
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2025. D’apres les données 2016 de la DGAL, ce sont
donc 750 batiments de poules pondeuses en cages qui
devront étre transformés ou remplacés dans les
prochaines années. Par conséquent, les animaux
devront étre capables d’évoluer dans des systémes

ouverts plus complexes. Les développements
technologiques vont faciliter la mesure de la capacité
des animaux a s’adapter a ces nouveaux

environnements et donc leur sélection. Kjaer (2017)
ont ainsi utilisé des transpondeurs (sur les poules) et
des antennes au sol de la cellule d’¢levage pour
sélectionner des animaux sur leur activité
locomotrice. De méme, en plagant des capteurs sur les
trappes de sortie des batiments et autour du parcours
de poulets label, Chapuis et al. (2011) ont montré
qu’il était possible de sélectionner les animaux sur la
fréquence de sortie sur le parcours ou la durée des
sorties. La capacité des animaux a résister aux
pathogénes sera également un point critique dans ces
systémes ouverts, car les animaux y seront plus
exposés qu’en systéme clos, alors méme que la
demande de la société pour une diminution notable
des intrants médicamenteux devient de plus en plus
forte.

En plus de ces évolutions structurelles, la pratique de
I’épointage est remise en cause en Europe et ne sera, a
terme, plus pratiquée. Pour limiter les soucis de
picage sévere liés au non-épointage, les
enrichissements de milieu semblent constituer un
levier efficace. Cependant, ces enrichissements ne
sont utiles que si les animaux les utilisent et explorent
correctement leur environnement. La génétique doit
contribuer a I’adaptation des animaux a ces évolutions
en favorisant I’expression d’un panel plus développé
de comportements positifs dans ces environnements
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ESTIMATION DES PARAMETRES GENETIQUES DANS UN SCHEMA OU LES
PEDIGREES SONT CONNUS A POSTERIORI :
ETUDE PAR SIMULATION

Chapuis Hervé?!, Typhanie Ruer?, Magali Blanchet?
1 GenPhySE, Université de Toulouse, INRA, ENVT, 31326 CASTANET TOLOSAN
2 Grimaud Fréres Sélection, La Corbiére, Roussay 49450 SEVREMOINE

herve.chapuis@inra.fr

RESUME

La qualité des paraméetres génétiques estimés dépend du nombre de familles mesurées et de leur taille dans la
population étudiée. Classiquement, dans les populations avicoles, ces éléments sont pris en compte lors de
I’éclosion afin de disposer d’un échantillon aussi représentatif que possible. Si les pedigrees ne sont pas
parfaitement connus lors de 1’éclosion mais a posteriori avec des marqueurs moléculaires (cas d’une reproduction
au sol, sans cages individuelles, en monte naturelle avec des parquets de x males et y femelles), il faut s’assurer
du dimensionnement du dispositif pour obtenir des paramétres exploitables. C’est particuliérement vrai dans un
contexte expérimental ou la taille des populations est limitée a la fois par le budget et par le respect du principe
des 3 R (réduction). La question se pose dans le cas d’espéces ne se reproduisant pas en cages (oies) mais plus
généralement en prévision d’un éventuel abandon des cages individuelles en sélection. Nous avons simulé une
population expérimentale d’oies fonctionnant selon ce principe en faisant varier la taille des lots de n=200 4 n=1000
pour étudier les propriétés statistiques (biais et dispersion) des parameétres génétiques estimés, qu’il s’agisse de
caractéres mesurés sur les candidats a la sélection ou sur des collatéraux abattus. Nous avons aussi envisagé les
conséquences d’erreurs dans la généalogie. En appliquant quelques régles non contraignantes pour équilibrer les
origines familiales, nous obtenons des propriétés trés similaires pour les parameétres génétiques obtenus avec un
pedigree connu a I’éclosion ou a posteriori. Un taux d’erreur de 5% dans 1’assignation des parentés n’entraine pas
une nette dégradation de la propriété des paramétres genétiques. La taille des lots mis en place pour obtenir des
parameétres exploitables devra cependant tenir compte du taux de succés de 1’assignation a un couple parental
unique. D’autres études seront nécessaires pour quantifier le gain génétique espéré dans de telles conditions.

ABSTRACT

Estimation of genetic parameters in a poultry design when pedigrees are not known at hatch. A simulation
study.

Statistic properties of genetic parameters depend on the number and size of families sampled in the studied
population. In a monitored poultry population, these factors are usually accounted for at hatch. In the case of a
posteriori DNA-pedigreed population, the desigh must be carefully setup, lest inaccurate genetic parameters would
be estimated. Here we simulated a goose population featuring batches used for breeding or for slaughtering. Batch
size varied from n=200 to n=1000 measured animals, and we also investigated the consequences of pedigree errors
on the prediction error of genetic parameters. Using simple rules to limit disequilibrium in familial representation,
we obtained very similar statistical properties between classical and a posteriori DNA-pedigreed designs. A 5%
rate of false pedigree did not lead to an unbearable deterioration of the parameter accuracy. The computations were
based on the number of animals uniquely assigned to a parental pair. The expected assignation success should
therefore be accounted for at setup. Further study should be carried out to predict the expected genetic gain in case
of a posteriori DNA-pedigreed populations

Treiziemes Journées de la Recherche Avicole et Palmipedes a Foie Gras, Tours, 20 et 21 mars 2019

565




JRA-JRFG 2019

INTRODUCTION

La connaissance des parameétres génétiques est
indispensable pour la mise en place d’un schéma de
sélection performant. Quelle est la part de la variance
observée qui est imputable a la génétique et quelles
sont les relations entre les caractéres d’intérét ? La
réponse a ces questions dépend de I’héritabilité et
des corrélations génétiques, qui doivent étre
estimées, a partir des performances collectées et des
généalogies  enregistrées  depuis  plusieurs
générations. La qualit¢ de D’estimation des
parametres génétiques dépend classiquement du
nombre et de la taille des familles mesurées. Ces
facteurs font généralement 1’objet d’une
planification et sont contrdlés dans le cadre d’un plan
d’accouplement hiérarchique (1 @ croisé aveck ),
qui suppose des cages individuelles et souvent le
recours a I’insémination artificielle. Nous nous
sommes intéressés au cas ou les généalogies ne sont
pas connues a 1’éclosion (cas de la reproduction au
sol, ou les femelles peuvent pondre hors des nids)
afin d’évaluer I’impact d’un tel schéma sur la
précision et le biais des paramétres estimés. Dans ce
cas les pedigrees sont obtenus a posteriori via des
marqueurs moléculaires, et rien ne garantit une
représentation équilibrée des différentes familles
possibles. En utilisant une approche similaire a celle
de Chapuis et David (2018), nous avons simulé un
schéma de sélection d’oies comprenant des lots de
renouvellement et des lots destinés au gavage afin
d’évaluer la qualité des paramétres génétiques
estimes.

1 MATERIELS ET METHODES

1.1 Population simulée

La population comporte 4 cheptels (Cf figure 1)
mesures (G1 a Ga) et 2 générations d’ancétres (Go et
G.1). Les cheptels G; et Gz sont considérés comme
des cheptels de renouvellement. G, et G sont
abattus. 4 caractéres sont simulés de fagon a estimer
2 héritabilités et une corrélation génétique dans
chaque type de cheptel ainsi que la corrélation entre
un caractere mesuré dans un lot abattu et dans un lot
de renouvellement. Les caractéres seront appelés
carl et car2 dans le lot de renouvellement, car3 et
card dans le lot exclu du renouvellement. Nous
avons testé deux valeurs différentes pour
I’héritabilité : h2=0,3 pour les caractéres 1 et 3,
h2=0,5 pour les caractéres 2 et 4. Les corrélations
génétiques simulées sont ici de +0,5.

- 566 -

1.2 Principe de I’étude

Une population fictive organisée en 6 cheptels
(figure 1) est simulée selon les regles classiques de
la génétique quantitative. Les performances sont
analysées pour estimer les parameétres génétiques, ce
qui permet de comparer valeurs vraies et valeurs
estimées. Les opérations étant répétées un grand
nombre de fois (n=400), on peut calculer le biais et
la précision des paramétres génétiques estimés, en
fonction des facteurs de variation envisagés.

La qualité de I’estimation sera appréciée par la racine
carrée de I’erreur quadratique moyenne (vVMSE), qui
combine biais et précision. Considérant que la vraie
valeur d’un paramétre a une probabilité de 90% de
se trouver & moins de deux écarts types de la
moyenne, on considérera qu’une valeur acceptable
pour VMSE doit étre inférieure a la moitié de
I’héritabilité, afin de la déclarer « significativement
différente de O ». Pour une corrélation génétique non
nulle, on cherche a s’assurer de son signe et 1a encore
on considérera satisfaisantes les valeurs de VMSE
inférieures, en valeur absolue, a la moitié de la
corrélation simulée.

1.3 Facteurs de variation

1.3.1 Plans d’accouplement
Nous avons considéré 10 parquets de 5 @Gfaccouplés

220 €, soit un effectif de reproducteurs de 50 peres
et 200 méres dans les cheptels G.1, Go et G;. Les
résultats obtenus sont comparés a plan de croisement
hiérarchique de 50 males, chacun accouplé a 4
femelles. L’effectif de reproducteurs (qui est donc le
nombre minimal d’animaux mesurés) est de 250
dans les deux schémas.

1.3.2 Taille des lots considérés

L’estimation des parameétres génétiques ne pose
probléme que quand on est en situation d’effectifs
contraints. Nous avons considéré un schéma
expérimental ou les lots étaient de n=600 individus
dans les cheptels de renouvellement et les lots
abattus. Afin de tester la robustesse des paramétres
en fonction des effectifs dans ces deux cheptels, nous
avons fait varier la taille d’un type de lot
(renouvellement ou gavage) de n=200 a n=1000, en
fixant la taille des lots de I’autre type & n=600. Pour
les lots de renouvellement, la taille minimale ne
pouvant étre inférieure a 250, les valeurs testées
allaient de 300 a 1000.

1.3.3 Erreurs d’assignation
Afin de tenir compte d’une éventuelle erreur
d’assignation consécutive a des erreurs de
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génotypages, les paramétres génétiques ont aussi été
estimés avec un pedigree erroné dans lequel, pour
chacun des cheptels, 5% des animaux ont eu leurs
parents aléatoirement échanges.

2 RESULTATS & DISCUSSION

2.1 Taille des lots

Les figures 2 et 3 représentent la qualité des
estimations (exprimée au travers de VvMSE) en
fonction de la taille des lots de renouvellement (lots
G1 et G3, figure 2) ou de celle des lots abattus (lots
G2 et G4, figure3). Comme attendu, la qualité des
parameétres s’améliore avec la taille des lots
(VMSE diminue quand le nombre d’individus
mesures croit). Dans tous les cas on obtient des
valeurs inférieures au seuil de tolérance fixé (0,15
pour une héritabilité supposée de 0,3 et 0,25 pour un
paramétre ayant une valeur de 0,25). Comme on
pouvait s’y attendre, dans la mesure ou les animaux
mesurés dans les lots abattus n’ont pas de
descendants, la valeur de vMSE est Iégerement plus
élevée sur la figure 3 signalant une estimation moins
précise que pour les caractéres mesurés dans les lots
de renouvellement.

La valeur de VvMSE est meilleure (plus faible) pour
les héritabilités, puis pour la corrélation génétique
entre deux caractéres mesurés sur les mémes
animaux. La valeur la plus élevée (qui reste
inférieure a la borne de 0,25) est observée pour la
corrélation génétique entre deux caractéres mesurés
chacun sur des animaux de lots distincts.

Il faut également noter que les effectifs considérés
ici sont les animaux « efficaces », c¢’est-a-dire avec
des mesures et un pedigree connu. Avec un succes
de réassignation a un couple parental unique autour
de 0,80 (donnée non publiée), il faudrait mettre en
place des lots de 375 animaux pour obtenir les
résultats lus pour 300 animaux.

2.2 Effet du plan d’accouplement

On ne constate aucune détérioration de la qualité des
estimations qui serait due au passage d’un schéma
classique (accouplements hiérarchiques en cages
individuelles) & un schéma de reproduction au sol.
Notons toutefois que nous avons ici considéré un
nombre égal d’individus issus de chacun des 10
parquets de reproducteurs. C’est une reégle simple a
mettre en ceuvre afin d’équilibrer le dispositif.
Néanmoins, nos simulations envisagent, intra bloc,
une grande diversité de situation, avec parfois des
contributions trés inégales des reproducteurs, ce qui
nous permet de considérer qu’elles reflétent bien la
situation envisagée en pratique. Dans un souci de
préserver la diversité génétique, et en situation
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d’effectifs limités, la panmixie totale (avec monte
naturelle, ce qui suppose la prise en compte des
comportements sexuels) n’est cependant pas
souhaitée dans nos populations expérimentales.

2.3 Effet des erreurs d’assignation

L’introduction d’un taux de 5% de fausses
généalogies dans le  pedigree  dégrade
systématiquement la qualité des estimations. Cette
dégradation reste néanmoins modérée et I’erreur sur
les paramétres demeure acceptable. Nous avons
considéré un taux d’erreur de 5% dans les pedigrees
réassignés, a ne pas confondre avec le taux d’erreur
des génotypages. Les algorithmes de réassignation
utilisés (Barbotte et al, 2012 ; Allal et al, 2015)
tiennent compte des éventuelles erreurs de
génotypage et par conséquent, ce taux nous a semblé
étre une borne haute. Notons également que, hors des
cas ou la sélection génomique est mise en place, le
taux d’erreur dans les pedigrees établis dans les
schémas classiques n’est pas connu. Il est supposé
nul, alors que des défaillances dans la tracabilité ne
sont pas exclues.

CONCLUSION

Par simulation nous avons démontré qu’en
appliquant des regles simples visant a limiter le
déséquilibre  des  représentations  familiales,
I’utilisation de pedigrees connus a posteriori par
génotypage (et donc non contrdlés lors de la mise en
place du cheptel a 1’éclosion) permettait d’estimer
correctement des paramétres génétiques. Ces
estimations sont, par ailleurs, robustes vis-a-vis d’un
taux modéré d’erreurs de généalogies.

Comme toute modélisation, celle-ci a fait I’objet de
simplifications et ne prétend donner qu’un ordre de
grandeur de la précision attendue. Hors les situations
extrémes pour des effectifs mesurés trés faibles, la
marge de sécurité semble suffisante pour déceler une
héritabilité non nulle, ce qui permet d’envisager des
travaux exploratoires sur des nouveaux caracteres,
tout en limitant le nombre d’animaux utilisés, afin de
respecter le principe de Réduction appliqué en
expérimentation animale (Russel et Burch, 1958). La
mise en ceuvre dans des schémas de sélection
commerciaux impliquant plusieurs caractéres et
donc [D’estimation de corrélations génétiques
requiert, quant a elle, des effectifs plus importants.
Ces schémas sont concernés par un objectif de
progrés génétique, dont la prédiction devra faire
I’objet de travaux complémentaires en cas
d’assignation de parent¢. De méme, si I’on
envisageait une sélection en monte naturelle, des
travaux complémentaires de modélisation seraient
nécessaires, afin de prendre en compte le
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déséquilibre de représentation familiale induit par les
comportements sexuels et les compétitions entre
reproducteurs.
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Figure 2: Erreur moyenne prédite pour les différents paramétres génétiques en fonction de la taille des lots de

renouvellement (G; et Gs). Le schéma avec réassignation de parenté est comparé a un schéma classique
(accouplements hiérarchiques et cages individuelles), et un taux d’erreur de 5% dans 1’assignation est également

envisagé.
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Figure 3: Erreur moyenne prédite pour les différents paramétres génétiques en fonction de la taille des lots abattus
(G2 et Ga). Le schéma avec réassignation de parenté est comparé & un schéma classique (accouplements
hiérarchiques et cages individuelles), et un taux d’erreur de 5% dans ’assignation est également envisage.
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RESUME

Les travaux réalisés jusqu’a présent pour comprendre au niveau génomique les causes des différences
morphologiques, physiologiques et comportementales entre les poules sauvages et les races et lignées de
poules domestiques se sont principalement basés sur des données moléculaires de type SNP. Pourtant, il a été
montré que d’autres types de variations du génome jouent un role dans 1’évolution des oiseaux. Cette étude
compare les tailles de génome de la Poule rouge de jungle et de plusieurs races et lignées de poule, et
recherche 1’origine des variations en se concentrant sur les séquences dupliquées (CNV, Copy Number
Variation). Des données de séquence ont été obtenues sur 3 espéces de poules sauvages et sur 18 races et
lignées de poules domestiques. L’analyse des CNV a été réalisée a 1’aide de CNVator, en se limitant aux
régions pouvant étre alignées sur le génome de référence de la poule. Les résultats montrent que les variations
de taille de génome ne peuvent étre causées par des éléments transposables. En revanche, des variations
structurales significatives sont causées par des ADNr, des répétitions au niveau des télomeres, des
centroméres, et de I’ADN satellite subtélomérique, ainsi que par des duplications de segments
chromosomiques. Une partie de ces variations serait due a la domestication de la poule, et une autre a la
sélection réalisée intra-race ou lignée. Compte-tenu de la présence de génes dans ces régions, il est possible
que ces modifications structurelles du génome aient joué un réle dans I’adaptation des races et lignées de
poules aux environnements humains.

ABSTRACT

Variations in genome organization between wild and domesticates lineages of fowls belonging to the
Gallus gallus species

Efforts to elucidate the causes of morphological, physiological and behavioral differences between wild fowls
and their domesticated relatives, the chicken, have so far mainly focused on the identification of single
nucleotide mutations. Other types of genomic variations have however been demonstrated to be important in
avian evolution, including chicken domestication and associated variations in phenotype. Such variations
include several types of sequences duplicated in tandem that can each vary in their level of repetitions. These
may be at the origin of genome size differences between related species, sub-species, populations and lines.
Here, we report on genome size differences between the red jungle fowl and several domestic chicken breeds
and selected lines, and explore the origins of these differences within the repeated portions of these genomes.
No differences were found with regard to transposable element abundance. However, sequences duplicated in
tandem such as rDNA units, telomere repeats, centromeric and subtelomeric satellite DNA and segmental
duplications were found to have been significantly re-shaped, first during domestication and subsequently by
human-mediated breeder selection.
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INTRODUCTION

Depuis la domestication de la Poule dans le Sud de
I’Asie (il y a 8000 ans d’aprés les données
archéologiques, voire 42 a 74 000 ans d’apres des
données moléculaires, Sawai et al., 2010), sa
diffusion dans le reste du monde a conduit a la
création de races dites anciennes liées a la
localisation géographique des animaux. Les races
modernes sélectionnées actuellement sont apparues
plus récemment, au cours du 19° siécle. La
domestication peut étre considérée comme une
adaptation de I’animal & un environnement humain,
ou la capacité a survivre en milieu sauvage peut
étre perdue. En plus de ce processus, la sélection
mise en ceuvre depuis la fin du 19° siécle s’est
initialement concentrée sur 1’amélioration de
performances de production. Au niveau génétique
et génomique, des signatures de sélection
(fréquences alléliques treés basses/trés €levées pour
certains génes) ont été observées, et par
comparaison avec la Poule rouge de jungle il a été
montré que la diversité génétique avait diminué, et
que la proportion de mutations non-silencieuses
fixées était élevée. Il y a par contre eu peu de
travaux de comparaison structurale du génome de la
Poule rouge de jungle et des races domestiques.
L’objectif de cette étude est (i) de regarder si de la
variabilité de taille de génome existe entre la Poule
rouge de jungle et les races domestiques, (ii) de
rechercher les causes des diminutions de taille de
génome observées, et (iii) de comparer
spécifiquement les CNV (copy number variations)
et leurs contenus entre Poule rouge de jungle, races
anciennes, et lignées sélectionnées.

1. MATERIEL & METHODES

1.1 Echantillons biologiques, mesure de la
quantité d’ADN dans les globules rouges et
séquencage

Des échantillons de sang ont été prélevés sur 3
races sauvages de poule (Poule rouge de jungle,
Poule grise de jungle, Poule sri-lankaise de jungle),
et 18 races/lignées de poules domestiques
(Alsacienne, Araucana, Barbu, Brahma, Faverolle,
Fayoumi, Gournay, Houdan, Orpington, Serama,
Silky, lignées de pondeuses a ceufs bruns ou
blancs). La taille du génome dans les cellules
sanguines a été évaluée par cytométrie, avec une
taille arbitraire de 1 unité pour la Poule rouge de
jungle qui servira de référence pour la comparaison
des tailles de génome.

Pour 10 individus (2 Poules rouge de jungle, 2
Araucana, 2 Alsacienne, 2 White Leghorn et 2
Poules grise de jungle), I’ADN a été purifié¢ a partir
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de cellules sanguines, et la concentration en ADN
des cellules a été estimée par spectrophotométrie et
fluorescence. Pour 5 échantillons (un de chacune
des races citées précédemment), 5 librairies ont été
préparées (longueur moyenne de 550 a 600 pb), et
le séquengage MiSeq a été réalisé par la plateforme
I2BC (Gif-sur-Yvette, France). La qualit¢ des
lectures a été analysée avec FastQC, et elles ont
ensuite été filtrées a 1’aide de TrimonomaticsSE.

1.2  Quantifications des des

séquences

composants

A partir de ces données, 2 approches ont été mises
en ceuvre pour identifier les variations de séquences
répétées entre les 5 races. Pour la 1 approche les
répétitions ont été recherchées avec les logiciels
RepeatExplorer (Novak et al., 2010, 2013) et
dnaPipeTE. Pour la 2™ approche, les lectures ont
été alignées sur le génome de référence de la Poule
avec le logiciel bowtie2 (Langmead et al., 2012).
Le comptage du nombre de répétitions pour chaque
race par rapport a celles présentes chez la Poule
rouge de jungle a été obtenu avec Bioconductor
featureCounts (Guizard et al., 2016).

Les variations des niveaux d’ARN ribosomaux
transcrits entre la Poule rouge de jungle et
I’Araucana, 1’Alsacienne et la White Leghorn ont
été déterminés par qPCR.

La variation du nombre de répétitions télomériques
du motif TTAGGG présentes chez la Poule rouge
de jungle, I’Araucana, 1’Alsacienne et la White
Leghorn a été estimée par hybridation dot blot
(quantification par fluorométrie proche infrarouge).
Pour les répétitions en tandem dans les régions sub-
télomériques et dans les centroméres, une librairie
des séquences de ces régions a été créée a partir des
séquences disponibles dans les bases de données
publiques afin de palier a leur absence dans le
génome de référence de la Poule. Les lectures
générées dans ce projet ont ¢té alignées sur cette
librairie  avec le  logiciel = Bioconductor
featureCounts.

1.3 Analyse des CNV

Les CNV sont des fragments d’ADN d’au moins 50
paires de bases dont la perte ou le gain contribue
significativement a la variabilit¢ de la taille du
génome. L’outil CNVator a été utilisé pour détecter
des CNV. Pour tous les génomes utilisés, les
données de séquences proviennent de bases de
données. Les filtres suivants ont été appliqués pour
choisir ces données : alignement d’au moins 90%
des séquences sur le génome de référence de la
Poule, au moins 90% de lectures uniques apres
suppression des duplicats de PCR, profondeur de
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séquencage moyenne de 8X. Les lectures des jeux
de données passant ces filtres ont été alignées sur la
version 5 du génome de référence de la Poule a
I’aide de bowtie2.

Le calcul de la densité normalisée des lectures a été
réalis¢é par CNVator sur des fenétres de 100 pb,
avec correction pour le taux local en GC. L’analyse
avec CNVator a ¢été réalisée en fixant comme
paramétres une p-value de détection inférieure a
0,01, et une longueur de CNV d’au moins 0,5 kb,
ces parametres devant limiter le risque de détecter
de faux CNV (Yi et al., 2014). Les CNV incluant
des régions non-connues du génome de référence
ont été exclus, ainsi que les lectures s’alignant sur
des régions non-assemblées du génome. De méme
les chromosomes Z et W n’ont pas été pris en
compte car la plupart des séquences venaient
d’individus males. A 1’issue de ces tris sur le
génome de référence, il restait 0,9 Gpb dans le
génome de référence (1,28 Gpb initialement).

2. RESULTATS ET DISCUSSION
2.1 Longueur de PADN

La longueur de ’ADN a été estimée dans 3 races de
poules sauvages et dans 18 races et lignées de
poules domestiques. La Figure 1 montre qu’il est
possible de distinguer 2 groupes. Le 1 groupe est
celui des races ayant un génome 5 a 15% plus petit
que celui de la Poule rouge de jungle: il s’agit des 2
especes proches de Gallus gallus, de 7 races de
poules européennes et américaines, d’une lignée
asiatique, et de 2 lignées commerciales de
pondeuses. Les tailles de génome des 8 autres races
et lignées n’étaient pas significativement différentes
de celle de la Poule rouge de jungle. A noter que la
taille de génome varie significativement entre les
lignées White Leghorn. Ces résultats montrent qu’il
existe de la variabilité de taille de génome entre la
Poule rouge de jungle et les races anciennes de
poules, et qu’il est possible d’observer de la
variabilité de taille de génome pour un méme type
génétique de poule. Pour comprendre les causes de
ces variations, la composition structurale des
séquences a été étudiée.

2.2 Variations des séquences répétées

Les logiciels RepeatExplorer et dnaPipeTE ont été
utilisés pour regarder s’il existe de la variabilité
dans le nombre de séquences répétées, quelle que
soit leur structure ou leur origine, entre les
séquences d’une Poule rouge de jungle, d’une Poule
grise de jungle, d’une Araucana, d’une Alsacienne
et d’une White Leghorn. L’analyse de ces 5 jeux de
données n’a pas révélé de variation significative des
proportions en répétitions. De méme 1’alignement
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de ces 5 jeux de séquences sur le génome de
référence de la poule n’a pas permis de détecter de
différence significative entre les nombres de
lectures des différentes races s’alignant sur des
séquences répétées.

La gPCR réalisée pour détecter les répétitions en
tandem des ADN ribosomaux chez une Poule rouge
de jungle, une Poule grise de jungle, une Araucana,
une Alsacienne et une White Leghorn ont mis en
évidence des différences significatives : la quantité
d’ADN ribosomal est moiti¢ moins importante chez
I’Alsacienne et 1’Araucana comparées a la Poule
rouge de jungle. Chez la Poule grise de jungle et la
White Leghorn, la quantité d’ADN ribosomal est Y4
moins importante que celle de la Poule rouge de
jungle. Le génome de la Poule rouge de jungle étant
composé¢ de 0,5 a 2% d’ADN ribosomal (Su &
Delany, 1998 ; Delany et al., 1999), ces différences
de quantité d’ADN ribosomal pourraient expliquer
en partie les différences de taille de génome
observées entre les races.

Chez 1la Poule, les répétitions télomériques
TTAGGG représentent 3 a 4% du génome.
L’hybridation dot-plot de I’ADN génomique de 3
Poules rouges de jungle, 2 Poules grises de jungle,
2 Araucana, 2 Alsaciennes et 2 White Leghorn a été
réalis¢é sur un oligonucléotide (TTAGGG),. Par
rapport a la Poule rouge de jungle, les résultats
montrent une part de répétitions télomériques plus
faible chez les races domestiques: 1,3% chez
I’Alsacienne, 1,2 % chez 1’Araucana et les White
Leghorn, contre 1,9% chez la Poule rouge de
jungle. Chez la Poule grise de jungle, ce taux de
répétitions télomériques est un peu plus élevé
(2,7%).

L’alignement des lectures d’ADN sur la librairie de
séquences répétées en tandem permet de supposer
que 5,5 4 6,5% du génome de la Poule rouge de
jungle sont composés de ce type de répétitions.
Chez les autres races (a I’exception de la White
Leghorn), 2 fois moins de lectures alignées ont été
obtenues.

A lissue de D’ensemble de ces analyses, les
variations des séquences répétées éEtudiées
pourraient expliquer environ 5% de la réduction de
taille de génome observée entre la Poule rouge de
jungle et les races domestiques anciennes (environ
2% dus a I’ADN ribosomal, 2 a 4% aux répétitions
TTAGGG, et 6% au séquences dupliquées en
tandem dans les centroméres et les télomeres). Ces
variations sont suffisantes pour justifier les
différences de tailles de génome constatées entre la
Poule rouge de jungle et les White Leghorn, en
revanche elles n’expliquent que partiellement les
différences observées avec les autres races.
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2.3 Analyse des CNV

Apres application des filtres, 15 jeux de données
publics et privés ont été retenus pour 1’analyse des
CNV : 3 Araucanas, 3 Poules coréennes, 3 Poules
rouges de jungle, 5 White Leghorn, 1 White
Plymouth Rock. Deux types de profils pour les
CNV ont pu étre distingués a 1’issue de ces
analyses.

Le 1° profil est celui des 3 Poules rouges de
jungle : par comparaison avec le génome de
référence de Gallus gallus, la délétion de 11 a 14
millions de paires de bases a été observée, ainsi que
la duplication de 2 a 3 millions de paires de bases.
En terme de quantité d’ADN, ces CNV représentent
une variation totale de 35 a 45 millions de paires de
bases (90% due a des délétions, 10% a des
duplications).

Le 2™ profil est celui des races domestiques de
poules, chez lesquelles CNVator permet d’observer
des délétions de 14 a 30 millions pb, et des
duplications de 2,5 a 5 millions pb. En terme de
quantit¢ d’ADN, ces CNV représentent une
variation totale de 20 a 30 millions de paires de
bases (70% due a des délétions, 30% a des
duplications). Les duplications de CNV sont 2 fois
plus importantes chez la Poule rouge de jungle par
rapport aux races domestiques, tandis que les
délétions de CNV représentent 2 a 3 fois plus
d’ADN chez les races de poules domestiques
comparées aux Poules rouges de jungle. Ces
résultats montrent que les causes de variation de la
quantit¢ d’ADN dans les CNV différent entre les
Poules rouges de jungle d’une part et les races
domestiques d’autre part.

Cette étude s’est limitée aux autosomes (70% du
génome de la Poule rouge de jungle). A I’échelle du
génome entier, les CNV devraient expliquer au total
4 a 5% de la différence de quantité d’ADN entre la
Poule rouge de jungle et les races domestiques (45
a 55 millions pb, méme ordre de grandeur que pour
les répétitions en tandem). Au total, les séquences
dupliquées et les répétitions en tandem seraient
donc responsables de 8 a 10% des différences de
tailles de génomes observées entre la Poule rouge
de jungle et les races domestiques. Par ailleurs, les
résultats montrent que chez les White Leghorn et
chez la White Plymouth Rock, il existe des
variations interindividuelles significatives (part des
CNV dans le génome et nombre de loci affectés par
des délétions), suggérant que la variabilité existe
inter-races mais aussi intra-race (Figure 2a, 2b).

2.4 Contenu des CNV

Pour Dl’analyse du contenu des CNV, les
échantillons ont été répartis en 5 groupes: les
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Poules rouges de jungle, les Poules coréennes
domestiques, 3 White Leghorn issue d’une méme
lignée, et 3 White Leghorn issues de lignées
différentes et obtenant des résultats similaires en
terme de taux de CNV. Les 4 derniers groupes de
cette liste sont considérés comme des poules
domestiques, par opposition a la Poule rouge de
jungle. I a été observé 50 a 70% de délétions et
duplications de CNV communes aux 5 groupes. Sur
ces CNV communs aux 5 groupes, 385 délétions
sont communes a la Poule rouge de jungle et aux
races domestiques. Au sein des 4 groupes de poules
domestiques, 614 délétions communes ont été
identifiés, dont 29 non-présentes chez la Poule
rouge de jungle. Ce résultat suggere que la
domestication et la sélection ont conduit a un treés
faible nombre de nouvelles délétions dans les CNV
par rapport a celles existant déja chez la Poule
rouge de jungle.

La composition des CNV a été étudiée, afin de
vérifier si des génes contenus dans des CNV ont vu
leur nombre diminuer ou ont disparu avec la
domestication, et si au contraire il existe des génes
qui seraient présents dans les CNV des Poules
domestiques et absents des CNV de la Poule rouge
de jungle.

Les processus biologiques concernés par les génes
présents dans les CNV ont été étudiés avec le plug-
in ClueGO du logiciel Cytoscape, utilis¢ sur la base
de donnée Gallus gallus 2018 de QuickGO. Pour
les CNV ayant subi des délétions, ces analyses ont
permis de constater un enrichissement des CNV de
la Poule rouge de jungle comparés a ceux des
poules domestiques pour 22 génes impliqués dans 7
voies métaboliques (méiose ovocytaire,
signalisation AGE-RAGE dans les complications
du diabéte, signalisation de ’apeline, récepteur du
glutamate, transport lysosomal). Chez les poules
domestiques, les CNV sont enrichis pour plusieurs
centaines de genes impliqués dans la régulation de
la transcription de I’ADN, le développement des
cellules épithéliales, le systéme immunitaire et le
systtme nerveux. Pour les CNV ayant subi des
duplications, un enrichissement significatif a été
observé chez I’Araucana pour 10 genes, dont
certains impliqués dans le fonctionnement du
systéme immunitaire. Chez les Poules coréennes,
I’enrichissement concerne le fonctionnement du
cytosquelette.

CONCLUSION

Les résultats de la cytométrie ont montré que des
différences de 5 a 15% pouvaient étre observées
entre la taille des génomes de la Poule rouge de
jungle et des races domestiques de poules,
anciennes et récentes. L’analyse des séquences a
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confirmé que cette variabilité était principalement
due a des répétitions en tandem (8 a 10%). Les
délétions constatées dans les CNV permettent de
supposer que la domestication a conduit a une
modification du nombre de copies de génes, avec
des fragments homozygotes présents chez la Poule
rouge de jungle d’une part, et homozygotes absents
ou hétérozygotes chez les Poules domestiques
d’autre part. Les voies métaboliques concernées par
ces geénes sont principalement la régulation de la
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aux télomeéres et dans les centromeéres pourrait,
comme chez les mammiféres, étre la cause de
maladies (la réduction des régions sub-télomériques
altérant la transcription des génes voisins d’apres
Mefford &  Trask, 2002). Des études
complémentaires basées sur de plus larges jeux de
données seraient nécessaires, afin de wvalider
I’hypothése selon laquelle la perte de séquences
répétées en tandem au cours de la domestication
aurait réduit la capacité des animaux a s’adapter a

de nouveaux environnements et/ou a résister a
certaines maladies.

transcription, le systétme immunitaire et le
développement du cerveau. La réduction du nombre

de séquences répétées dans les régions juxtaposées
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Figure 1. Taille de génome en unités arbitraires chez différentes races et lignées de poules (référence : Poule
rouge de jungle). WLL : White Layer Line, BLL : Brown Layer Line
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Figure 2. (a) Part des CNV dans les chromosomes de différentes races de poules et (b) nombre de CNV avec
délétions d’alleles. WR : White Plymouth Rock, WL : White Leghorn, KD : Poule coréenne, AR : Araucana,
RJF : Poule rouge de jungle
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RESUME

Des changements environnementaux durant [’embryogenése peuvent avoir des répercussions sur le
développement ultérieur et le phénotype de 1’individu. Dans ce contexte, il a ét€ montré que les poulets thermo-
manipulés pendant la période d’incubation (du jour 7 a 16) présentent une tolérance plus importante a la chaleur
a I’age adulte. Chez la caille, la thermo-manipulation (TM) reste peu étudiée et 1’acquisition potentielle d’une
telle résistance n’a jamais été testée. Ainsi, nous avons développé un modéle de TM chez la caille japonaise
(Cortunix japonica) et analysé les effets a court et long termes sur le développement et la physiologic des
animaux. La résistance des animaux a la chaleur a également été testée par un challenge thermique a 35 jours
d’age (36°C pendant 7h). La TM induit une diminution du taux d’éclosion et une augmentation de la mortalité au
cours des quatre premicres semaines de vie. Ce traitement impacte significativement la croissance des cailles de
I’éclosion jusqu'a 25 jours de vie. Bien que le coup de chaleur ait été pergu par les animaux (augmentation de la
température interne), aucune géne (hyperventilation, prostration, etc.) n’est observée dans les groupes contrdle et
TM. Aucun impact du traitement embryonnaire et du coup de chaleur n’est observable aprés 35 jours de vie post-
éclosion. L’analyse de nombreux paramétres physiologiques (comme la température ou les niveaux des
métabolites sanguins) est actuellement en cours et permettra certainement de mieux comprendre I’impact de la
TM sur la résistance des cailles face a une exposition a la chaleur aigué.

ABSTRACT

Short and long-term effects of embryonic thermal manipulation on Japanese quail physiology

In vertebrates, the embryonic environment is known to affect the development and health of the new born and/or
adult individuals. In chickens, the thermal-manipulation (TM) of eggs during the incubation period was
associated with the improvement of the heat-tolerance of animals. However, little is known for quail. Therefore
we investigated the impact of TM in quail by analyzing its short and long-term effects on zootechnical,
physiological and metabolic parameters. Heat-tolerance was tested by a heat challenge (36°C for 7h) at 35 days
of age. TM significantly reduced the hatching rate of treated animals and increased mortality during the first four
weeks of life. Moreover, a significant increase of weight at hatching followed by a significant decrease at 25
days of age was observed in TM quails (males and females). After 35 days of age, no impact of TM or heat
challenge treatments was observed. Numerous physiological parameters (including temperature and metabolites
levels in blood) are currently investigated. Altogether, these data will give us new insights about the TM impact
of the quail heat tolerance.
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INTRODUCTION

Chez les vertébrés, I’environnement embryonnaire est
connu pour avoir des impacts a long terme sur le
développement et la santé¢ des individus. Dans ce
contexte, il a ét¢é montré que des traitements
embryonnaires consistant en 1’augmentation cyclique
de la température d’incubation (TM) induisaient une
tolérance plus importante a la chaleur chez les poulets
adultes (Piestun et al., 2008; Piestun et al., 2009;
Loyau et al.,, 2013; Loyau et al., 2015). Cette
augmentation de la tolérance est associée a des
modifications  physiologiques, métaboliques et
d’expression génique (Piestun, et al., 2008; Piestun, et
al., 2008; Piestun et al., 2009; Loyau, et al., 2014;
Loyau et al., 2015, 2016; Piestun, et al. 2015).
Cependant, le poulet n’est pas la seule espéce aviaire
de rente soumise aux fortes variations de température.
Chez la caille japonaise (Cortunix japonica), des
protocoles de TM de courte durée ont été décrits
(Hemid et al, 2010; Alkan et al., 2013) mais
I’acquisition d’une tolérance potentielle a la chaleur
n’a jamais été testée. Ainsi, en nous basant sur les
données et les protocoles décrits chez le poulet, nous
avons développé un protocole de TM chez la caille.
Nous avons ensuite analysé les impacts a court et long
termes sur le développement des animaux et évalué la
tolérance des animaux en cas d’exposition thermique
aigué.

1. MATERIELS ET METHODES

1.1. Protocole expérimental

Ce protocole expérimental a été approuvé par le
Ministére de I’Education National et le comité
d’¢thique ~ Val-de-Loire =~ (N°  APAFIS#4606-
201603111363124). 1l a été conduit au sein de 1’unité
expérimentale INRA UE1295 PEAT (agrément
n°C37-175-1).

Les ceufs de 80 cailles lignée fortement
consanguine INRA Cons DD
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/biosample/SAMNO039

89050) sont collectés pendant 12 jours et conservés a
16°C jusqu’a I’incubation. Les ceufs issus de mémes
parents sont séparés de fagon homogeéne entre les
deux traitements. Dans le traitement contréle (C), les
ceufs sont maintenus a 37,8°C et 56% d’humidité
relative durant toute I’incubation. Dans le traitement
de thermo-manipulation embryonnaire (TM), les ceufs
sont incubés a 39,5°C et 65% d’humidité relative
depuis la mise en incubation jusqu’au jour 13
d’incubation. L’incubation des animaux C a
commencé 8h avant celle des animaux TM afin de
synchroniser 1’éclosion. Les ceufs sont inclinés de 90°
toutes les heures. A I’éclosion, toutes les cailles sont
¢élevées en groupe dans un méme parquet, a 40°C. La
température d’¢levage est graduellement réduite
jusqu’a atteindre 20°C au 23°™ jour de vie et est
maintenue a 20°C tout le reste de 1’expérimentation.

de
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Durant toute la période d’élevage, I’état sanitaire et la
mortalité sont relevés plusieurs fois par jour. De plus,
durant  toute la  période d’élevage et
d’expérimentation, les animaux ont acces a de I’eau et
a de la nourriture ad libitum. En plus de la pesée a
I’éclosion, la masse des cailles est mesurée au jour 25
et un sexage phénotypique est effectué ce méme jour.
Au jour 35, 36 animaux C femelles, 25 animaux TM
femelles, 36 animaux C males et 29 animaux TM
males subissent un coup de chaleur (CC), consistant
en une exposition des animaux a 36°C pendant 7h.
Ces animaux sont alors nommés C-CC (contrdles-
coup de chaleur) et TM-CC (thermo-manipulés-coup
de chaleur). Les animaux n’ayant pas subi de CC sont
eux nommés C-C (contrdles-controles) et TM-C
(thermo-manipulés-controles). A 1’issue du CC et
durant les semaines suivantes, les animaux sont pesés
(jour 35, semaine 7, 13 et 17 pour les femelles ; jour
35, semaine 8 pour les males).

1.4. Analyses statistiques

Toutes les analyses statistiques sont réalisées avec le
logiciel R (version 3.5.1).

1.4.1. Analyse du taux d’éclosion et de la mortalité
L’impact de la TM sur le taux d’éclosion et la
mortalité est analysé grace a un test Chi2. Au total,
689 ceufs et 479 cailles sont inclus respectivement
dans I’analyse du taux d’éclosion et de la mortalité
entre I’éclosion et le 28°™ jour de vie post-éclosion.
1.4.2. Analyse de la masse

Dans un premier temps, I’impact du sexe, du temps,
du traitement TM et des interactions sur la masse des
cailles est étudié depuis leur éclosion jusqu’au jour 35
sur 140 C (72 femelles et 68 males) et 127 TM (60
femelles and 67 males). Puis I’impact du temps, du
traitement TM, du coup de chaleur et des interactions
sur la masse des cailles est analysé suite au coup de
chaleur soit aprés le 35°™ jour de vie, sur les femelles
(36 C-C, 36 C-CC, 35 TM-C, 25 TM-CC) et sur les
males (28 C-C, 26 C-CC, 38 TM-C, 29 TM-CC) de
facon indépendante. Ces deux analyses sont menées
grace a un modele linéaire mixte (paquet nlme version
3.1-137). Ces modéles contiennent deux effets
aléatoires, le couple parental et I’animal au sein du
couple. De plus, la structure de la variance-covariance
est modélisée par une fonction puissance des valeurs
prédites pour prendre en compte I'hétéroscédasticité
des erreurs. Les effets sont estimés par la méthode du
maximum de vraisemblance restreint (REML). Les
effets du temps et de la TM sont testés au sein de
chaque sexe.

2. RESULTATS ET DISCUSSION

La TM embryonnaire est une stratégie permettant
I’acquisition de la tolérance des poulets a de fortes
augmentations de la température ambiante (Piestun, et
al., 2008; Loyau ef al., 2015). Cependant, les poulets
ne sont pas la seule espéce aviaire de rente a étre
touchée par les variations climatiques et les
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informations concernant 1’utilisation de la TM chez
d’autres espéces aviaires, notamment la caille, restent
trés fragmentaires (Abd El-Gawad ef al., 2008; Hemid
et al., 2010; El-Daly et al., 2013). Aussi nous avons
développé un modele de TM s’appliquant dés le début
jusqu’au jour 13 de I’incubation chez la caille
japonaise (Figure 1) et analysé I’impact de ce
traitement sur la physiologie et le développement de
I’animal de 1’éclosion jusqu’au 35°™ jour de vie.

2.1 La TM dés le début de P’incubation impacte
négativement la survie des individus

Le premier paramétre que nous avons analysé est
I’impact de la TM sur le taux d’éclosion ainsi que sur
la survie des individus au cours des 28 premiers jours
de vie post-éclosion (jamais étudiée jusqu’a présent).
Dans les deux cas, la TM présente un impact négatif
significatif sur ces deux paramétres, respectivement
p<0.05 et p<0.001 (Figure 2). Ces travaux sont les
premiers a référencer un tel effet de la TM sur la
survie des oiscaux (Alkan ef al., 2013; Piestun et al.,
2015) sauf lorsque le traitement est appliqué de fagcon
continue au cours de la journée (soit 24h/jour, Piestun
et al., 2009). Ces différences peuvent principalement
étre dues a la longueur du traitement et/ou a la fenétre
d’application. En effet, les études précédentes chez la
caille ne concernent que des traitements relativement
courts (trois jours de TM au début ou a la fin de
I’incubation, Alkan et al., 2013) et les études chez le
poulet ont montré que la fenétre d’application du
traitement durant I’embryogenese est un parameétre
déterminant pour I’efficacité de la TM sur la
physiologie de I’individu (Yahav et al., 2004; Collin
et al., 2007; Piestun et al., 2009; Loyau et al., 2015).
Il serait donc intéressant d’effectuer des TM sur des
fenétres variables afin de définir un traitement
n’impactant pas négativement la survie des animaux.

2.2 La TM influence la croissance des -cailles
durant le premier mois de vie

Afin d’estimer la croissance des animaux, nous avons
récolt¢ leurs masses a différents temps de
développement : a I’éclosion (jour 1), & 25 jours de
vie et au 35 jour de vie (Figure 3). L’analyse
statistique globale confirme [’impact attendu du
temps, correspondant a 1’age des animaux (P<0.001)
et révele un effet du traitement embryonnaire
(P<0.05) sur la masse. De plus, I’analyse des
contrastes met en évidence une masse a 1’éclosion
plus importante chez les TM mais plus faible aprés 25
jours de vie (méles et femelles) que chez les controles.
A 35 jours de vie, l'impact du traitement
embryonnaire n’est plus observable. Les autres
modeles de TM chez la caille n’induisent pas de
modification de masse des animaux a 1’éclosion
(Alkan et al., 2013) tout comme chez le poulet (Loyau
et al., 2015). Chez la dinde, la TM induit
I’augmentation de la masse embryonnaire juste avant
éclosion mais pas a 1’éclosion (Piestun et al., 2015).
Ainsi D’effet de la TM sur la croissance semble

dépendre de I’espéce et du modéle de TM considérés.
Cependant, il est a noter que dans notre modéle nous
synchronisons 1’éclosion des animaux contrdles et des
animaux TM. En effet, sans synchronisation, les
cailles TM éclosent plus tot que les cailles C
(d’environ 8 heures) comme cela a été précédemment
observé chez la dinde (Piestun et al., 2015). Ainsi,
dans les modéles de TM non synchronisés, ces
absences d’impact de la TM sur la masse des animaux
a I’éclosion pourraient étre dues a une perte de masse
collectée plus tard par rapport a 1’éclosion chez les
animaux TM éclos plus tot que les C. Cet impact de la
TM sur la masse a 1’éclosion des animaux pourrait
marquer un effet sur le développement et la croissance
embryonnaire, et de ce fait sur le métabolisme
embryonnaire des individus comme précédemment
suggéré chez la dinde (Piestun et al., 2015). Un suivi
du développement embryonnaire pendant et apres la
TM serait ainsi trés informatif.

2.3 Ni la TM ni le CC n’impactent la croissance
des cailles aprés 35 jours de vie

Au cours de I’application du CC aucune modification
du comportement n’est observable, nous permettant
de conclure que ce CC (36°C pendant 7h) n’induit
aucun mal-étre chez les animaux (hyperventilation,
prostration, etc.). A la suite de ce CC, aucun impact
sur la masse des animaux n’est observable (p>0.05,
Figure 4). Au cours des semaines suivantes, aucun
impact de la TM ou du CC n’est observable sur la
croissance des individus. Durant cette méme période,
aucune modification de la prise alimentaire n'est
détectée (données non montrées). Ainsi I’impact de la
TM sur la masse des animaux est uniquement
observable durant le premier mois de vie des cailles.
Ces données sont en contradiction avec les données
précédemment publiées mettant en évidence une
augmentation de la masse des cailles TM au 42°™ jour
de vie (Hemid et al., 2010). Cependant, I'une des
hypothéses concernant ces différentes observations
serait liée au fait que les TM auxquels sont soumises
les cailles différent également. Il serait intéressant
d’analyser I’impact de ces traitements sur d’autres
parameétres zootechniques comme la ponte ou la
croissance musculaire.

3. CONCLUSION

En conclusion, ces données mettent en évidence des
impacts a court et long termes de la TM chez la caille
japonaise, avec notamment des effets sur la survie des
animaux de 1’éclosion au 28 premier jours de vie et
des modifications de la croissance des animaux au
cours du premier mois de vie. Des données
physiologiques (comme la température ou les niveaux
sanguins de métabolites) sont actuellement en cours
d’analyse afin de mieux caractériser I’impact de la
TM sur la physiologie des cailles et la réponse des
animaux face a une exposition thermique aigué. De
plus, des analyses moléculaires seront nécessaires afin
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Figure 1. Schéma du protocole de thermo-manipulation chez la caille japonaise
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Figure 2. Impact de la thermo-manipulation embryonnaire sur les taux d’éclosion et de mortalité entre les jours
1 et 28 chez la caille japonaise. C : animaux controles TM : animaux thermo-manipulés. Les effectifs analysés
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Figure 3. Impact de la thermo-manipulation embryonnaire sur 1’évolution de la masse des individus entre
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MISE AU POINT D’UN PIPELINE D’ANALYSE DES MARQUES D’HISTONES
CHEZ LE POULET ACCLIMATE A LA CHALEUR

Gimonnet Coralie', David Sarah-Anne', Vitorino Carvalho Anais’, Piégu Benoit?, Hennequet-
Antier Christellel, Brionne Aurélienl, Bigot Yvesz, Collin Annel, Coustham Vincent'
"BOA, INRA, Université de Tours, 37380 Nouzilly, France
2 PRC, INRA, CNRS, IFCE, Université de Tours, 37380 Nouzilly, France
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RESUME

Les poulets de chair sélectionnés pour leur croissance rapide sont sensibles aux variations de
température. L’application d’un traitement de thermo-manipulation a la chaleur (TM) pendant
I’embryogenése permet d’accroitre la tolérance a la chaleur du poulet a 1’age d’abattage (J35). Nous
cherchons a montrer si les changements d’expression induits par le traitement précédemment
montrés pourraient étre expliqués par des reprogrammations épigénétiques mises en place pendant
I’incubation et persistant au cours du développement. Pour cela, nous nous sommes intéressés a
deux modifications post-traductionnelles des histones : la triméthylation des lysines 4 et 27 de
I’histone 3 (H3K4me3 et H3K27me3). La distribution de ces deux marques a partir d’échantillons
d’hypothalamus et de muscle a J35 chez des individus controles et TM a été obtenue par
immunoprécipitation de la chromatine suivi d’un séquencage systématique (ChIP-seq). Afin
d’analyser les données de séquencage, nous avons développé une chaine de traitements
bioinformatiques intégrant la spécificité de chacune de ces marques. Suite a I’analyse biostatistique,
les pics différentiels ont été associés aux genes co-localisés. L’étude de ces marques a révélé un
impact de la TM sur 1’épigénome principalement dans I’hypothalamus, suggérant I’existence d’un
impact épigénétique du traitement embryonnaire persistant jusqu’a 35 jours d’age.

ABSTRACT

Development of an analysis pipeline for histone marks of broiler acclimated to heat

Broilers selected for their fast growth are sensitive to temperature variation. Cyclic increases in egg
incubation temperature (TM) were shown to improve heat tolerance of broilers at slaughter age
(D35). We hypothesized that TM may induce phenotype alteration through the epigenetic
reprogramming of gene expression set up during incubation and persisting throughout development.
To investigate the molecular basis of TM, we studied the trimethylation on histone 3 of both lysine
4 and 27 (H3K4me3 and H3K27me3). The distribution of these two marks was studied in
hypothalamus and muscle samples at D35 from control and TM broilers by chromatin
immunoprecipitation, followed by high throughput sequencing (ChIP-seq). To analyze the
sequencing data, we developed a bioinformatic pipeline taking into account the specificity of each
mark. Differential peaks were categorized according to the genomic features where they were
mapped. The study of these histone marks revealed an impact of heat treatment during incubation
on the hypothalamus epigenome. This suggests that an epigenetic memory persists during heat
treatment in this tissue.
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INTRODUCTION

Les poulets de chair ont été sélectionnés
génétiquement sur des  criteres de
performance de croissance. Cependant
I’accroissement de leur masse musculaire n’a
pas ¢été accompagné par un développement
des systemes cardio-vasculaire et respiratoire
(Havenstein et al., 2003), affectant ainsi leur
capacit¢ de résistance aux fluctuations de
température. Pour pallier a ce manque de
résistance thermique des poulets de chair, il
est possible de les acclimater a la chaleur des
I’incubation en appliquant un traitement de
thermo-manipulation embryonnaire a la
chaleur (TM; Figure 1). Jusqu’a 1’age
d’abattage (J35), ce traitement améliore la
tolérance a la chaleur des individus avec une
baisse significative de la mortalité chez les
males (Piestun et al., 2008). Une trentaine de
génes différentiellement exprimés en réponse
a la TM a notamment été mise en évidence
dans une étude du transcriptome du muscle
Pectoralis major du poulet a J35 (Loyau et
al., 2016). L’expression différentielle de ces
genes pourrait étre liée a une modification
d’une partie de 1’épigénome au cours du
traitement embryonnaire a la chaleur.
L’¢épigénome est défini par I’ensemble des
modifications épigénétiques impliquées dans
la régulation de I’expression des genes sans
en altérer la séquence. Les modifications
épigénétiques les plus étudiées sont Ia
méthylation de ’ADN et les modifications
post-traductionnelles des histones. Les
histones sont des protéines liées a I’ADN.
L’ajout d’'une  marque  épigénétique
(méthylation, acétylation, phosphorylation,
etc) sur leur extrémité N-teminale influe sur la
compaction de la chromatine (ADN +
protéines) et par conséquent sur I’expression
des genes.

L’objectif de notre étude était de caractériser
la distribution chez les poulets TM et
contrbles (C) de deux marques d’histone
(H3K4me3 et H3K27me3) dans le muscle et
I’hypothalamus. Ces marques sont connues
pour leur contribution dans la
reprogrammation épigénétique de
I’expression des geénes (Feil et Fraga, 2012).
L’hypothalamus et le muscle sont deux tissus
impliqués  dans la  thermorégulation
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respectivement au niveau périphérique et
central. Pour cela, la chromatine de trois
¢chantillons TM et trois échantillons C a été
immunoprécipitée pour chaque marque et
chaque tissu, puis séquencée a haut débit
(ChIP-seq). Cette communication décrit la
mise en place des traitements
bioinformatiques et biostatistiques de données
ChIP-seq, dédiés a [D’analyse de chaque
marque d’histone étudiée.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1 ChIP-seq

La chromatine de muscle et d’hypothalamus
de 3 échantillons TM et 3 C de poulets a J35 a
¢té immuno-précipitée  avec des anticorps
dirigés contre les marques H3K4me3 (Anti-
trimethyl-Histone H3 K4 Cat. #07-473,
Millipore) et H3K27me3 (Anti-Trimethyl-
Histone H3 K27 Cat. #07-449, Millipore).
Des librairies des ADN immunoprécipités ont
¢été réalisées (Kit NEB Next II, New England
Biolabs) et séquencées par un séquenceur
[llumina Hi-Seq 4000. Des échantillons C et
TM de muscle et d’hypothalamus dont la
chromatine n’a pas ¢été immunoprécipitée
(INPUT) ont également été séquencés afin de
quantifier le bruit de fond présent dans nos
¢chantillons et ainsi normaliser les résultats
obtenus. A Iissue du séquengage, des
fragments de 50pb non pairés ont été obtenus.

1.2 Analyses bioinformatiques

La qualit¢ des séquences
séquencage a ¢été veérifice
(Babraham bioinformatics). Les séquences
ont été cartographiées sur le génome du
poulet (Gallus gallus 5.0) avec Bowtie2
(Langmead and Salzberg, 2012). Les
duplicats de séquences ont été supprimés avec
SAMtools (Li et al, 2009). Les
enrichissements de marques d’histones ont été
détectés séparément entre échantillons C et
TM et de fagon indépendante pour chaque
marque et chaque tissu. L’enrichissement en
H3K4me3 a été calculé par condition en
tenant compte des INPUT respectifs en
utilisant 1’outil PePr (Zhang et al., 2014). Les
enrichissements de la marque H3K27me3 ont

obtenues apres
avec FASTQC
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été calculés par échantillon relatif a leur
propre INPUT avec epic/SICER (Xu et al.,
2014 ; voir Résultats et Discussion partie 2.1).
Suite a ces détections, pour chaque marque et
chaque tissu, 'union des pics C et TM
(Figure 2) a été réalisée afin d’obtenir les pics
communs mais également les pics spécifiques
de chaque condition pour définir les
coordonnées  sur  lesquelles  I’analyse
différentielle sera effectuée. Le comptage des
lectures sur ces coordonnées a finalement été
réalis¢ avec featureCount (Liao et al., 2014).

1.3 Analyses biostatistiques

A partir du comptage, pour chaque marque et
chaque tissu, une analyse différentielle a été
effectuée avec le paquet R edgeR version
3.20.8 (Robinson et al., 2010, McCarthy,
2012). Les comptages de lectures des pics
détectés sont normalisés (Dillies et al., 2013)
par la méthode TMM (trimmed mean of M-
values). Un modele linéaire généralisé¢ est
estimé pour chaque pic afin d'identifier les
pics différentiels entre les animaux C et TM.
Une correction de Benjamini-Hochberg (BH)
est appliquée pour contrdler le taux de faux
positifs dans le cadre des tests multiples
(Benjamini, Y. and Y. Hochberg, 1995). Les
pics différentiels co-localisant avec des genes
ont alors été annotés avec GenomeFeatures

(https://github.com/abrionne/GenomeFeatures

).

1.4 Visualisation des pics

Pour visualiser les pics, un script utilisant les
outils BEDtools (Quinlan et al., 2010) et
bigwigCompare (deepTools suite, Ramirez et
al., 2014) a été écrit afin de convertir les
fichiers de cartographie (.bed) en fichier
BigWig (.bw) représentant les profils
normalisés des enrichissements des deux
marques d’histones. Le profil des pics
différentiels et leurs coordonnées ont ensuite
¢té visualisés avec IGV (Integrative Genome
Viewer, Robinson et al., 2011).

2. RESULTATS ET DISCUSSION

Nous avons exploré différents logiciels et
paramétrages afin de mieux caractériser la
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distribution des marques de triméthylation de
la lysine 4 et 27 de I’histone 3 (H3K4me3 et
H3K27me3).

2.1 Choix de ’outil de détection de pics

Afin d’optimiser la détection de pics, nous
avons d’abord sélectionné des outils de
détection adaptés a chaque marque. En effet,
la marque H3K4me3 est une marque connue
pour étre enrichie de manicre trés localisée
sur le génome (« pics étroits ») tandis que la
marque H3K27me3 est une marque présentant
des profils d’enrichissement plus étalés
(«pics larges »; Figure 3, Barski et al,
2007). Ainsi, la détection des pics H3K4me3
a été réalisée avec I’outil PePr (Zhang et al.,
2014) adapté aux pics étroits alors que la
détection des pics H3K27me3 a été réalisée
avec I’outil epic (bas¢ sur SICER, Xu et al.,
2014) adapté a la détection de pics larges. La
détection des pics H3K27me3 a également été
réalisée avec MACS2 (Zhang et al., 2008),
outil largement utilisé¢, 1’outil epic obtient
cependant de meilleurs résultats en termes de
détection de pics (David et al., 2017).

2.2 Impact de la déduplication

Alors que la taille moyenne des pics obtenus
pour la marque H3K27me3 du muscle et de
I’hypothalamus était conforme a la taille
moyenne attendue, la taille moyenne des pics
obtenus pour la marque H3K4me3 dans le
muscle (3kb), était supérieure a la taille de
pics attendue (1 kb, Barski et al., 2007).
Nous avons donc test¢ I'impact de Ia
déduplication avec I'outii  SAMtools,
consistant en la suppression de duplicats de
PCR, sur la détection des pics avec PePr. En
effet, la comparaison des visualisations des
cartographies dédupliquées et non
dédupliquées laissait suggérer un écrasement
des pics apres déduplication. Cet écrasement
des pics apres déduplication pourrait étre lié a
la trées grande profondeur de séquencage
utilisée pour la marque H3K4me3 jusqu’a
trois fois supérieure aux recommandations
ENCODE (Landt et al., 2012). Ainsi, I’étape
de déduplication pourrait mener a une
suppression  artéfactuelle de séquences
identiques liées a I’étroitesse du pic. Dans
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notre étude, aprés avoir effectué¢ la détection
des pics H3K4me3 dans le muscle, le retrait
de I’étape de déduplication a réduit la largeur
des pics a la taille attendue (Tableau 1).
L’étape de déduplication reste cependant
recommandée pour les techniques de
séquencage haut débit (Ebbert et al., 2016).
Nous avons donc cherché d’autres alternatives
pour réduire la taille des pics.

2.3 Mise au point de la taille de fenétre de
détection de pics

Par défaut, la taille de fenétre de détection de
pics est un parametre calculé
automatiquement par 1’outil PePr. Elle a été
définie pour la marque H3K4me3 a 240 pb
dans I’hypothalamus et 1000 pb dans le
muscle, ce qui pourrait expliquer les
différences de tailles de pics entre ces deux
tissus. Afin de comprendre I’impact de la
taille de fenétre de détection de pics sur la
taille moyenne des pics détectés, nous avons
test¢ différentes tailles de fenétre. Une taille
de fenétre de détection des pics fixée a 240 pb
produit une taille moyenne de pics d’environ
1kb, ce qui est cohérent avec ce qui était
attendu et 1’observation des profils des pics
(Figure 4). Nous avons donc fix¢ la taille de
fenétre de détection de pics pour la marque
H3K4me3 dans le muscle a 240 pb dans
I’outil PePr pour la suite des analyses.

2.4 Analyses différentielles
Apres union des pics C et TM, le comptage
des lectures sur les coordonnées de I'union

des pics a été réalis¢ afin de permettre
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d’effectuer une analyse différentielle entre
pics C et TM. L’analyse différenticlle des
marques H3K4me3 et H3K27me3 entre
¢chantillons C et TM a révélé un impact de la
TM  principalement sur les marques
H3K4me3 au niveau de I’hypothalamus avec
plus de 700 pics différentiels (p-valeur ajustée
par BH < 0,05) contre environ 150 pics
différentiels pour la marque H3K27me3. Au
contraire, les marques H3K4me3 et
H3K27me3 semblent peu impactées dans le
muscle avec une cinquantaine de pics
différentiels pour les deux marques.
L’analyse fonctionnelle des génes sur lesquels
ont été trouvés des pics différentiels est en
cours afin de mettre en évidence des voies
biologiques d’intérét. Ces résultats suggérent
quune mémoire ¢épigénétique de la TM
pourrait persister dans [’hypothalamus.
D’autres mécanismes peuvent étre a I’origine
de la réponse physiologique et métabolique
dans le muscle.

CONCLUSION

L’exploration des outils et de leurs parametres
a permis de mettre au point un pipeline
d’analyse des marques d’histone H3K4me3 et
H3K27me3 chez le poulet en cours de
développement avec le gestionnaire Nextflow.
L’utilisation de ce pipeline pour I’analyse
différentielle entre poulet C et TM suggere
qu’il  pourrait exister une mémoire
épigénétique du traitement embryonnaire dans
I’hypothalamus. D’autres mécanismes
peuvent étre impliqués dans la réponse a la
TM du muscle.

Cette ¢tude a été financée par un projet INRA PHASE CI STRESSEPIMARK et de I’ANR JCJC
QuailHeatE (ANR-15-CE02-0009-01). Les auteurs remercient 1’équipe MOQA pour 1’aide

technique et I’UE PEAT pour I’¢levage des animaux.
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Figure 1. Protocole expérimental d'acclimatation embryonnaire a la chaleur.
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Figure 2. Union entre les pics contrdles et les pics thermo-manipulés.
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Figure 3. Enrichissement des différentes marques. Les pics sont encadrés en vert pour H3K4me3
(pic étroit) et rouge pour H3K27me3 (pic large).
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Figure 4. Visualisation des profils ChIP-seq des échantillons controles (C) et thermo-manipulés
(TM) et des coordonnées des pics détectés selon les différentes tailles de fenétre de détection de
/pics testées avec PePr sur les marques H3K4me3 de muscle.
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Tableau 1. Tailles moyennes de pics H3K4me3 détectés avec PePr sur des cartographies
dédupliquées ou non-dédupliquées.

Taille moyenne des pics

Théorie (Barski et al., 2007)

1kb

H3K4me3 — Hypothalamus
Dédupliquées
(N=3)

1,15kb

H3K4me3 — Muscle
Dédupliquées
(N=3)

3,07kb

H3K4me3 — Muscle
Non-dédupliquées
(N=3)

1,01kb
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RESUME

Les poules reproductrices de type chair, sélectionnées pour une croissance rapide, alimentées a volonté,
présentent un engraissement excessif entrainant des problémes de fertilité dont des ovulations multiples et une
mauvaise qualité de coquille. Pour éviter ces effets délétéres, une restriction alimentaire est pratiquée en élevage.
Cependant, cette pratique alimentaire est source de stress et génére de l’agressivité. Afin de réduire
I’engraissement et le stress oxydatif, les extraits végétaux riches en polyphénols tels que les Extraits de Pépins de
Raisins (EPR) ont été envisagés dans notre étude comme complément alimentaire. Ainsi, 4 groupes ont été
constitués : témoin (A), supplémenté avec 0,5% (B) ou 1% (C) d’EPR dés 4 semaines et supplémenté avec 1%
des I’éclosion (D). Nous montrons que la supplémentation en EPR diminue significativement le nombre d’ceufs
doubles et augmente la taille des ceufs alors qu’elle n’affecte ni le nombre d’ceufs pondus, ni leur poids. D’autre
part, cette supplémentation améliore 1’¢lasticité de la coquille alors qu’elle n’a aucun effet sur différents
parameétres de fertilité.

ABSTRACT

The breeding hens fed ad libitum and selected for rapid growth, exhibit excessive fattening leading to fertility
problems including multiple ovulations and poor shell quality. To avoid these deleterious effects, a food
restriction is practiced in breeding. However, this food practice is a source of stress and generates aggressive
behaviors. To reduce fattening and oxidative stress, plant extracts rich in polyphenols such as grape seed extract
(EPR) were considered in our study as a dietary supplement. Thus, four groups were constituted: control (A),
supplemented with 0.5% (B) or 1% (C) of EPR from 4 weeks and supplemented with 1% from birth (D). We
show that supplementation with EPR significantly decreases the number of double eggs and increases the size of
the eggs while it does not affect the quantity of eggs laid. On the other hand, this supplementation improves the
elasticity of the shell while it has no effect on different fertility parameters.
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INTRODUCTION

L’¢levage intensif des poules reproductrices de type
chair est issu d’une sélection génétique drastique
tournée vers la recherche d’une croissance de plus en
plus rapide et vers 1’amélioration de 1’efficacité
alimentaire. Une alimentation & volonté de ces
animaux entraine un fort engraissement ainsi qu’une
maturité sexuelle plus précoce. Il en résulte également
des problémes d’ovulations multiples, une baisse de
fertilit¢ des poules et une moins bonne qualité des
ceufs (Heck et al., 2004).

Une restriction alimentaire permet de résoudre en
partie ces différents problémes. Il a déja été¢ démontré
que la restriction alimentaire permettait d’augmenter
la fertilité, comparé a un régime ad libitum (Yu et al.,
1992. De plus, le stress oxydatif, probléme récurrent
en ¢levage, entraine aussi des perturbations du
développement de I’embryon. L’équilibre oxydatif est
nécessaire pour les mécanismes de Iutéinisation et
d’implantation chez les Mammiféres mais joue
également un réle dans l’ovulation (Ruder et al.,
2009).

Les polyphénols sont connus pour réduire
I’engraissement et pour leurs propriétés anti-
oxydantes. Les extraits végétaux sont aujourd’hui
utilisés comme complément alimentaire chez
I’humain, en raison de leur forte concentration en
polyphénols antioxydants. Dans une étude précédente,
nous avons étudié les effets in vitro des EPR (Extraits
de Pépin de Raisin) et de leur principal composé
phénolique, la proanthocyanidine sur les cellules
ovariennes humaines. Nous avons observé une
augmentation de la progestérone. In vivo, les EPR ont
déja été utilisés comme supplémentation chez la poule
reproductrice afin de tester I’effet sur la fonction
immunitaire et les performances de croissance (Ali
Rajput et al, 2017). Cependant, leurs effets sur les
performances de reproduction n’ont jamais été
évalués.

Dans notre étude, nous avons envisagé 1’utilisation
d’EPR en supplémentation alimentaire afin de réduire
I’engraissement des poules reproductrices, diminuer le
stress oxydatif tout en améliorant la fertilité des
animaux.

Dans un premier temps, les effets des EPR sur la
viabilit¢ des cellules et la sécrétion de progestérone
ont ét¢ étudiés in vitro sur les cellules ovariennes
(cellules de la granulosa) de poule. Dans un deuxiéme
temps, les effets de concentrations différentes d’EPR,
appliquées a 2 stades de croissance, ont été évalués
sur la fertilité et mortalité embryonnaire, ainsi que la
production et la qualité des ceufs.

1. MATERIELS ET METHODES
Le protocole mis en place a regu un avis favorable par

le comit¢ d’éthique (CEEA VdL, n°019) sous le
numéro APAFIS #10237-201706151202940 v3.

- 588 -

1.1. Protocole in vitro

Des cellules de la granulosa des follicules F1, F2 et
F3/4, issues de plusieurs poules Cobb 500, ont été
collectées et mises en culture dans un milieu composé
de DMEM + 10 % SVF (sérum de veau foetal)
supplémenté avec des antibiotiques (pénicilline et
streptomycine). Aprés 24h de culture, le milieu est
changé pour un milieu sans sérum. Les cellules sont
ensuite stimulées avec 0, 0,01, 0,1, 1, 50 et 100 pg/ml
d’EPR pendant 24h. La viabilité a été évaluée par le
kit CCKS8 (Sigma Aldrich, Saint-Quentin-Fallavier,
France) et la sécrétion de progestérone par un dosage
ELISA comme décrit précédemment (Canepa et al.,
2008).

1.2. Protocole in vivo

Trois cent vingt-quatre poussins femelles de type
chair (Cobb500) agés de un jour ont été élevés au sein
de I’Unité Expérimentale du Pole d’Expérimentation
Avicole de Tours (UE PEAT). Les animaux ont été
répartis en groupes homogenes de 12 individus dans
27 parquets de 3m’.

1.3. Les régimes alimentaires

De I’éclosion a la 4™ semaine (période Démarrage),
tous les animaux sont alimentés a volonté avec le
régime témoin ou EPR incorporé a 1% dans
I’aliment. A partir de la 4™ semaine (période de
Croissance), tous les animaux sont restreints selon les
courbes du fournisseur. Le lot supplémenté en EPR
1% depuis la naissance reste supplémenté a la méme
concentration (D, 5 parquets, n= 72) tandis que les
animaux du lot témoin sont séparés en 3 lots : témoin
(A, 8 parquets, n=92), supplémentés en EPR a 0,5%
(B, 7 parquets, n=80) ou a 1% (C, 7 parquets, n=80)
dans I’aliment. La croissance s’achéve a la 18°™
semaine, la pré-ponte s’étend de 18 a 21 semaines et
la ponte, de 21 a 40 semaines. La quantité d’aliment
donnée a été ajustée toutes les semaines par rapport a
la croissance des animaux de 3 parquets de référence.
Les EPR sont conditionnés sous forme de poudre et
meélangés ensuite a 1’aliment habituel, selon les

concentrations décrites précédemment. La
composition des EPR a été évaluée par HPLC (High
Performance Liquid Chromatography) et

spectrophotométrie UV-visible. Il en ressort une
teneur a plus de 90% en proanthocyanidines.

1.4. Mesure de la production et de la qualité des
ceufs

De la 23°™ semaine a la 40°™ semaine, les ceufs de
chaque parquet ont été collectés 2 fois par jour,
comptés et pesés. Les ceufs cassés et les ceufs doubles
ont été dénombrés. A la 26°™ et 33°™ semaine, les
oeufs ont été caractérisés (poids, longueur et largeur).
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La résistance, 1’épaisseur et 1’élasticit¢ (module de
Young, exprimé en N/mm?) de la coquille ont été
évaluées a 1’aide d’un Instron (Instron type 5543,
UKS527, Hahn et al., 2017). Aprés casse des ceufs, le
jaune et le blanc ont été pesés séparément. Les
coquilles ont été séchées puis pesées.

1.5. Mesures de la fertilité et de la mortalité
embryonnaire

La semence de 48 coqs (Cobb500) a été collectée et
regroupée pour former un unique pool. Les poules ont
été inséminées 2 fois, a la 28°™ semaine et a la 33°™
semaine. Une concentration de 200 millions de
spermatozoides a été utilisée. Les ceufs ont ensuite été
collectés tous les jours pendant 3 semaines et mis en
incubation tous les 7 jours. Les ceufs clairs, la
mortalité embryonnaire précoce (M1) et tardive (M2)
ont ét¢ évalués par mirage au 7™ et 14°™ jour
d’incubation et cassage des ceufs. Le pourcentage de
fertilité a été calculé a I’aide du ratio du nombre
d’ceufs fertiles sur le nombre d’ceufs incubés.
L’éclosabilité a été calculée avec le nombre de
poussins éclos divisé par le nombre d’ceufs incubés.
L’éclosabilité des ceufs fertiles a été calculée a partir
du nombre de poussins nés divisé par le nombre
d’ceufs fertiles.

1.6. Analyses statistiques

Les résultats sont présentés sous la forme de moyenne
par groupe = SEM. Un test ANOVA a été réalisé pour
comparer les moyennes des caractéristiques des ceufs.
Les logiciels StatView (version 4.5) et SAS ont été
utilisés.

2. RESULTATS ET DISCUSSION
2.1. Partie in vitro

Avec des concentrations croissantes d’EPR, nous
observons une diminution significative de la viabilité
cellulaire a partir de 50 pg/mL. A T’inverse, la
sécrétion de progestérone augmente de fagon
constante (figure 1). Sur les cellules de granulosa de
truie, des extraits de rooibos et de ginkgo, riches en
polyphénols, inhibent la prolifération et favorise
I’apoptose (Stochmalova et al., 2018).

2.2. Partie in vivo : Effet de la supplémentation sur
la quantité et la qualité des ceufs pondus

La ponte commence & la 23°™ semaine. Le premier
groupe a pondre est le groupe D, le groupe témoin
entre en ponte 3 jours plus tard. Nous n’observons pas
d’effet des EPR sur la masse des ceufs (lot A : 36,25 g
+ 1,34, lot B : 37,32 g £ 1,58, lot C: 36,33 g+ 1,49,
et lot D 34,55 g + 1,71) ni sur le nombre d’ceufs
pondus par parquet par semaine (lot A : 59,35 + 2,12,
lot B:59,5+24, lotC: 57,86 2,26, et lot D : 54,6

+ 2,56). Cependant, nous constatons un effet
significatif sur le taux d’ovulation double (p = 0,025).
En effet, le nombre d’ccufs doubles est
significativement diminué pour les 3 groupes
supplémentés. De plus, a la 26 semaine, nous
observons un effet significatif sur certaines
caractéristiques, notamment la longueur et la largeur
(p <0,0001) de I’ceuf, et 1’¢lasticité de la coquille (p <
0,05). Plus précisément, les ceufs des 3 lots
supplémentés sont a la fois plus longs (lot B : 54,79
mm + 0,42, lot C: 55,33 mm + 0,26, et lot D 54,84
mm =+ 0,27) et plus larges (lot B : 42,01 mm = 0,29,
lot C: 41,74 mm + 0,23, et lot D 41,72 mm £ 0,3) que
les ceufs du groupe témoin (longueur 50,79 mm =+ 0,5
et largeur 38.09 mm + 0,4), sans que le poids ne soit
modifié. Les ceufs des lots B et C ont également une
élasticité de coquille plus importante que les témoins
(p = 0,0017). La proportion de jaune et d’albumen par
rapport au poids de I’ceuf n’est pas modifi¢e avec la
supplémentation. A la 33™ semaine, un effet sur le
poids du jaune (p = 0,031) et de I’albumen (p = 0,013)
est observé. Le poids de I’albumen est plus élevé pour
les groupes supplémentés (lot A : 35,1 g + 0,46, lot B
237,08 g+0,43,10t C:36,95g+0,56,etlotD:37¢g
+ 0,48). La proportion d’albumen est également plus
¢élevée pour les lots B et C comparé au témoin (p =
0,005). Le profil ne suit pas les résultats obtenus sur le
poids de 1’albumen pour lequel les lots B et D étaient
supérieurs. Cela signifie que la composition du blanc
a pu étre modifiée. Le poids du jaune est plus élevé
pour le groupe D comparé au groupe C, mais il n’y a
pas de différence avec le groupe témoin (18,46 g +
0,18). De plus, les ceufs des lots B et D sont plus
longs (p = 0,004). Les ceufs des lots B et D montrent
une ¢lasticité significativement plus importante (p <
0,0001) (tableau 1). Un effet Dbénéfique des
polyphénols des feuilles d’Eucalyptus a déja été
démontré. Avec une concentration de 0.8 g/kg,
I’épaisseur de la coquille était augmentée (Chen et al.,
2018). Dans une autre étude, une supplémentation de
4% de mot de raisin n’affecte ni la quantité des ceufs,
ni I’épaisseur de coquille mais induit une
augmentation du poids de I’ceufs (Kara et al., 2015).

2.3. Effet de la supplémentation sur la fertilité

Nous avons calculé le pourcentage d’ceufs clairs, la
mortalité  embryonnaire  précoce et tardive,
I’éclosabilité et le pourcentage de fertilité. Il n’y a pas
d’effet significatif de la supplémentation sur
I’ensemble de ces paramétres. Cependant, il
semblerait que les EPR aient tendance a diminuer
I’éclosabilité des ceufs fertiles (p = 0.069). Les EPR
pourraient avoir un effet délétere sur 1’éclosabilité.
Une ¢étude montre qu’une supplémentation en
vitamine E ou en polyphénols a une concentration de
0,008 ou 0,004 g/kg n’impactait pas ni 1’éclosabilité,
ni la fertilité (Koedijk et al., 2015).

CONCLUSION
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Les résultats in vitro montrent qu’une concentration  1’ovaire. Cependant, 1’effet semble survenir apres
élevée d’EPR a un effet délétére sur la viabilit¢é  I’ovulation et probablement pendant le
cellulaire mais permet une augmentation de la  développement embryonnaire. Une étude préliminaire
sécrétion de progestérone. Ainsi, une concentration  a permis de doser le statut antioxydant total dans le
moyenne de 10 pg/mL permet d’augmenter la  jaune d’ceuf. A la 26éme semaine, une diminution
production de progestérone tout en maintenant la  significative a été observée pour tous les lots
viabilité des cellules. supplémentés (n=5, p < 0,05). Cependant, le dosage
In vivo, les EPR n’ont pas d’effet sur la quantité est en cours pour évaluer le stress oxydatif a la
d’ceufs pondus, mais a la 26°™ semaine, la qualité des  33iéme semaine. La concentration en polyphénol et en
ceufs est meilleure pour les ceufs des lots  cholestérol sera également évaluée. Il a déja été
supplémentés. Notamment, une supplémentation a  démontré qu’un important niveau de polyphénol
partir de la croissance permet d’augmenter 1’élasticit¢ =~ d’huile d’olive améliorait la qualité des acides gras du
de la coquille. Les EPR jouent également un role  jaune d’ceuf et diminuait le cholestérol (Laudadio et
important dans I’ovulation car nous constatons une  al., 2015). De plus, des cellules de granulosa des 4
diminution significative d’ceufs doubles pour tous les  groupes ont été collectées, mises en culture et

lots supplémentgs. stimulées par IGF-1 (Insulin Growth Factor) et LH
Sur les parametres de fertilité, les EPR ont un effet  (Luteinizing Hormone). La sécrétion de progestérone
deélétere  sur D’éclosabilit¢ des ceufs fertiles.  dans le milieu de culture et les voies de signalisation

L’équilibre oxydatif dans 1’ovaire est complexe et  sont en cours d’é¢tude. Enfin, les stéroides comme la
s’organise autour d’une balance réguliere entre  testostérone, la progestérone et I’androsténedione
production de ROS et antioxydants. Le mécanisme de  dans le jaune sont actuellement en cours d’analyse.
dominance permettant I’obtention du follicule pré-

ovulatoire s’effectue grace a une augmentation de la ~ REMERCIEMENTS

production de ROS. Enfin, le follicule pré-ovulatoire  Ce travail a été réalisé a 1’aide du financement
produit des ROS nécessaires a I’ovulation (Behrman = PREVADI financé par la région Centre Val de Loire
et al., 2001). La supplémentation diminue le stress  (convention 2016-00108493)

oxydatif, perturbant ainsi les mécanismes dans
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Figure 1. Effets in vitro des EPR sur la viabilité et la sécrétion de progestérone des cellules de granulosa.
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Tableau 1. Effet de la supplémentation en EPR sur le poids et la taille des oeufs et sur la qualité de la coquille a

26 et 33 semaines (n=30 oeufs analysés par régime et par semaine)

Semaine 26
Régime A B C D P-value
Poids de I'ceuf (g) 52.37+0.57 54311 54.28 £ 0.68 53.39+£0.95 0.16
Poids du jaune (g) 14.02 £0.15 14.35+0.23 14.39 +0.21 14.13 +£0.24 0.31
Poids du blanc (g) 30.27+0.43 31.12+0.84 31+£0.53 30.51 £0.63 0.63

Longueur (mm)
Largeur (mm)
Epaisseur (mm)
Résistance (N/mm *?)

Elasticité (N/mm?)

50.79+05° 5479+0.42°  5533+0.26° 54.84+027° <0.0001

38.09+0.40°  42.01+£029°%  41.74+0.23° 41.72+03° < 10,0001
0.319+0.01 0.322 +0.01 0.322 + 0.004 0.312+0.01 0.55

486.01 = 7.7 481.05+8.66 470.37+10.78  463.17+11.14 0.3
16640 £357.55% 18748 £510.1° 18659 £450.15°% 17738 £507.53%%  0.002

Semaine 33
Régime A B C D P-value
Poids de I'ecuf (g) 63.84 +0.51 63.98 + 0.4 63.28 + 0.67 64.69 £ 0.53 0.36
Poids du jaune (g) 18.46+0.18*  1836+0.17**  17.92+0.29° 18.84+0.17° 0.03
Poids du blanc (g) 351+046%  37.08+043°  36.95+0.56° 37+0.48° 0.013
Longueur (mm) 56.66+0.25%  58.16+029° 57.39+0.26 57.75+0.34° 0.0035
Largeur (mm) 44.47+0.22 4421+ 0.14 44.41+0.2 44.83+£0.2 0.11
Epaisseur (mm) 0.34 + 0.004 0.33 + 0.005 0.33 = 0.004 0.312 £ 0.005 0.19
Résistance (N/mm *?) 453.2 +8.62 463.4+846 4553 +11.13 469.71 + 11.45 0.65

Elasticité (N/mm?)

17652 £29525* 19687 +276°" 18634 £ 226 ° 19565 +220 ° <0.0001
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RESUME

L'objectif de cette étude était d'évaluer les effets d'un mélange d'acide propionique et d'acide formique sur un
support minéral sur les performances des reproductrices de poulets de chair et de leur progéniture. A 1'age de 25
semaines, 64 reproductrices de poulets Cobb 500 ont été repartis aléatoirement en deux groupes de traitement,
avec 8 répétitions de 4 oiseaux par traitement. Les traitements consistaient en un régime reproducteur de poulets
de chair standard (témoin) comparé a I'ajout d'un mélange d'acides organiques (2 kg/t) (OAB). A l'age de 45
semaines, les reproductrices ont été inséminés artificiellement et les ceufs ont été collectés entre le troisieme et le
dixiéme jour suivant l'insémination et incubés. Le mirage a été effectué¢ 10 jours aprés l'incubation pour la
détection des ceufs infertiles. Les poulets de chair males agés d'un jour des deux groupes de traitement ont été
suivis jusqu'a I'dge de 42 jours, tous les oiseaux recevant les mémes régimes de départ, de croissance et de
finition (c'est-a-dire sans supplémentation en OAB). La supplémentation en OAB a amélioré la fertilité¢ des
reproducteurs (96,64% contre 94,32%, p=0,038). La production et la capacité d'éclosion des ceufs fertiles
n'étaient pas différentes entre les traitements. Les poulets de chair issus de reproducteurs recevant un supplément
OAB ont eu un meilleur gain de poids a 42 jours (2934 vs 2842g, respectivement; p=0,024) et une IC (1,74
contre 1,80, respectivement; p=0,033). La consommation d’aliment n'a pas différée entre les traitements (5.118
vs 5.127, OAB vs contrdle respectivement). En conclusion, l'inclusion de I'OAB dans les régimes des
reproducteurs de poulets de chair a amélioré la fertilité des reproducteurs de poulets de chair et la performance
ultérieure de leur progéniture.

ABSTRACT

A unique carrier-based organic acid blend improves the performance of broiler breeders and their
progeny

The objective of this study was to evaluate the effects of a blend of propionic and formic acid on a mineral carrier
on the performance of broiler breeders and their progeny. At 25 weeks of age, 64 Cobb 500 broiler breeders were
randomly allocated to treatments, with 8 replicates of 4 birds per treatment. The treatments were a standard
broiler breeder diet (control) compared with the addition of an organic acid blend (2kg/t) (OAB). At 45 weeks of
age, the birds were artificially inseminated and eggs were collected between the third and tenth day following
insemination and incubated. Candling was performed 10 days after incubation for the detection of infertile eggs.
1 day old male broilers from both treatment groups were followed through to 42 days of age, with all birds
receiving the same starter, grower and finisher diets (i.e. no OAB supplementation). OAB supplementation
improved breeder fertility (96.64 vs. 94.32%, P=0.038). Egg production and hatchability of fertile eggs were not
different between treatments. Broilers from OAB supplemented breeders had better weight gain to 42 days (2934
vs. 2842g, respectively; P=0.024) and feed conversion ratio (FCR) (1.74 vs. 1.80g/g, respectively; P=0.033).
Feed intake did not differ between treatments (5,118 vs 5,127, OAB vs control respectively). In conclusion,
inclusion of the OAB in broiler breeder diets improved both broiler breeder fertility and subsequent performance
of their progeny.
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INTRODUCTION

L’effet antimicrobien des acides organiques est bien
étudié et leur supplémentation dans 1’alimentation
des volailles est reconnue comme méthode efficace
pour contrdler la croissance microbienne (Broom,
2015), contribuant a une amélioration des
performances et a la sécurité alimentaire (Mani-
Lopez et al., 2012). Leur mode d’action pour
I’inhibition des bactéries est due surtout, mais pas
uniquement, a I’accumulation intracellulaire d’ions
hydrogénes, qui augmentent les dépenses d’énergie
et perturbent les fonctions intracellulaires (Van
Immerseel et al., 2006). En outre, les acides
organiques améliorent la  digestibilit¢ des
nutriments, I’absorption des minéraux et la réponse
immunitaire (Partanen et Croz, 1999). Plus
précisément, 1’acide formique a récemment regu
I’approbation de 1’Union Européenne comme
additif améliorant I’hygiene alimentaire via ses
effets antibactériens sur les bactéries a gramme
négative, et en particulier, les Salmonelles (EC
2017/940).

Le but de cette étude était d’évaluer ’effet d’un
additif a Dbase d’acides organiques sur la
productivité des reproductrices chair et la
croissance de leur progéniture aprés le pic de
production.

MATERIELS ET METHODES

A 25 semaines d’age, 64 femelles reproductrices
chair de souche lourde (Cobb 500, Cobb Vantress,
Siloam Springs, AR, USA), issues de la méme
lignée génétique et ayant un poids +/- 10% du
standard Cobb 500 pour leur age, ont été reparties
de fagon aléatoire en deux groupes de traitement a
25 semaines d’age : un avec un mélange concentré
des acides organiques (OAB) formiques et
propioniques (ratio 4 : 1) sur un support minéral
(Salkil™, Anpario plc) a 2kg/t, et un sans, avec 8
répétitions de 4 poules reproductrices, en cages .
Les sujets ont tous regu la ration standard des
reproducteurs chair de 25 a 45 semaines d’age, et
I’accés a I’eau était ab libitum.

L’insémination (0,03- 0,05mL de sperme frais) a eu
lieu a semaine 45, et les ceufs ont été recueillis
quotidiennement pendant une semaine. Les ceufs
endommagés ont été enlevés, et les ceufs restant ont
été mirés 10 jours post-insémination avec une
lumicére a 60W d’environ 2,5cm de diamétre pour
confirmer leur fertilisation. Les ceufs non-fertilisés
ont été supprimés, et les ceufs fertiles restants
incubés. La production d’ceufs (%) est définie
comme le nombre d’ceufs collectés pendant sept
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jours suivant I’insémination. La fertilité (%) est le
nombre d’ceufs fertiles comparés au nombre d’ceufs
total pondus. Puisque uniquement les ceufs fertiles
étaient incubés, le taux de survie des embryons est
catégoris¢é comme le pourcentage éclos des ceufs
fertiles.

240 poussins males issus de ces ceufs ont été
ensuite divisés en deux enclos au sol séparés : le
premier constitu¢é des poussins venant des
reproducteurs ayant recu ’OAB et le deuxiéme, par
le groupe contrdle. Il y a eu 8 répétitions de 15
poussins de chair par groupe. Ces poussins ont été
¢levés jusqu’a 42 jours. La formulation des rations
a suivi la recommandation de Rostagno et al.
(2011), sans addition d’additifs alimentaires. Les
sujets ont regu la ration de démarrage de 0 a 21
jours, la ration de croissance de 22 a 35 jours et la
ration de finition de 36 & 42 jours. L’indice de
consommation a été calculé en enlevant et pesant
I’aliment restant dans les mangeoires. L’accés a
I’eau était ab libitum, et le régime de lumicre et de
ventilation standard Cobb a été suivi. La croissance
(gain de poids et prise d’aliment) ont été suivis
pendant toute la période de croissance, et I’indice
de consommation (IC) a été calculé pour chaque
traitement en divisant la consommation totale par le
gain de poids total. La qualité¢ de la carcasse (%
carcasse, % filet et % cuisse) a été noté au moment
de I’abattage a 42 jours.

RESULTATS ET DISCUSSION

L’inclusion d’OAB dans [D’alimentation des
reproducteurs n’a pas eu d’incidence sur la
production d’ceuf au quotidien (Tableau 1), mais
une augmentation dans le pourcentage des ceufs
fertiles a partir de 45 semaines d’age a été noté
(96,64% pour I’OAB contre 94,32% pour le
contrdle, p=0,038). Le taux d’éclosion des ceufs
fertiles n’a pas été¢ modifié.

Il n’y a pas eu de différence entre la consommation
des deux groupes (Tableau 2), mais le groupe OAB
a eu une augmentation dans leur gain de poids de
fagon significative (2934g contre 2842g, p=0,024).
Ceci s’est traduit dans un meilleur indice de
consommation (IC) pour le groupe OAB (1,74g/g
vs 1,80g/g, p=0,033). La qualité de la chair était
similaire entre les deux groupes en termes de
pourcentage de carcasse, filet et cuisses. (Données
non-incluses).

CONCLUSION
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Dans cette étude, les sujets ont été mis en cage et
inséminés artificiellement, ce qui explique le taux
de fertilit¢ plus faible comparé au standard
commercial (Cobb 500). Cependant, 1’utilisation
d’OAB chez des reproductrices chair a amélioré le
taux de fertilité, résultant en une augmentation de
2% de poussins éclos. Nous ne nous attendions pas
a voir le taux d’éclosion modifié¢ dans le groupe
OAB puisque les conditions du couvoir et
d’incubation ont plus d’influence que la qualité de
I’ceuf. Il n’est pas évident de faire une corrélation
aux résultats commerciaux puisque le taux
d’éclosion était calculé utilisant des ceufs confirmés
fertiles, plutot que tous les ceufs collectés et classés,
mais les résultats sont similaires a la cible de 88%,
telle que indiqué dans le guide des reproducteurs
pour les Cobb 500.

L’OAB utilis¢ dans cette étude a préalablement
démontré une capacité a améliorer la performance
des poulets de chair a la suite d'un un challenge
E.coli, résultant dans une meilleure croissance et
une meilleure morphologie  gastro-intestinale
(Emami et al., 2017). Des améliorations dans le
métabolisme des minéraux (Partanen et Mroz,
1999) et une amélioration dans I’intégrité de
I’intestin pourraient se traduire par une amélioration
dans le métabolisme de 1’énergie chez les
reproductrices et donc une meilleure qualité de
I’ ceuf.

2594 -

La performance observée des poulets de chair était
similaires au standard attendu pour les Cobb 500
pour la prise d’aliment, mais le gain de poids total
et I’'IC se sont finis en-dessous. Ceci pourrait &tre
lié a I’environnement du site d’élevage et la qualité
de I’aliment, puisque I’essai a eu lieu dans des
conditions commerciales au Brésil ; la température
¢levée du batiment et le pourcentage d’humidité
¢levé ont peut-étre eu un effet négatif.

Les poulets de chair issus des reproductrices ayant
consommé I’OAB ont cependant eu une
amélioration dans le gain de poids total et I’'IC
pendant les 42 jours d’élevage, comparés au groupe
controle. Ceci pourrait étre le résultat d'une
amélioration dans la qualité des poussins venant des
reproductrices ayant consommé ’OAB.

Il serait intéressant d’étudier si l’utilisation des
acides organiques dans I’aliment des reproductrices
pourrait conférer d’autres avantages a la
performance de leur progéniture.

Tableau 1- Données de Performance des Reproductrices a 45 semaines d’age

Controle OAB SEM V;’l‘ue
Production (%) 71,27 71,85 12,57 0,894
Fertilité (%) 94,32° 96,64 141 0,038
Tx d’Eclosabilité (%) 86,04 86,26 13,98 0,660

*Un exposant dans la méme ligne dénote une différence statistiquement significative.

Tableau 2- Performance de la progéniture a 42 jours

Controle OAB SEM P-Value
Consommation (g) 5127 5118 57 0,326
Gain de poids (g) 2842° 2934° 26 0,024
IC (g/g) 1,80 1,74° 0,04 0,033

*Un exposant dans la méme ligne dénote une différence statistiquement significative.
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RESUME

La réussite d’inséminations artificielles dépend de la qualité de la semence. La semence de volaille est aujourd’hui
moins caractérisée en routine que celle d’autres espéces. Les systémes d’analyse de semence assisté par ordinateur
(CASA- Computer Assisted Semen Analysis) constituent une méthode objective et standardisée pour caractériser
la semence. Cependant les algorithmes ne sont pas encore totalement adaptés pour les spermatozoides (spz) de
volailles.

Cette étude a pour but d’une part d’évaluer la corrélation entre les paramétres in vitro de la semence de cogs par
le systéme CASA et la fertilité et d’autre part, de déterminer une notation synthétique individuelle de qualité de
semence en tant qu’outil d’aide a la prédiction de la fertilité des cogs.

Lors de cette étude, 2 groupes de 115 et 120 cogs ont été utilisés. A partir de la troisiéme collecte, la semence des
différents cogs a servi pour inséminer individuellement différents lots de poules. La mise en incubation des ceufs
a permis d’obtenir la fertilité apparente et la fertilité vraie. Les parameétres obtenus par le systétme CASA ont été
comparés en fonction de ces fertilités (proportion de différents types de spermatozoides, vitesse, taille, etc.).
L’analyse statistique a été effectuée grace a des tests de corrélation en utilisant les résultats pour chaque coq.
L’étude a permis de démontrer que certains parametres sont corrélés a la fertilité vraie (proportion des différentes
catégories de spermatozoides, fréquence moyenne des mouvements de téte et surface des spermatozoides). Une
notation corrélée a la fertilité a ainsi pu étre obtenue (R2 = 0,8 pour la fertilité vraie et R2 = 0,7 pour la fertilité
apparente).

Cette étude a permis de confirmer que les systemes CASA peuvent étre des outils d’aide a la prédiction de la
fertilité des coqgs utilisés pour I’insémination artificielle des lignées de poules pondeuses.

ABSTRACT

Use of computer assisted semen analysis (CASA) for predicting layer fertility

The success of artificial inseminations depends on the quality of semen. Poultry semen is nowadays less analysed
routinely than other species. Automatic semen analysers (CASA- Computer Assisted Semen Analysis) are
therefore an objective and standardised alternative for characterizing semen. However, these are parameterized for
the morphology of mammalian spermatozoa nevertheless those of poultry are very different.

In this study, the objectives are first to determine the characters correlated with fertility and then to determine a
predictive notation of fertility.

As part of the study, 2 groups of 115 and 120 roosters have been used. From the different third harvest, the semen
of the various roosters was also used to inseminate individually different pools of hens. Eggs incubated allowed
us to obtain apparent fertility and true fertility. The different characters obtained by the analyser were compared
according to these fertilities. The statistical analysis was conducted through correlation tests using the results for
each rooster.

The study demonstrated that some traits were correlated with true fertility (proportion of different types of sperm,
average frequency of head movements and surface area of sperm). A correlated rating with fertility was thus
obtained: R2 = 0,8 with true fertility and R2 = 0,7 with apparent fertility.

This study allows us to confirm that semen analysers could predict the fertility of rooster on laying hen lines for
artificial insemination.
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INTRODUCTION

Les insémination artificielles (IA) en volaille sont
majoritairement réalisées a partir de doses issues de
pool de semence. Dans le cadre de la sélection des
lignées pures, les 1A sont réalisées a partir de doses
issues d’éjaculats individuels. Différentes méthodes
existent pour qualifier la semence des cogs. Cependant,
celles-ci ne sont pas répétables et sont dépendantes du
facteur humain. Cette étude propose de déterminer les
meilleurs cogs de maniére précoce pour la reproduction
afin de maximiser le nombre d’ceufs fécondés. 1l existe
aujourd’hui un systeme CASA constitué d’un
microscope reli€ a un logiciel d’acquisition et
traitement des images permettant une qualification
objective de la semence. Cette machine est
principalement utilisé en routine dans les centres de
production de semence bovin, porcin et équin, et dans
les centres de recherches. Le paramétrage du logiciel
en semence avicole permet une bonne analyse des
cinétiques et de la concentration toutefois n’est pas
encore aussi abouti que celui en mammifere pour
I’analyse morphologique.

De nombreux criteres environnementaux peuvent faire
varier la qualitt de la semence comme 1’4ge,
I’alimentation, la durée de lumiére, le nombre de
prélévements, les entrainements, etc. (Sauveur, 1988).
Avant I’age de 37 semaines, la qualité de la semence
n’est pas stable (Cooper, 1965; Weil et al., 1999;
Parker et al., 2002).

Par ailleurs, les entrainements constituent une partie
trés importante dans la vie d’un coq reproducteur en
insémination artificielle (Cooper, 1965; Sauveur,
1988). Les animaux vont pouvoir s’habituer & cette
manipulation et leur semence analysée permettra
d’identifier les animaux capables de produire le
maximum de semence de bonne qualité. Des études
similaires ont été réalisées sur d’autres espéces
avicoles et ont donné des résultats satisfaisants
notamment sur le pigeon, la caille et la dinde ( King et
al., 2000; Klimowicz et al., 2008;Farooq et al., 2018).
L’objectif de cette étude est d’évaluer la corrélation
entre les paramétres du CASA et la fertilité des cogs
permettant ainsi de créer un outil d’aide a la prédiction
de la fertilité via une notation synthétique individuelle
de qualité de semence.

MATERIEL ET METHODES

Pour cette étude, deux groupes de cogs ont été utilisés,
le premier de 115 et le second de 120 animaux &gés de
23 semaines chacun. Les cogs ont tous été identifiés
avec un numéro individuel. La semence des individus
du premier groupe a été analysée a partir de la premiére
récolte jusqu’a la troisiéme. Les analyses des
premiéres récoltes ont permis de démontrer que la
qualité de semence était optimale a partir de la

troisieme récolte. La quatrieme, la septiéme et la
huitiéme récolte ont été analysées et utilisées pour les
calculs des corrélations. Pour le second groupe, seules
les données de la sixiéme et la septiéme récolte ont pu
étre analysées et utilisées pour les calculs des
corrélations.

Pour chaque analyse, la semence a été conservée a
température ambiante.

L’analyse de la qualité de la semence a été effectuée
grace a D’analyseur CEROS II (Hamilton Thorn,
Boston USA). Pour cela, la semence a été dilué avec le
milieu de conservation de semence (réf 020070 IMV,
I’Aigle -France) a 50/50. Un échantillon de 10
microlitres a été prélevé apres dilution. Enfin, ce
mélange a été dilué dans 2 millilitres de dilueur
(Embryo Holding medium ref 019449 IMV, I’Aigle
France). Chaque échantillon dilué (3 microlitres) est
monté par capillarité dans une chambre d’analyse
d’une lame Leja de 20 um de profondeur, préchauffée
a 37°C. Pour chaque échantillon, un minimum de 400
spermatozoides (spz) ou 8 champs a été analysé. Pour
chaque capture le playback a été vérifié pour s’assurer
de la bonne détection des spz afin de garantir sa qualité
et sa fiabilité.

La semence des cogs a été utilisée pour inséminer
individuellement un lot de poules 2 fois par semaine en
suivant la méthode classique (Burrows, Quinn, 1937).
Briévement, les cogs ont été massés sur la partie
cloacale puis une pression sur le cloaque a été
appliquée pour récolter la semence dans un tube annoté
et préalablement rempli de milieu pour semence (réf
020070 IMV, I’ Aigle -France).

Les ceufs ont été numérotés lors du ramassage avec
I’identifiant correspondant & chaque coq.

Par la suite, les ceufs ont été incubés 18 jours. Lors du
18Me jour, les ceufs ont été mirés et les ceufs fécondés
ont été placés en éclosoirs. Cela a permis d’obtenir la

fertilité apparente.
taux de fertilité apparente
__ nombre d'oeufs gardés au mirage

nombre d’oeufs total
Les ccufs non gardés ont été analysés un par un. Les

ceufs fécondés avec morts embryonnaires ont été ainsi
additionnés aux autres ceufs fécondés pour obtenir la
fertilité vraie. Les ceufs non éclos ont aussi été vérifiés
afin de savoir si certains pouvaient étre non fécondés.
L’analyseur nous a permis d’obtenir les données
suivantes :

La proportion de spz progressifs qui sont
caractérisés par une vitesse élevée avec une
trajectoire linéaire. Ce sont les plus
importants pour la fécondation. En effet lors
de compétition de semence, ce sont les spz les
plus motiles qui vont pouvoir migrer vers les
SST (sprem storage tubule) ; (Birkhead et al.,
1999).

La proportion de spz motiles, ayant une
vitesse intermédiaire.

La proportion de spz lents.

La proportion de spz statiques.
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La proportion de spz avec un défaut de
trajectoire.

La proportion de spz avec des défauts de
morphologie (5 catégories).

La fréquence de mouvement des spz.

La taille des spz.

Analyses statistiques

L’analyse statistique a été réalisée sous XLSTAT (Data
Analysis and Statistical Solution for Microsoft Excel;
Addinsoft, Paris, France, 2017.6). Pour toutes les
données mesurées, les moyennes, les médianes et les
écarts-types ont été calculés. Une analyse de la
variance a été réalisée sur les résultats des 2 groupes de
cogs. Des tests de corrélation entre les différents
caracteres et la fertilité vraie et apparente ont été
réalisés. Par la suite, des régressions linéaires ont été
réalisées entre la note synthétique obtenue a I’issue des
résultats de I’analyse de semence et les taux de fertilité.

RESULTATS ET DISCUSSION

Les corrélations entre les principaux caracteres retenus
et la fertilité vraie des différents cogs sont présentées
dans le tableau 1. Les caractéres sélectionnés étaient
ceux présentant les corrélations les plus élevées ou
avec une importance particuliére vérifiée dans la
bibliographie. L’un d’eux est la proportion des
différents spz. En effet, plus un spz est matile, plus il a
de chance d’étre stocké dans les tubules des SST
(Birkhead et al., 1999) et donc d’étre utilisé pour la
fécondation contrairement aux statiques ou aux lents.
Le nombre total de spz est également primordial
puisque plus il y ade spz, plusil y a de chance d’obtenir
une fécondation jusqu’a un certain seuil (Sauveur,
1988). La proportion de spz présentant des anomalies
morphologiques est utile puisqu’ils ne pourront
atteindre les SST.

Les caractéres importants pour la fécondation sont
corrélés entre la fertilité et I’analyse du systtme CASA
(de 0,218 2 0,562).

Dans le but de simplifier I’indication de qualité de
semence pour chaque cog, une méthode de notation a
été déterminée. Le tableau 2 récapitule la maniére de
noter la qualité de la semence (note sur 40 points).
Cette notation a été effectuée pour le premier groupe a
partir des données issues des récoltes 4, 7 et 8 ; et pour
le second groupe des récoltes 6 et 7.

L’équation de la note totale est la suivante :
note totale
= note spermatozoides motiles + 2
* note spermatozoides progressifs
+ note spermatozoides lents
+ note spermatozoides statiques + 2
* note compte de spermatozoides
+ note spermatozoides présentant des malformations
+ note fréquence de mouvement
+ note taille des spermatozoides
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Le coefficient 2 a été attribué aux caracteres considérés
comme les plus importants : la proportion de spz
progressifs et le nombre total de spz.

Afin de prédire la fertilité, les corrélations entre cette
notation et la fertilit¢ vraie, ainsi que la fertilité
apparente de chaque coq ont été calculées et sont
présentées sur la figure 1 et la figure 2. Les notes sont
corrélées avec la fertilité vraie (R2=0,8) et la fertilité
apparente (R2=0,7). La notation liée a la fertilité vraie
permet ainsi de prédire précocement la fertilité des
cogs apres des entrainements.

La figure 3 représente les notes des deux groupes de
cogs en fonction de leur fertilité. Les deux groupes
étaient différents. Le second groupe de coq a présenté
en moyenne une semence de meilleure qualité (anova
p < 0,0001).

Cette méthode permet de déterminer des effets inter
groupe et intra groupe.

Les résultats confirment que plus la semence est de
bonne qualité, plus la fertilité sera élevée au couvair.
Cependant, des améliorations pourraient étre réalisées
sur l’analyseur. En effet, il serait logique que la
fréquence de mouvement soit corrélée positivement
avec la fertilité alors que I’inverse a été observé. Le
paramétrage du logiciel en semence avicole n’est pas
encore aussi abouti que celui en mammifére pour
I’analyse morphologique. Les spz de volailles ont en
effet de nombreuses différences de morphologie avec
ceux de mammiferes. Ainsi tous les spz avec des
malformations ne sont pas détectés et certaines
malformations des mammiféres ne sont pas présentes
chez les oiseaux.

Aprés ces améliorations, la prédiction de la fertilité
pourra sans doute étre améliorée.

CONCLUSION

La fertilité des cogs peut étre prédite précocement
grice a [Il’utilisation d’un systétme CASA et la
détermination d’une notation. Cela permettrait de
mieux utiliser les cogs pour les inséminations
individuelles artificielles. Les paramétres utilisés sont
fiables pour I’analyse, bien que des améliorations
soient souhaitables pour I’analyse de la morphologie
des spz.

Des essais additionnels pourraient permettre d’évaluer
si cette notation est fiable tout au long de la vie des cogs
sur des cycles plus longs et une utilisation non
continue.
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Tableau 1 : Corrélation entre les différents caractéres retenus et la fertilité vraie

Données recueillies | Unités Corrélation avec la fertilité vraie
Proportion de spermatozoides motiles totale % 0,562
Proportion de spermatozoides progressifs % 0,305
Proportion de spermatozoides lents % 0,425
Proportion de spermatozoides statiques % - 0,562
Compte total de spermatozoides Nombre 0,218
Proportion de spermatozoides avec malformations % 0,047
Moyenne fréquence de mouvements Nombre - 0,348
Moyenne taille spermatozoides motiles Nombre 0,331

Tableau 2 : Notation de la qualité de semence de coq
Données recueillies

Unité Note Coefficient
Proportion de spermatozoides motiles totale
% 1:de 0% a25% -2 :de 25,1% &450% - 3 : de 50,1% & 75% - 4 : de 75,1 &4 100% 1
Proportion de spermatozoides progressifs
% 1:de 0% a&25% -2 :de 25,1% &4 50% - 3 : de 50,1% a 75% - 4 : de 75,1% a 100% 2
Proportion de spermatozoides lents
% 1:de 0% a25% -2 : de 25,1% a 50% - 3 : de 50,1% a 75% - 4 : de 75,1% a 100% 1
Proportion de spermatozoides statiques
% 1:de 75,1% &100% - 2 : de 50,1% & 75% - 3 : de 25,1% a 50% - 4 : de 0% & 25% 1
Compte total de spermatozoides
Nombre  1:de0a100-2:de101a200-3:de201a300-4:301ouplus 2
Proportion de spermatozoides avec malformations
% 1:3,1%ouplus-2:de2,1%a3%-3:1,1%a2%-4:de0%al% 1
Moyenne fréguence de mouvements
Nombre  1:32o0uplus-2:de30a319-3:de28a29,9-4:27,9 oumoins 1
Moyenne taille des spermatozoides
Nombre  1:159oumoins-2:del16a16,9-3:del17a17,9-4:18ouplus 1
Total 40
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Figure 1 : Taux de fertilité vraie en fonction de la note totale
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RESUME

Le programme d’infrastructure CRB-Anim soutient 1’enrichissement des collections de la cryobanque nationale,
dont la cryoconservation de ressources génétiques aviaires. Les collections d’espéces avicoles stockées dans la
cryobanque nationale sont majoritairement constituées de semence de coqs de I’espéce Gallus, mais concernent
aussi 4 autres especes, la pintade, le canard de Barbarie, le canard Pékin et 1’oie. La collection de semence
aviaire compte aujourd’hui 47 383 paillettes. Les procédures de congélation de la semence avicole sont
régulierement testées et optimisées par les acteurs de la cryobanque. Dans cette étude, le taux (1/3 ou 1/4) de
dilution de la semence avant congélation et la quantité (100, 200 ou 400 millions) de spermatozoides utilisés lors
des inséminations artificielles (IA) ont été ré-évalués. Les résultats obtenus montrent de meilleurs taux de
fertilit¢ pour une dilution au 1/4. Les concentrations de 200 millions et de 400 millions de spermatozoides
donnent des résultats de fertilité équivalents ; il est donc dorénavant recommandé d’utiliser la dose de 200
millions de spermatozoides pour des inséminations de sperme congelé. Les différentes améliorations apportées
aux procédures de congélation du sperme de coq permettent aujourd’hui ’obtention de taux de fertilité par IA
aprés décongélation compris entre 70 et 90%, en fonction des populations. L’intérét de constituer ces collections
est illustré par un exemple consistant en une réintroduction de diversité génétique au sein d’une population
expérimentale ; la lignée INRA R+.

ABSTRACT

The CRB-Anim infrastructure program support the enrichment of the national cryobank collections for domestic
species, including the poultry genetic resources cryopreservation. The poultry collections is mainly constitute of
Gallus species samples, however collection from 4 others poultry species, namely Guinea fowl, Muscovy duck,
Pekin duck and geese are also present. The National Cryobank collection of poultry species sperm samples count
nowadays 47 383 straws. Poultry semen freezing and defrosting prior Al procedures are regularly tested in order
to optimized collection stock use and management. In this study the sperm dilution rate (1/3 or 1/4) before
freezing and sperm number (100, 200 ou 400 millions) used for artificial insemination (AI) have been re-
evaluted within the CRB-Anim program. Thus fertility rate of hens inseminated either with frozen/thawed semen
diluted prior freezing at 1/3 or 1/4 or at final concentrations (100, 200 or 400 million of spermatozoas/ml) has
been determinated. Results show that the best fertility rate were obtained for the 1/4 sperm dilution. On the other
hand, the concentration of 200 million and 400 million spermatozoa give equivalent fertility results, so the 200
millions spermatozoa dose is recommended for artificial insemination with frozen sperm. Consequently, rooster
sperm freezing process and usage procedure improvement currently allow for fertility rates after thawing ranging
between 70 to 90%, depending upon the genotype. One value of compiling these collections is illustrated by an
example consisting in a genetic diversity reintroduction within an experimental population; the INRA R+ line.
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INTRODUCTION

L’objectif du programme CRB-Anim est d’intégrer
et de renforcer les Centres de Ressources
Biologiques (CRB) conservant du matériel
reproductif et du matériel génomique pour les
espéces d’animaux domestiques ¢levées en France,
mammiferes, oisecaux, poissons et coquillages. Le
réseau CRB-Anim associe des organismes publics
de recherche et deux plateformes privées. Cette
infrastructure  nationale conserve aujourd’hui
environ 530 000 échantillons biologiques (semence,
embryons, cellules, tissus, ADN et ARN).

Dans le cadre du projet CRB-Anim, une collection
de semence de volailles d’intérét agronomique
issues de populations expérimentales ou
commerciales, ainsi que de races locales a été
constituée et stockée dans la cryobanque nationale.
Aujourd’hui, cette collection de semence concerne
5 espeéces de volailles (Gallus, pintade, canard de
Barbarie, canard Pékin et oie).

La procédure de congélation de la semence de coqs
Gallus a été établie en 1995 (Seigneurin et
Blesbois, 1995). Elle assure la qualit¢ et la
tracabilité des échantillons collectés. Grace a la
mise au point de méthodes de congélation
spécifiques de la semence du jar, des canards Pékin
et de Barbarie, puis de celle des pintades, la
collection a été élargie a ces 4 autres especes
avicoles (Lemoine ef al., 2011 ; Seigneurin et al.,
2013). Afin d’optimiser la qualité¢ de la semence
cryopréservée, deux parametres du protocole ont été
ré-évalués ; le taux de dilution de la semence lors
de la congélation et la quantité de spermatozoides
utilisés lors des inséminations artificielles (IA).

Les utilisateurs réguliers de la congélation de
sperme diluent 1’¢jaculat au 1/4 avant congélation.
Ils ont souvent fait remarquer qu’une réduction du
taux de dilution du sperme de 1/4 a 1/3 présenterait
de nombreux avantages pour des raisons pratiques
(diminution du nombre de paillettes, diminution du
cout du processus ...). Etant donné que la quantité
de cryopréservateur utilisée pour la congélation de
semence est dépendante du volume final (11% du
volume final), si le taux de dilution final est
diminu¢, la quantit¢é de cryoprotecteur sera
également réduite. Ainsi, les taux de fertilité
obtenus avec du sperme congelé/décongelé aux
dilutions de 1/4 et 1/3 ont été comparés.

La quantit¢ de sperme inséminé affecte le
nombre de spermatozoides stockés dans les glandes
utéro-vaginales du  tractus  femelle, une
augmentation de cette quantité entraine une baisse
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de la fertilité¢ et une diminution de la durée de la
période fertile (Taneja et Gowe, 1962; Blesbois et
Brillard, 2007). Avec de la semence fraiche,
Poptimum de fertilité est obtenu avec 100 a 200
millions de spermatozoides par insémination
(Brillard, 1986; Brillard et al., 1989). 1l est estimé
que la moiti¢ du sperme meurt lors des étapes de
congélation/décongélation et Lofti ef al. (2017) ont
mis en évidence que le nombre de 100 millions de
spermatozoides congelés/décongelés par IA induit
un taux de fertilité inférieur (40%). A I’inverse, une
forte concentration en spermatozoides inséminés
frais ou décongelés (500 a 700 millions) peut étre
problématique, car elle cause un rejet partiel de la
semence par la femelle apres 1A et se solde par un
faible taux de fertilité. La dose habituellement
recommandée lors des IA avec de la semence
congelée/décongelée étaient de 400 millions de
spermatozoides. Cette dose a été comparée avec les
doses de 100 et 200 millions afin d’étudier quelle
quantité permettrait d’obtenir les meilleurs résultats
de fertilité.

L’intérét de constituer cette banque est illustré par
un exemple de [l’utilisation de semences
cryopréservées qui a eu lieu en 2016. 11 s’agissait de
sauvegarder la lignée INRA R+, une population
expérimentale précieuse, mais fortement
consanguine et, pour ce motif, difficile & maintenir
in vivo. Afin de pallier a ces difficultés de
reproduction, il a été décidé de réintroduire de la
diversité génétique en utilisant des paillettes de
semence cryopréservées depuis 2003.

L’objectif de cet article est d’informer sur 1’état des
stocks de semences des especes avicoles présents
dans les collections de la cryobanque nationale et
de présenter quelques évolutions récentes des
modalités techniques d’utilisation.

MATERIELS ET METHODES
Cryopréservation de semences aviaires

Avant  collecte de la  semence  pour
cryopréservation, les males sont sélectionnés sur
différents critéres de qualité (pourcentage de
spermatozoides viables, motiles,
morphologiquement normaux et la motilité
massale). Ces données ont une valeur prédictive
quant a [I’aptitude des spermatozoides a la
cryopréservation (Blesbois ef al., 2008).

La récolte du sperme est effectuée par un massage
dorso-abdominal (Burrows et Quinn, 1935). Le
sperme est déposé dans un tube collecteur contenant
200 pl de dilueur Lake PreCongélation (LPC ; Lake
et Stewart, 1978). Il est recommandé de ne pas



collecter plus de 8 cogs par série de congélation car
le sperme de cogs se dégrade trés rapidement. Le
sperme est ensuite dilué¢ au 1/2 puis placé a 4°C
sous agitation pendant 10 minutes. Il est alors dilué
au 1/4 et mélangé au cryoprotecteur glycérol sous
agitation a 4°C pendant 10 minutes. Pour finir, le
sperme est introduit par aspiration dans des
paillettes de  500ul. Ces paillettes sont
préalablement gravées avec un identifiant intégrant
le numéro du coq, I’espéce, la lignée et ’année de
naissance. Apreés remplissage des paillettes, une
bulle d’air est placée a I’extrémité de chacune
d’entre elles grace a un peigne a bulle sur lequel
elles sont déposces. Les paillettes sont ensuite
scellées avec de la poudre d’alcool polyvinylique,
puis placées sur un rack, prétes a étre congelées. La
vitesse de congélation est égale a 7°C/min de 4°C a
-35°C, puis a 60°C/min de -35°C a -140°C. La
température du congélateur est ensuite descendue
manuellement jusqu’a -160°C et les paillettes
stockées dans un container d’azote liquide. Une fois
la collection de paillettes terminée, ces dernieres
sont transférées vers les sites de stockage primaire
et secondaire (Thélie et al., 2018).

Optimisation de la procédure de
congélation/décongélation de la semence de coq

La procédure de congélation/décongélation décrite
par Thélie et al., (2018), a été reprise et deux
dilutions de la semence juste avant congélation ont
été testées (1/3 et 1/4). Le taux de fertilité obtenu
avec ces paillettes aprés décongélation et 1A a été
mesuré.

La quantit¢ de spermatozoides cryopréservés
optimale a utiliser lors des IA a également été
réévaluée. La dose habituellement préconisée de
400 millions de spermatozoides par IA a été
comparée aux doses 100 et 200. Des poules T55
(SASSO) ont été inséminées deux fois, a 72h
d’intervalle, avec du sperme congelé-décongelé en
intravaginale (4cm de profondeur). Les ceufs ont été
collectés a partir des jours 2 a 5 aprés insémination.
Les taux de fertilité (ceufs fertiles / ceufs incubés x
100) ont été évalués par un mirage des ceufs 7 jours
apres le début de l'incubation.

Exemple d’utilisation de la cryobanque:
réintroduction de diversité génétique dans la
lignée expérimentale de Gallus INRA R+

Des cogs adultes de la lignée expérimentale R+ de
I’INRA (Bordas et al., 1992, Morisson et al., 1997)
ont été hébergés au sein de 1’'unité UE-PEAT
(Centre INRA Val de Loire, Nouzilly, France)
selon les modalités décrites précédemment (Thélie
et al., 2018). Afin de préserver cette lignée, des 1A
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ont été effectuées avec de la semence de cogs R+
congelée antérieurement (Thélie ef al., 2018).

RESULTATS ET DISCUSSION

La collection du site primaire de la cryobanque
nationale de sperme de coqgs Gallus contient 44
populations, correspondant a la semence de 894
cogs, soit 21426 paillettes. Une collection miroir
équivalente est stockée a des fins de sécurisation
sur le site secondaire du Centre INRA Val de Loire
a Nouzilly. Le stock global, pour les 2 sites,
représente 43207  paillettes de  semences
individuelles de coqs Gallus. Cette collection est
complétée par de la semence de 4 autres especes
avicoles (canards de Pékin et de Barbarie, pintade et
oie), ce qui fait un stock total de 47 383 paillettes
de semence aviaire cryopréservées (Tableau 1).

L’amélioration des procédures de congélation du
sperme de coq avec glycérol permet d’obtenir
aujourd’hui des taux de fertilités par IA apres
décongélation trés encourageants, puisqu’ils sont
compris entre 70 et 90%, suivant les populations
(Thélie et al., 2018). Les améliorations récemment
apportées au protocole concernent la dilution finale
de la semence avant cryopréservation et la quantité
de spermatozoides inséminés.

De meilleurs taux de fertilité aprés IA, mais non
significativement différents, ont été obtenus avec la
dilution au 1/4 (93%) comparée a la dilution au 1/3
(80%). Un tel résultat était inescompté et méme s’il
nécessite d’étre confirmé, il permet cependant
d’envisager 1’utilisation de cette dilution au 1/4 en
routine afin d’optimiser les stocks présents en
cryobanque. 11 suggére néanmoins la forte
sensibilit¢ du sperme de coq a I’environnement
physicochimique. Il a été montré que le glycogalyx
qui entoure et protége le sperme lors de 1'éjaculation
est en quantité moindre chez les oiseaux par rapport
aux mammiféres (Froman et Engel, 1989 ; Tecle et
Gagneux, 2015). Cela pourrait contribuer a
expliquer la grande sensibilit¢é du sperme de coq.
Une autre hypothese est que la disponibilité d’agent
cryoprotectant serait plus €élevée avec une dilution
de 1/4 comparé a 1/3, permettant un niveau de
protection des spermatozoides plus élevé pendant le
processus de congélation (Thélie et al., 2018).

Aprés insémination aux doses 100, 200 et 400
millions de spermatozoides cryopreservés par
femelle, un taux de fertilité similaire a été obtenu
lorsque la quantité de spermatozoides était divisée
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par deux, de 400 a 200 millions (Thélie et al.,
2018). L’utilisation de cette dose de 200 millions de
spermatozoides est donc maintenant recommandée
par la cryobanque nationale. C’est un avantage
notamment pour les populations a petits effectifs
pour lesquelles le nombre de paillettes de semence
disponibles peut-étre limité. Les résultats de cette
é¢tude montrent qu’il est possible d’optimiser les
conditions d’usage de la semence cryopréservée de
coq tout en obtenant des taux de fertilité proches de
ceux obtenus avec de la semence fraiche lors des
IA. Néanmoins, il conviendra de s’assurer que ce
résultat est reproductible avec des races locales de
volailles dont la fertilité est plus faible.

Un exemple concret d’utilisation de la cryobanque a
été réalisé grace a I’opération de sauvegarde de la
lignée expérimentale INRA R+. Pour réintroduire
de la diversité génétique, la semence de 6 cogs
cryopréservée en 2003 avec la méthode glycérol,
représentant deux des trois familles perdues a été
utilisée. Apreés TA de poules R+ agées de 40 a 50
semaines, 23 poussins ont été obtenus en dépit d’un
taux de fertilité trés faible (8,7%), les 2 familles de
la lignée R+ ont été récupérées. Ce faible taux de
fertilité était attendu puisqu’il n’était que de 35 a
50% en sperme frais et s’explique par la forte
consanguinité¢ de cette lignée. Cette étude fait pour
la premiére fois la preuve que les paillettes de
semence peuvent étre stockées plusieurs années et
le sperme conserver son pouvoir fécondant chez
I’espéce Gallus. Cet exemple, illustre bien I’intérét
de sécuriser les populations d’intérét en
cryobanque, mais montre une trés forte variabilité
individuelle de la fertilité de la semence décongelée
(entre 1,8% et 16,2% pour I'exemple cité). Il est
donc nécessaire de continuer les recherches pour
mieux maitriser la fertilit¢ aprés décongélation, en
particulier chez les populations consanguines, ou
alors développer des méthodes de prédiction
permettant de choisir les coqs sur leur aptitude a la
cryopréservation.

CONCLUSION

La constitution de collections n’étant pas une fin en
soi pour les gestionnaires de la cryobanque, les
objectifs de leur valorisation potentielle sont de (1)

sécuriser des  populations  d’intéréts, (2)
reconstituer des races ou des populations avec de la
semence «ancienne », éventuellement pour
retrouver des génes d’intéréts perdus, (3)

réintroduire de la variabilité génétique au sein de
populations d’intérét menacées de disparition, (4)
ou encore constituer un éventuel mode de transport
pour une utilisation a distance ou décalée
temporellement.
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L’exemple d’utilisation des stocks de la cryobanque
mis en ceuvre en 2016 pour la population INRA R+,
illustre bien 1’un de ces objectifs. Des collections de
semence ont également été constituées, parfois dans
I’urgence, pour des populations commerciales de
I’espéce Gallus et pintade, ou encore pour des races
locales comme la Géline de Touraine et la Coucou
de Rennes, alors que leur renouvellement a été
interrompu ou potentiellement menacé lors de la
crise de I’influenza aviaire. En parall¢le de chaque
collecte de semence stockée en cryobanque, un
échantillon de sang est collecté pour chaque
donneur et stocké au CRB@BRIDGE localisé sur le
Centre INRA de Jouy-en-Josas. Cette échantillon
peut permettre au besoin la réalisation d’analyses
génomiques sans nécessiter 1’utilisation d’une
paillette de semence pour extraire de I’ADN. En
complément du programme CRB-Anim, les
programmes, BioDivA (Financement CASDAR) et
ValBioDi (Financement Région Centre) ont permis
d’entrer en collection 12435 échantillons de sang,
d’ADN et de tissus issus de 3953 animaux de 3
especes (Gallus, dinde, pintade).

Les travaux méthodologiques conduits dans le
cadre du programme CRB-Anim permettront
d’optimiser les conditions d’utilisation de ces
collections (dilution finale 1/4, dose inséminée 200
millions de spermatozoides par femelle). D’autres
travaux s’orientent vers le développement de
critéres d’évaluation de la qualité de semence plus
précis et plus fiables, notamment avec des analyses
diagnostiques ICM-MS (Intact Cell MALDI-TOFF
Mass Spectrometry). Ainsi, les travaux de Soler et
al. (2016) montrent qu’il est possible de
diagnostiquer la fertilit¢ des males par une analyse
ICM-MS par Ulidentification de marqueurs
prédicteurs de la fertilitt qui dispense de la
réalisation d’un test de fertilit¢ chronophage et
colteux avant congélation. Des travaux
complémentaires vont étre conduits pour explorer
un potentiel caractére prédictif précoce de ces
marqueurs. D’autres travaux a vocation finalisée
visent a développer des méthodologies de
cryopréservation qui puissent étre déployées sur le
terrain, alors que le stockage en paillettes
individuelles nécessite actuellement un dispositif
expérimental. Par ailleurs, les techniques de
congélation de semence restent a développer pour
plusieurs espéces avicoles comme la dinde, la
caille, le faisan, les perdrix rouge et grise, ou encore
le pigeon, autant d’espéces dont des populations
font I’objet de programmes de sélection ou de
gestion génétique et de production en France.
Enfin, d’autres approches de sécurisation de la
diversité génétique, comme par exemple la

cryopréservation de cellules germinales
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primordiales (PGCs) permettant également de
préserver le chromosome W sont explorées

parallélement (Tonus C ef al., 2017).
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Espéce Nombre de | Nombre de males Nombre de Modalité de
populations paillettes stockage du
sperme
Coq Gallus 44 894 43207 individuel
Pintade 2 96 1614 mélangé
Canard Pékin 5 155 1031 individuel
Canard de Barbarie 9 325 1164 individuel
Oie 2 102 367 mélangé

Tableau 1 : Bilan actualisé des collections de semence aviaire conservées dans la cryobanque nationale

aviaire
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