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chromosomes BTAO1 et BTAO3. Le QTL sur le chromosome BTAO3 a été finement
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pourront ensuite étre validés sur I’ensemble du dispositif.

La mise a disposition récente d’une puce de 54000 SNP situés dans tout le génome bovin a

.

genes situés dans les intervalles de localisation des QTL et impliqués dans des fonctions de
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comme étant des genes candidats positionnels et fonctionnels responsables de la dégradation

B

de ia FF chez les bovins laitiers.

Mots clés: QTL - Fertilité femelle - Analyse de liaison - genes candidats



Abstract

The aim of this thesis was to map finely female fertility (FF) QTL in the three main French

dairy cattle breeds Prim’Holstein, Normande and Montbeliarde. The first step consisted in

detecting QTL on 78 families in 12 genomic regions. Six FF QTL were found i

=]

Prim’Holstein and two in Normande breeds. In the second step of the study, the QTL on

of 437 SNP, the QTL location interval on BTAO3 was reduced to a few centimorgans
allowing us to select six candidate genes, which were partially sequenced for four DNA pools
belonging to individuals with extreme phenotypes in order to find some intersting

polymorphisms which can be validated on the whole pedigree. Several SNPs corresponding to

tha a nrinrt ¢tating of tha individinalg for tha OTT  wara fornd 1in moget of the candidata canag
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However, since a bovine SNP chip with 54 000 SNP became available, no further validation

step was carried out
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of genes located in QTL confidence intervals involved in biological functions in connection
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Figure A-4 : Evolution de deux index génétiques de fertilité femeiie (fertilité vache et fertiiité
génisse) chez les trois principales races bovines laitieres Francaises entre les années
1990 et 2001 (Barbat et al., 2007). 33

Figure C-1 : Valeurs génotypiques et fréquences alléliques des trois classes génotypiques
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Figure C-2 : Distribution des jrequences des effets apparents de OTL détectés chez le porc
les bovins laitiers dans une méta-analyse incluant les résultats issus d’expériences de
détection de QTL chez ces deux espéces. La distribution des effets de QTL détectés chez
le porc montre un plus grand nombre de QTL a effet moyen que de QTL a grand effet.
Chez les bovins laitiers, un plus grand nombre de QTL a petit effet- moyen effet est
détecté (d’apres Hayes et Goddard, 2001 ). 55

Figure C-3 : Principe de détection de QTL par analyse des effets de ségrégation d’'un QTL a
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deux alleles chez un pére hétérozygote sur la distribution des performances de sa

Py PSR S P e T oo 33 7

aire situé au Vut.)mugc du g1L Les distributions en pum ill
presentent [ ’eﬁ‘et réel du QTL alors que celles en ligne continue présentent I’ effet
apparent du marqueur lié. La différence entre les deux types de distributions est due aux
recombinaisons entre le marqueur et le QTL (Gautier, 2003). 62

Figure C-4 : Principes de détection de QTL en utilisant la méthode de cartographie par
intervalles. Les notations sont conformes a celles utilisées dans le texte (Gautier, 2003).
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Figure C-5 : Résultats de détection d’un QTL de naissance gémellaire sur le BTAOS chez la

race bovine laitiere Norvégienne, obtenus en utilisant trois méthodes différentes :
]’ nmnlvcl) Ade linicon (TA) analvse d’association (I.D) of la mdthode T.DT A Foffe

v it yo© Gl vebtsUre (i jy v v yoC &0 oo UL ehetUie (s j Co vl iivCoivCall aua s i s (172

derniére méthode a donné la localisation la plus précise en montrant un pic de

Ny 1 S . IR, 1

Oca‘lzsa‘twn unique situé a 65 cM environ et un intervalle de localisation inférieur a 1

cM (Meuwissen et al., 2002). 71
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gure E-1 : Cartes génétiques des marqueurs microsatellites d ie
données expérimentales (a), a partir de ia base de données publique USDA (
distances sont exprimées en cM) (b) et carte physique obtenue par blast cles
microsatellites sur I’assemblage bovin (Btau_4.0) (les distances sont exprimées en
Mégabases) (c). Certains marqueurs n’ont pas pu étre ancrés sur cet assemblage.
L’origine des cartes génétiques ((a) et (b)) est celle de la carte génétique de USDA. - 102

Figure E-2 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur

le BTAOI chez la race Prim’Holstein. Les courbes de F-value correspondent aux TNR56

I coc Foe oo
r S avec Les

(courbe dessinée avec des carrés), TNR9O (courbe dessinée avec des triangles) et
TNRILRT (rouvhe doccindo avee doc cvroixv) T informativitd doc mavaonenre oot Adeovite nar
LivINLOL (LOuivC Glod5entCl vel Glo LrUwn ). L aryUrimilee v o mbruours Cov GClrul par
1o nniivho o nointillsc (12Aave Aoc nvdnnnsce Ao 1P iunfnvrnativitd oot reliii cit1:8 A Avnite Az 14
wu courve © L[JUHLLLLLC.) (L UAE UES Uraoririesy ue t it JUIIILUHVUC €dL cetul diiue d drotle de td
e \ ] (¥ v 1NNNN

Jigure). Les seuils d blgm]lcanvue C()VT@.SP()HCL(H’HA ont éete omenm par 1UvvvU

permutations. L’intervalle de confiance est obtenu par bootstrap (10000
échantillonnages). Les marqueurs SAM utilisés lors de la primo-localisation sont
indiqués par des fleches. 104

Figure E-3 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
le BTAOI en race Montbéliarde. La légende est identique a celle de la figure E-2. Les

seuils de significativité correspondants ont été obtenus par 1000 permutations. ------- 104
Figure E-4 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
le BTAOI en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-2. Les seuils
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marqueur de la carte génétique utilisée dans l’étude de cartographie). ----------------- 106
Figure E-6 : Cartes génétiques des marqueurs microsatellites de BTAO2 obtenues avec les
données expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les
distances sont exprimées en cM) (b) et carte physique obtenue par blast des
microsatellites sur I’assemblage bovin (Btau_4.0) (les distances sont exprimées en
Mégabases) (c). Certains marqueurs n’ont pas pu étre ancrés sur cet assemblage
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(courbe dessinée avec des carrés), 90 (courbe dessinée avec des triangles ) et 281 jours
apres IA (courbe dessinée avec des croix). L’informativité des marqueurs est décrite par
la courbe en pointillés (I’axe des ordonnés de I’informativité est celui situé a droite de la
figure). Les seuils de significativité correspondants ont été obtenus par 10 000
permutations. Les marqueurs SAM utilisés lors de la primo-localisation sont indiqués
par des fleches. 109
Figure E-8 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
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Figure E-9 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité feme
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Figure E-10 : Cartes génétiques des marqueurs microsatellites du BTA21 obtenues avec les
données expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les
distances sont exprimées en cM) (b) et carte physique obtenue par blast des
microsatellites sur [’assemblage bovin (Btau_4.0) (les distances sont exprimées en
Mégabases) (c). CSSMO18 n’a pas pu étre ancré sur cet assemblage. 111

Figure E-11 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
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la courbe en pointiiiés (i’axe des ordonnés de I’ informativité est celui situé a droite de la
figure). Les seuils de significativité correspondants ont été obtenus par 5000
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F igure E-12 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
ur BTA21 en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-11. Les
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seuls de significativité correspondants ont été obtenus par 5000 permutations. ------- 113
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donnees expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les
distances sont exprimées en cM) (b) et carte physique obtenue par blast des
microsatellites sur [’assemblage bovin (Btau_4.0) (les distances sont exprimées en
Mégabases) (c). Certains marqueurs n’ont pas pu étre ancrés sur cet assemblage.
L’ordre des marqueurs de la carte génétique est en accord avec celui du dernier

assemblage sauf au niveau de INRAQOO6 et de INRA3OIS. 115
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apres IA (courbe dessinée avec des croix). L'informativité des marqueurs est décrite par
la courbe en pointiiiés (I’axe des ordonnés de [’ informativité est celui situé a droite de la
figure). Les seuils de significativité correspondants ont été obtenus par 10000
permutations. Les marqueurs SAM utilisés lors de la primo-localisation sont indiqués
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Figure E-16 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
sur BTAO3 en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-15. Les

seuils de significativité correspondants ont été ob,em,s par 1000 permutations. ------- 117
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Figure E-18 : Résuitats de i’analyse LDLA obtenus sur un dispositif de 17 famiiles
Prim’Holstein, avec le panel de 437 SNP et en utilisant le TNR90 comme phénotypes de
fertilité femelle. La courbe LDLA montre huit pics situés dans l’intervalle compris entre
11,68 cM et 34,86 cM (Druet et al., 2008). 119

Figure E-19 : Résultats de I’ancrage de la région [10,93 Mb-15,70 Mb] du BTAO3 sur les
génomes humains et murin a partir de la base de données UCSC. Cette figure montre

que la région étudiée est conservée principalement avec des régions du HSAOI (en
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base de données. 123
Figure E-20 : Position des six génes candidats sélectionnés par rapport a la courbe obtenue
par analyse LDLA avec les 437 SNP sur le BTAO3 (Druet et al., 2008). Les six genes
candidats sont situés entre le deuxieme et le quatriéme pic. 125
Figure E-21 : Représentation graphique des fonctions biologiques les plus surreprésentées
dans la liste de genes identifiée obtenue avec l’index de fertilité « vache ». Le seuil de
significativité est indiqué par la ligne orange. Les valeurs de —log (p-value) montrent
qu ‘il n’y a pas de fonctions biologiques significativement surreprésentées dans la liste
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Figure E-22 : Représentati tions biologiques les plus surr
dans ia liste de géne zaennﬂee obtenue avec ['index de fertilité « génisse ». Le seuil de
significativité est indiqué par la ligne orange. Toutes les fonctions biologiques listées
dans cette figure sont significativement surreprésentées dans la liste introduite, par
rapport au reste du génome. 128

Figure F-1 : Figure représentant le résultat de détection de QTL de fertilité femelle sur le

BTAO03 avec la puce 50K en utilisant I’approche LDLA (courbe en bleu). La valeur
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(OTLy375np) sont indiqués avec les fleches doubles. L’intervalle des pics dépassant le
seuil de 1% représente le QTL détecté avec la puce S0K (QTLspk). L’axe des abscisses
représente la position, en mégabases, sur le BTAO3. 140

Figure F-2 : Représentation schématique simplifiée de I’interaction entre [’axe de
reproduction (aire grisée A), et I’axe somatotrope (aire grisée B). Ces interactions se
font par Uintermédiaire d’hormones, de métabolites et d’éléments nutritifs (d’apres
Chagas et al., 2007). 143
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Introduction générale

Les bovins constituent une part importante de 1’agriculture « animale » dans la plupart des

pays du globe. Depuis leur domestication, il y a 9000 ans (Gautier, 2003), ils approvisionnent

la viande, les habits, les
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fertilisants...

Dans certains pays, en particulier les p:
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production de plusieurs
en deux secteurs principaux : la production de lait et la production de viande. En Europe, les
élevages répondent généralement a un objectif double: les mémes animaux sont utilisés a la
fois pour la production de lait et de viande. Certains états font exception a cette regle (e.g. la

France, I’ Australie, la Nouvelle-Z€lande, les USA, le Canada, Israél ...), avec des races plus

spécifiques pour la production de lait ou de viande et une amélioration génétique des animaux
ainsi orientée vers 1’un ou ’autre des deux objectifs

Dans les élevages laitiers, I’objectif principal est de produire du lait de bonne qualité au
moindre cofit. Pour répondre a cet objectif, les éleveurs jouent principalement sur deux
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laitiere par vache, dans beaucoup de pays industrialisés en Europe. En France, par
exemple, le nombre de vaches laitieres est passé de 7 millions environ en 1984
(Gautier, 2003) a 3,6 millions environ en 2006 (Madelin, 2006). La productivité
individuelle moyenne a évolué quant a elle de 5823 Kg/an en 1987 a 8823 Kg/an en

2007 (Le Mézec, 2009). Au Royaume Uni, ie troupeau Iaitier, d’environ 2,6 millions

que la production individuelle est passée de 5380 1/an en 1995 a 6320 l/an en 2001
(Ball et Peters, 2004).
Le deuxieme parametre est le maintien d’un bon niveau de performance reproductive, crucial
pour une production efficace. En effet, un systéme de production bovin efficace, quel que soit
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iande), doit maximiser la productivité individuelle de I’animal par un
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son objectif (lait ou v
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d’aliment et par t
optimaux qui, a leur tour, résultent en une production optimale de lait et de veaux par unité de
temps. De plus, les animaux présentant un échec a la reproduction sont réformées, limitant
ainsi le choix d’animaux disponibles capables de se reproduire, et limitant par conséquent le
progres génétique des caracteres d’intérét pour les éleveurs. La maitrise de la fertilité femelle

(FF) des bovins est donc un €élément clé pour garantir la profitabilité et la durabilité de
h
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de plus d’un tiers de la dégradation de la FF chez la race Prim’Holstein (Le Mézec et al.,

2007). L’amélioration génétique de la FF se fait par sélection des reproducteurs sur Ia base
d’indices de valeur génétique ou index qui constituent des prédicteurs de leur niveau de
fertilité. Ces indices aident les sélectionneurs a prendre des décisions dans le cadre de plans
d’accouplements raisonnés et de schémas de sélection préétablis. Toutefois, les approches

utilisées pour 1’élaboration des index ignoren
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interviennent dans la variabilit
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améliorations, est un nouvel outil qui a facilité et facilitera énormément la cartographie

génétique de caracteres d’intérét zootechnique chez les bovins. Plusieurs régions génomiques
imr\"nnﬁno dAang la variation de ceq caractarag ant d81a &t8 idantifidae dang tant la gédname
]_Jll\:lu\.«\.«o Udalild 1a vdadliduivil uv LLo valdavivivo Vlil Uuvja viv 1uuvldiudiived udlild wwul v 6\.«11\}111\.«

Ces régions génomiques appelées aussi « Quantitative Trait Loci » ou QTL peuvent étre
utilicdeq en nremiere annroche nour une <dlection agqictée nar maraueurs (SAM) ani comhine
utilisees e€n premiere approche pour une selection assistee par marqueurs (SAM) qui combine

I’information moléculaire et les indices de valeurs génétiques classiquement utilisés.
Cependant, les intervalles de localisation de ces régions QTL sont larges (plusieurs
centimorgans voire quelques dizaines de centimorgans) et nécessitent une cartographie plus
fine afin d’identifier la (les) mutation(s) causale(s) ce qui permettrait une sélection beaucoup
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L’objectif de ce projet de these est de cartographier des QTL de FF, mesurée par le taux de
non retour en chaleur (TNR) des vaches apres leur insémination, chez les trois principales
races bovines laitieres Frangaises : la Prim’Holstein, la Normande et la Montbéliarde. Ce
projet de these fait partie d’un programme de cartographie fine de grande envergure dont

I'objectif est la détection de QTL relatifs a plusieurs caracteres d’intérét pour les



animaux candidats a la sélection. Le programme mis e1
préexistante des bovins laitiers, organisée en plusieurs familles de demi- freres de méme pere.
Ce programme associe I'INRA, le GIE LABOGENA et les professionnels de 1’élevage
représentés par I’UNCEIA (Union Nationale des coopératives Agricoles d’Elevage et
d’Insémination Animale). I a été mis en place suite aux résultats obtenus par un programme

de détection de QTL initial (ce programme sera appelé par la suite programme QTL
.F

initial)
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la race
Prim’Holstein, quatre de la race Normande et une Montbéliarde. A partir des résultats de ce
programme QTL initial, 14 régions génomiques ayant un effet sur des caracteres fonctionnels
et de production ont ét€ sélectionnées et incluses dans le programme SAM.

Dans ce projet de these, la cartographie des QTL de fertilité femelle s’est déroulée en trois
étapes :

- Une primo-localisation des QTL de FF dan:
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ultérieurement « étude d 10-localisation » et a été faite sur un dispositif animal
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n’ont pas €té analysées car elles n’ont été génotypées que pour un seul marqueur.

sera appelée ultérieurement «étude de cartographie » faite a 1’aide de quelques

B‘

marqueurs microsatellites génotypés sur un échantilion de 41 familles sélectionnées a

partir des 78 familles de I’étude de prim tion.

Les deux premicres étapes (€tude de primo-localisation et de cartographie) ont fait appel a des

méthodes d’analyse de liaison qui sont des méthodes robustes mais qui aboutissent a des
intervalles de localisation de QTL tres larges.

- Une cartographie fine utilisant un grand nombre de SNP et faisant appel a une
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tographie plus précise (I’approch LULA LinkKage

Disequilibrium Linka

uQ

e Analysis), faite d’abord sur le chromosome BTAO3 puis sur
tout le génome, a I’aide d’une puce contenant 54000 SNP. Des genes candidats sur le
BTAO3 ont été sélectionnés et séquencés sur huit individus issus de peres supposés
étre hétérozygotes au QTL et appartenant a deux catégories opposées de phénotypes

extrémes (quatre individus de chaque catégorie). Le but est de maximiser les chances
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54000 SNP a rendu peu rentable I’étape de validation des polymorphismes trouvés
dans les genes candidats du BTAO3 puisque la disponibilité de la nouvelle puce
[Mlumina permet une étude des SNP présents dans les régions les plus pertinentes a
travers tout le génome bovin.

Une introduction sera consacrée a décrire la baisse de fertilit€ des vaches laitieres : aspects,

laitiere. Le terme « subfertilité » sera utilisé pour désigner la baisse de fertilité chez une vache
laitiere puisque le terme « infertilité » veut dire une incapacité permanente et irréversibie a se
reproduire ce qui ne semble pas étre le cas chez la plupart des vaches laitieres. La deuxieme
partie sera consacrée a I’amélioration de la fertilité femelle par voie génétique: les limites des
méthodes d’indexation actuelle et la nécessité d’approches plus fines seront discutées. Enfin,
une troisieme partie sera consacrée a la description des méthodologies

C UOISICILIC Peit

cartographie de QTL.
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1. Notion de fertilité chez la vache laitiere
La fertilit¢ femelle des bovins est un caractere complexe qui se réfere a tout facteur
directement lié a la génisse ou la vache, et pouvant impacter sa probabilité de devenir gestante

Elle mesure la capacité de la génisse ou de la vache a étre fécondée. Théoriquement, chaque

stade du cycle de reproduction de la femelle est susceptible d’impacter la fertilité de 1’animal.

Néanmoins, certains stades semblent étre plus importants et plus critiques que d’autres pour

une bonne fertilité (voir II-3-b de cette partie A).
2 Nala Ao mammadratian alhasr o vanha 1at4i8wn ot s ldthadag Ao sangrreen
p-n L YUIT UT ITPIVUULUVIL LLIITZ 1da VAuLIU 14IUTIT TL HITUHIUUCS Uuc 1icsul ©
de la fertilité femeiie dans un troupeau laitier

D’un point de vue zootechnique, le cycle de reproduction d’une vache s’étale sur la période

augmentation de la période entre deux vélages

(@]

onsécutifs s’accompagne d’une augmentation

de la période d’improductivité des vaches et par conséquent d’une réduction des revenus

premiere phase de ce cycle. C’est la durée de temps minimale que I’éleveur décide d’établir
entre ie vélage et la premicre mise a la reproduction de ila vache. Elle est généraiement
comprise entre 45 et 60 jours. La PAV représente un risque significatif pour le futur état de

santé et de productivité de la vache laitiere. En effet, c’est au cours de cette période que les

plus élevés chez la vache laitiere.

b) Intervalle [premieére IA - Conception]
Cet intervalle, aussi appelé période de mise a la reproduction (PMR), reflete la rapidité d’une

vache a devenir gestante apres la premiere insémination.
La somme des deux intervalles [fin de PAV — premiere IA] et [premicre IA - Conception]

constitue la période ouverte ou le nombre de jours ouverts.
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jours (Nielen et al., 1989; Ryan et Boland, 1991). Environ, deux mois avant le vélage, la

vache entre en période de tarissement pendant laquelle la glande mammaire est mise au repos

no1r nrdnarar la neachaine lantation T a ndrinde do cagtatian qe termine nar la vilaga
l.lUul ]_Jl\.«Pal\.«L PRl PlU\./llalll\.« iavialivil. L.a ]_J\.«LIUUL« ue EUDLCII.IUII oL LUl Pal v V\.«las\.«
Intervalle [Vélage — Vélage]
Période de lactation >id
Période de
tarissement
<——— Période ouverte ——>
<&——— Période de gestation
< PAV—> |&— PMR—>
| ~ rd
< ! >
Vélage Conception Tarissement Vélage
£~ Lt I
Figure A-1 : Schéma simplifié du cycle de reproduction d’une vache laitiére. Le cycle est
délimité par deux vélages successifs et peut étre divisé en une période ouverte (période
pendant laquelle la vache n’est pas encore gravide) et une période de gestation.
Le suivi des performances de reproduction de son troupeau laitier est assuré par des indices de

1
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d’intervalle les plus importants sont :
- L’intervalle [vélage — vélage] : c’est le nombre de jours entre deux vélages successifs.
Un IVV de 12 — 13 mois est idéal pour la plupart des troupeaux laitiers. Ce parametre

est cependant tres global et reflete seulement le succes reproductif puisqu’il ne tient

7}
(@)
Q
>
-

o
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3

- L’intervalle [v€lage — 1%® IA] : ¢’est le nombre de jours entre le dernier vélage et la
premiere IA. Il regroupe la PAV et I’intervalle [fin de PAV — premicre 1A].
- L’intervalle [vélage — conception] appelé aussi nombre de jours ouverts ou période

ouverte: c’est le nombre de jours entre le dernier vélage et la conception. Pour une

r

vache, ils représentent I'intervalle [v€lage - conception] et regroupent donc la PAV,

A] et I’intervalle [premiecre IA - Conception]. Le
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cas idéal (pour avoir un IVV ne dépassant pas les 13 mois), est d’avoir un nombre de
Jjours ouverts compris entre 85 et 115 jours.
La deuxieme catégorie d’indices comprend les indices de taux de réussite a I’IA dont les plus
utilisés sont :
- Le taux de conception a un rang d’IA donné : c’est une mesure de 1’efficacité de la

conception. Il représente le rapport entre le nombre de vaches qui ont été

de conception a la premiere IA, par exemple, représente le rapport entre le nombre de
vaches qui ont congu et ie nombre total de premieres IA.

- Le nombre de services par conception : c’est une mesure de la fertilité des vaches
inséminées avec succes et donc devenues gestantes. Ce parametre est calculé en

divisant le nombre total d’inséminations réalisées dans le troupeau par ie nombre de

/

été défini par le

=
=
Z
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- Le taux de non retour en chaleur o : cet indice de fertilité

comité international d’enregistrement des performances animales comme étant le
pourcentage de femelles inséminées p
(un mois par exemple) et qui n’ont p

certain nombre de jours (par exemple 21, 28, 56,
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le TNR 2 21 ou a 28 jours tend 2
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TNR calculés a 56 ou a 90 jours apres IA sont plus fiables puisqu’ils permettent de
mieux estimer le pourcentage de vaches gestantes.
- Le taux de gestation des filles ou « Daughter Pregnancy Rate » (DPR). Ce taux mesure

le pourcentage de vaches gestantes tous les 21 jours. Il est fonction des jours ouverts et

AXT 2621 et ~nlaiilZ cala 1o £ T MDD N1/ 75 o o DAY & 11)
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de I
Ces indices de fertilité mesurent des composantes différentes de la fertilité ; ainsi certains
mesurent 1’aptitude de la vache a revenir en chaleur tels que I’intervalle [vélage — 17 1A]
tandis que d’autres traduisent 1’aptitude de la vache a €tre gestante tels que le taux de non
retour 2 56 jours aprés 1°° IA. D’autres critéres sont plus globaux et combinent les deux

composantes a la fois tels que I'IVV ou les jours ouverts.



s ] ‘I'_.‘_.A“A.,\_.AA L PSRN, [ PR VIL) LI Ly | [P [ RIS
e 11 lpUl Ldiice cCouilo
bovins laitiers

L’impact économique de performances de reproduction non optimales entraine des pertes

liées a :
supplémentaires, les interventions curatives et les préventions mises en

= Un allongement de I’TVV entrainant :
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» une diminution de la productivité en veau par vache et par an.
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I

varie en fonction de I'intensité de 1’allongement de I'IVV.

Un déplacement de la période de vélage chez les vaches laiticre

v

€
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1. Description du cycle ovarien chez la vache laitiere et des
canismes nhvsnologlques sous-jacents

=
I

-t

quelques mécanismes hormonaux clés sous-jacents seront abordé€s ; toutefois, détailler ces

mécanismes n’est pas 1’objet de ce manuscrit.

Le cycle ovarien chez la vache laitiere dure en moyenne 21
considérée comme le début du cycle. Un cycle ovarien est formé de deux a trois vagues de
croissance et d’atrésie folliculaire (Fortune et al., 2001). Une vague de croissance folliculaire
est caractérisée par le développement simultané, sous I’action d’une hormone hypophysaire,

la FSH (follicle-stimulating hormone ou hormone folliculostimulante), d’un groupe de

Fagiy b I —— P, Tacisala s sl L1151 1, £- 11 -1 1 . _ 4 < e i o o
I0OHICUICS PIimaires pdrimni 1esquceis uil seul 1011Culc, 1€ 1011CulC AOIIdit, va Conmunucr sd
croissance pendant que les autres régressent (Figure A-2). Les vagues folliculaires émergent

aux jours 2 et 11 du cycle pour les animaux présentant deux vagues et aux jours 2, 9 et 16
pour ceux présentant trois vagues (Evans, 2003). Les vaches laiticres n’ont généralement que

deux vagues folliculaires par cycle (Taylor et Rajamahendran, 1991; Townson et al., 2002) ;



alors que les génisses et les vach
(Savio et al., 1988; Ginther et al., 1989). Townson et al. (2002) ont trouvé un taux de
gestation plus élevé (P<0,058) chez les vaches ayant trois vagues par rapport a celles n’ayant
que deux vagues de croissance folliculaire (Townson et al., 2002). Inskeep et Dailey (2005)
expliquent cette observation par le fait que les follicules qui se développent dans un cycle a

deux vagues sont plus « vieux » que ceux se développant dans un cycle a trois vagues. Le

nracacane de vieilliccemant dang coe contaxte agt n1n tarme nhvcinlaociane ant inelnt 1a ranrige
PLUCCSSUS UC VICIHISOUIIICIIL Udlld CU CULICALC U5 ull WILHC PliySiuivugigqul ul HICIUL 1d ICP1IST
de la méiose et probablement 1’apoptose en attendant 1’ovulation (Inskeep et Dailey, 2005)

Le follicule dominant continue a se développer et a produire, sous 1’influence de 1la FSH, des
quantités croissantes d’cestrogenes qui vont induire un pic de LH (luteinizing hormone ou

hormone lutéinisante) nécessaire a 1’ovulation (Ball et Peters, 2004). Les oestrogenes sont
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cas de fécondation (Webb et al., 2002).
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matique de trois vagues de croissance folliculaire et des

d’ estradiol et de FSH dans un cvcle ovarien f\;rnnup de 21
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Figure A-2 : Représentatio
c

entratio

;3 S
n h

variations des con

Jjours. Le premier jour du cycle est celui ou ’ovulation a lieu. Chaque vague de croissance
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groupe de follicules primaires. Le nombre de follicules en croissance diminue
progressivement jusqu’a ce qu’il ne reste qu’un seul follicule dominant qui, en [’absence du
pic préovulatoire de LH, subit une atrésie a son tour. Seul le follicule dominant de la derniére
vague folliculaire ovule (figure prise du site de Intervet : http://www.partners-in-

reproduction.com/reproduction-cattle/follicular-development.asp).
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L’cestrus constitue la seule manifestation comporternentale nette du cycle ovarien. Dans la

montrent que la durée de 1’cestrus d’une vache laiticre est influencée par son niveau de
production laitiere. Ils constatent que, pour les vaches laitieres hautes productrices, la durée

d’cestrus est plus courte (P<0,001) que pour les vaches ayant une production laitiere plus
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apporte que I’IA a plus de chances de réussir si elle est réalisée entre la deuxieme moitié de

Ia période d’cestrus et six heures apres la fin de 1’cestrus.
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Figure A-3 : Relation entre le niveau de production laitiere quotidien et la durée d’oestrus
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moyenne calculée a partir des 10 premiers jours précédant [’cestrus (d’apres Lopez et al.,

MNNN AN

2004).



3. Principales composantes de la sub
reproduction de ia vache iaitiere

Outre les problemes de gestion contribuant a I’augmentation de I’'IVV et par conséquent a la

1

baisse de fertilit¢ au niveau du troupeau laitier, plusieurs problemes majeurs liés a la
reproduction de la vache laitiere post partum peuvent étre responsables d’une subfertilité (ou

deuxieme type concerne la période de gestation.

a) Anomalies de la reprise de la cyclicité
La période qui suit la parturition est une période critique pour la suite de la vie reproductive

de la vache. En effet, au cours des quatre premieres semaines post partum, le systeme
1mminitaire de la varhe act trac enllicitd T a nhhnart dee varhee AAvalannent 11ne 1adgdra
liiiijuiiilaliv Uuv 1a Yyauviliiv VoL uuvo Jdvldllivilv. L/Q t}lut}mb uvo vawviivo quVlUtJtJ\/llL uliv 1\/6\/1\/
endométrite non pathologique (Lewis, 1997) et la capacité de I’utérus a prévenir et/ou a gérer

AN

les infections serait COl’l’lpI'Ol’l’llSG par cette endométrite (TH atcher et al., 20U00). Pendant cette

(ancestrus) et/ou absence d’ovulation (anovulation). Les vaches qui ne sont pas observées en

cestrus sont souvent considérées comme ayant une anomalie de leur activité ovarienne méme

ucy, 2007). Plusieurs études montrent que les vaches ayant

1. 5 LU

D’autre part, la rapidité de la reprise de la cyclicité est corrélée a la fertilité des vaches
laitieres. En effet, une association positive entre la précocité de rétablissement de 1’ovulation
et le taux de conception a été démontrée par plusieurs études (Butler ef al. 2001; Darwash et
al., 2001). Il semblerait que la minimisation de I’intervalle [vélage -1% ovulation] donne plus

de temps a la vache pour accomplir plusieurs cycles ovariens avant 1'IA ; ce qui, a son tour,

améliore le taux de conception (Butler ef al., 1989)
b) Pertes de produits de gestation chez les bovins laitiers
Le comité pour la standardisation de la nomenclature de la reproduction chez les bovins (1972)

a proposé¢ de segmenter la période de gestation en deux stades différents: un stade
embryonnaire qui s’étend depuis la conception jusqu’au 428me jour de gestation et un stade
foetal allant du 42°™ jour jusqu’a la mise bas. Les risques d’échec de gestation ne sont pas

forcément les mémes entre ces deux stades : ils peuvent également varier a 1’intérieur d’un
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pertes de produits de gestation, on distingue :

(1) Les pertes de produits de gestation au cours de la fécondation

A ce stade de ia gestation, ia plupart des études réaiisées chez ies bovins laitiers rapportent
des taux de fécondation élevés : estimé 2 95% par Ayalon en 1978 (Ayalon, 1978) et variant

I'ordre de 76,2% (variant entre 55,3 et 87,8%) ont également été rapportés. Les mémes

chez les génisses.

Sartori et al. (2002) aboutissent aux mémes conclusions quant a une indépendance du taux de

FArnAndatinn A nivoaar Ao neadiniatinn laitidea (Qartnes o+ A1 MND\Y an ahgonra Aa gtragg
Iccondation au mivcau dc proauction iaitiCre (Sartori ef ac., 2UuZ) Cn aoscncc ac sircss
thermique

(2) Les pertes de produits de gestation au cours de la periode

embrvyonnaire nrécoce (0-24 iours anres IF)

moryonnaire precoce (U-24 jours apres 1)

En France, Humblot (2001) a estimé, a partir de 44 troupeaux, un taux de mortalité
amhrunnnaira nridsrncra da PPAardva Aa 2704, Catta valaner na tiant nag ~rnmnta A nivaan AdAa
UlllUlyUllllaJJL/ Pl\/bUbLf UL 1 UlulL UL U4 /0. ULl valvul 11v uuuvliu PClD LUlLLIpPLlC uu l1iivoeau uco

production laitiere de la vache et de son stade physiologi
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vraisemblablement déterminants dans la viabilit€¢ du produit de fécondation ; ainsi, des

movennes de viahilité de 50
gyennes ge viapiuite ge dU

, 579 et de 71,9% a 5-6 j
respectivement, chez les vaches laitieres en lactation, celles qui ne sont pas en lactation et les
génisses (Santos et al., 2004). De méme, Sreenan et Diskin (1986) soulignent, a partir d’une
synthese de quatre études, qu’entre 17 et 28% des embryons ont une qualité médiocre des le

septieme jour apres insémination chez les vaches ayant une production laitiere élevée ou
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La mortalité embryonnaire au cours de cette période est élevée mais moins marquée que celle

N

de la période embryonnaire précoce. Le taux de mortalité embryonnaire a ce stade a été
a été obtenu chez des vaches laitieres hautes productrices soumises a un stress thermique
(Santos et ai., 2004). Humblot (2001) rapporte un taux de mortalité embryonnaire tardif de
14,7%.

Sur le plan pratique, il est tres difficile de situer le moment exact de la perte embryonnaire ;
par conséquent, les causes de mortalité embryonnaire qui seront évoquées par la suite se
rapportent a I’ensemble du stade embryonnaire (précoce et tardi

multiples et dépendent a la fois de la capacité de I’embryon a se développer et de 1’adéquation
du milieu uté

La capacité de ’embryon a se développer dépend principalement du bon déroulement du

processus de la formation de follicules et de la fonction lutéale du corps jaune. Les embryons

xemple) ou ceux issus d’oocytes ayant ovulé tot apres le vélage (caractérisés par une

3
=
a

aible production de progestérone) sont associ€s a un taux de mortalité embryonnaire précoce
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et/ou celles métaboliques sont fréquentes chez la vache laiticre post parium. Par
exemple, I'effet d’un exces d’cestradiol sur la mortalit€ embryonnaire durant la

reconnaissance maternelle de la gestation a été démontré par plusieurs études
(MacMillan et al., 1986; Thatcher et al., 1989; Pritchard et al., 1994). De méme, la
progestérone est essentielle au développement normal de I’embryon. Green et al.

(2005) ont démontré que la capacité de développement de I’embryon est

premiers jours suivant I’insémination.

v’ Une voie immunitaire du fait de ’activation du systéme immunitaire suite aux
pathologies tres fréquentes apres le vélage. Gilbert ef al. (2005) ont trouvé que,
dans un effectif de 141 vaches Holstein issues de cing troupeaux laitiers différents,

1 1

53% des animaux présentent des symptomes d’endoméirite (inflammation utérine)
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réussite a la premiere IA plus faible et nécessitent plus d’TA pour concevoir. Un
lien a été aussi €tabli entre les mammites et la mortalité embryonnaire précoce
(Chebel et al., 2004). Les mécanismes par lesquels 1’activation du systeme
immunitaire et les réponses inflammatoires engendrent la mort embryonnaire ne

sont pas encore clairs. Hansen er al. (2004) postulent que les cytokines ou les

7

travers I’hyperthermie (la température élevée bloquant le bon fonctionnement de
I’oocyte et le développement embryonnaire), des effets toxiques sur le corps jaune
et une interférence avec la maturation des oocytes et le développement
embryonnaire. Les effets de I’activation du systeme immunitaire peuvent s’ exercer

au niveau de I’axe hypothalamo-hypophysaire, de I’ovaire, de 1’utérus ou de

“4) Les pertes feetales

Les pertes foetales sont généralement beaucoup plus faibles que celles ayant lieu pendant la
période embryonnaire précoce et tardive. Des études faites sur les vaches laitieres et

allaitantes montrent que les pertes feetales sont variables, mais généralement faibles lorsque le

10,7% chez les vach qu’elles sont de l'ordre de 4,2% chez les génisses
st

Environ la moitié des pertes feetales est d’origine inconnue, 1’autre moitié étant due a des

12 _* 1 . 40N 1 4 0 £ ut N 4 1 NN AN
1651018 du 10CWUS €1 a4 dES agenis mIeClucux (DAnlos el dl., LUU4).

La corrélation génétique négative entre caracteres de production et différents indices de

mesure de fertilité (voir II-2 page 22) ne reflete pas obligatoirement une relation de cause a
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pas nécessairement qu’un processus physiologique de production laitiere interagit directement
avec la reproduction. Une hypothese largement répandue est celle d’une influence de la
production laitiere sur le bilan énergétique de la vache laitiere lorsque I’ingestion alimentaire

ne peut pas satisfaire ses besoins d’entretien et de lactation. En effet, I’évolution spectaculaire

Q..
._\
('D
D.‘

de la capacité de production indiv es vaches laitieres au cours des dernieres décennies
d
L

des besoins d’entretien et de reproduction.

"U



Les besoins énergétiques de la vac
I’alimentation pendant la fin de la gestation et le début de lactation. La mobilisation du tissu
adipeux de la vache est insuffisante pour couvrir les besoins énergétiques de I’animal, ce qui
résulte en une période de bilan énergétique négatif (BEN). La sévérité et la durée du BEN

sont influencées par le potentiel génétique de production de 1’animal (Veerkamp et al., 1994;

Buckley et al., 2000 ; Pryce et al., 2001 ;Veerkamp et al., 2003 ; Wathes et al., 2007)
T o REN che7 la vache laitidre agt agtima nar gon atat carnoral TTne dchalla allant de 1 &4 § agt
LA DIIN VHUZ 1d VAULIU 1Aiuliv USL UOULLIV pdl SULL Lldl LULPULUL. UIIL CULILLIL dlldiit UL 1 a J oL

utilisée pour I’appréciation de 1’état corporel de la vache laiticre. Le BEN agit sur la fertilité

Bl

emelle des bovins laitiers en influencant:

g}

(1) La cyclicité de la vache laitiere :

Plusieurs études soulignent, en effet, que le BEN est associé a une plus grande incidence des

cycles anormaux pouvant augmenter ’intervalle au premier service en retardant 1’ovulation

T o canacitd da divalannameant da Pancuta agt intringdanannameant 118a & 1a nhage da croigeance at
L.a vapaviie uv U\/V\/lUtJtJ\zlllblll« UL 1 UUL YLL ULOL llltllllob\iublllbllt 1o a ia Pllabb UL vivildoddalive v
a I’état du follicule. Le BEN entrave le processus de croissance folliculaire a travers 1’axe

2004). L’une des voies les
préovulatoire de LH est un signal critique pour le passage de I’oocyte de la métaphase I a la
métaphase II (Hyttel et al., 1997; Rizos et al., 2002; Humblot et al., 2005). D’ autre part, le pic
préovulatoire de LH et la fréquence des pulses de LH sont importants pour la maturation du

cytoplasme de I’oocyte (Lindsey et al., 2002). Le BEN agit également sur la concentration de

progestérone dans le sang; celle-ci augmente progressivement durant les deux ou
premiers cycles aprés vélage. L’augmentation de la concentration de progestérone est

diminuée/modérée par le BEN au début de la lactation. La progestérone est impliquée dans le

processus de polyadénylation de I’ARNm maternel ; cette hormone est donc importante dans



- Une voie métabolique :
Le BEN influence la concentration sanguine de plusieurs métabolites qui assurent le lien entre
la nutrition et la reproduction. Le glucose fait partie de ces métabolites. Le BEN est a

I’origine de la diminution de la concentration sanguine en glucose. L hypoglycémie chez la

= Directement sur la qualité de I’oocyte : Dans les cellules du cumulus, le glucose est
métabolisé en pyruvate et en lactate, deux substrats pour Ia production d’ATP (Cetica
et al., 2002 ; Leroy et al., 2008).
D’autre part, le glucose est métabolisé dans I’oocyte pour la synthese de I’ADN et de

T

1 ANT /O NN ) 7 NANNON
I'ARN (dutton er al. ., ZUUS; LeroYy el al., ZUVo).

T o DENT O o 1T o T et o £ 1 o4 N e oo X T o PROY IS MUy
LC DIIN 1HUCIICC 1d ICPIOUUCLIOIl CEAICHICIIL d LLdVvVeLs UCS 1OINOIICS UILCS « HICLdaDOLIJueS »
Celles-ci subissent des changements drastiques de leur concentration sanguine suite au BEN.

Deux hormones métaboliques tres importantes sont : I’insuline et I'IGF-1. Leur concentration
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I’augmentation de la concentration sanguine en GH. L’augmentation de la concentration de

GH entraine un accroissement de la giuconéogenese dans le foie et de la lipolyse des tissus
adipeux (entrainant une accumulation des acides gras non estérifiés ou AGNE)

L’augmentation de la concentration des AGNE et de GH, entraine une sorte de résistance a
I’action de I'insuline qui empéche 1’utilisation du glucose par les tissus non mammaires et
oriente le glucose exclusivement vers la synthese de lait (Lucy, 2007). Des concentrations

élevées d’ AGNE prédisent une dégradation de la fertilité chez les vaches laitieres post partum

3) Effets sur le statut sanitaire de la vache laitiere : développement de

pathologies métaboliques

L bilisation intense des réserves lipidiques de ia vache laitiere, pour remédier aux besoins
d’entretien, se traduit par une libération des AGNE 2a partir du tissu adipeux. Les AGNE sont



source d’énergie ou seront partiellement oxydés en corps cétoniques ou en a
pour étre utilisé ailleurs dans le corps. La forme la plus fréquente des corps cétoniques est le
béta-hydroxybutirate (BHB) et sa concentration dans le sang est un indicateur du degré
d’oxydation des acides gras. L’augmentation de la concentration des corps cétoniques

entraine la cétose, une maladie métabolique tres fréquente chez la vache laitiere. En effet,

50% des vaches laitieres sont sujettes a une cétose subclinique au cours du premier mois de
lactatign (Wathac ot #1 200V7\ T ag (3 nanvant ancgi atra actdrifide an triacvlolvedralc
\ Yy aAuivd CF Ul.y ~«UU T / AAD L AL N1y tJVuVVllL AUDO1L VUL LOLWL1111vO il ulu\.z.ylsl_y\«\d\uo

(TAG) qui vont s’accumuler dans le foie pendant un certain temps avant d’étre exportés. Par
conséquent, il peut y avoir une accumulation des TAG dans le foie qui peut aboutir au

déclenchement d’une pathologie métabolique : I’infiltration lipidique. Ainsi de fortes

concentrations de TAG sont associées a des intervalles [Vélage—lére ovulation] plus longs et

nnnh11 1 7 1

une fertilité réduite (Butler et Smith, 1989; Rukkwamsuk ef al., 1999; Jorristma ef al., 2000).

lll. La baisse de fertilité femelle chez les bovins laitiers: un
nrnhlnmp commun a nluemure pays

.......................... rey<-
En France, les données d’IA sont centralisées dans le systeme d’information génétique
Hrancais (ST dennic 1005 Entre 1007 ot 2006 nlhic de 37 milliong de donndec A’TA ant

guxo \ULU/ \.IUI_JUIL) LIS I i L 70 VL LUV U, PLUO uv U7 111111V UV UUVlLLLIVvYO U i xy vllu

ainsi été récoltées dans toute la France chez les trois principales races bovines laitieres : la

- 1

Prim’Hoistein, la Normande et ia Montbéliarde (Tabieau A-1).

t—i

A-4 montre

a fiour 1’évolutio
gure A-4 montre 1'evolutio

agréés, sur une période de 12 années (1990-2001) pour les races Prim’Holstein, Normande et
Montbéliarde et pour deux index de fertilité différents : index de fertilité vache et index de
fertilité génisse. Les deux index de
soit le rang de I’TA). L’évolution en dents de scie d’une année a 1’autre est une caractéristique
commune aux deux types d’index de fertilité (vache et génisse) chez les deux races Normande
et Montbéliarde. Les index de fertilité vache chez la race Prim’Holstein ont, par contre,

tendance a baisser progressivement. La variation de la courbe relative a ’index de fertilité
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5 et les performances de reproduction n’ont pas été retenues au-dela du quatrieme vélage
( Le Mézec et al. 2007).
Race Toutes TA Premiere IA
Holstein 28 673 463 15 680 994
Normande 3975 649 2 425 537
Montbéliarde 4 388 382 2 664 030
Le tableau A-2 montre Ie pourcentage de femelies ayant €t€ inséminées pius de deux fois au
cours des années 1998 et 2005 pour les races Holstein, Normande et Montbéliarde. Si le
pourcentage de génisses inséminées plus de deux fois n’a pas beaucoup varié entre 1998 et

2005 pour les trois races, le pourcentage de vaches inséminées plus de deux fois présente une

en Normande et Montbéliarde.

pourcentages de femelles nécessitant plus de deux IA
pour ét re fecandees entn les armées 1998 et 2005 (Le Mézec et al. 2007).
0 Ao famallag & . -z =
70 QL 1CeEs d Année Montbéliarde Normande Hoistein
3 1A ou plus
1998 13% 13% 14%
Génisses
2005 13% 12% 15%
1998 18% 18% 23%
Vaches ____ ___ ___ _
2005 18% 19% 28%




Evolution de deux types d'Index génétiques: Index_fertilité_génisse et Index_fertilité_vache chez les méles en

13 race Normande
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Evolution de deux types d'Index génétiques: Index_fertilité_génisse et Index_fertilité_vache chez les méles en
race Monbéliarde
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Evolution de deux types d'Index génétiques: Index_fertilité_génisse et Index_fertilité_vache chez les méles en
race Prim'Holstein
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Figure A-4 : Evolution de deux index génétiques de fertilité femelle (fertilité vache et fertilité
génisse) chez les trois principales races bovines laitiéres Frangaises entre les années 1990 et
2001 (Barbat et al., 2007).



Le Mézec et al. (2007) ont trouvé que, chez la Holstein, I’intervalle [vélage -vélage] (IVV) est
passé a 408 jours en 2005, alors que 10 ans auparavant il était de 395 jours. De plus, cet
intervalle est plus long chez la Holstein que chez la Normande et la Montbéliarde, et ce,

malgré une durée de gestation plus courte pour la Prim’Holstein (282 jours chez la

Prim’Holstein contre 288 jours chez les races Normande et Monbéliarde).
(Caqg mémaeag antanrge ont enntliond ane la nart de déoradation A’ oricine ogdndtinne agt imnartanta
LUS LLIVILIUS dUutvuld ULt SUULIZLIC UL 1d pdit UL Ulziduduuil U Uligliv gUHntuyjue UoL ipuiiaiite

chez la Holstein et est de I’ordre de 35 a 40% chez les primipares. Ainsi, I’index génétique de

4 AN~

fertilité femelle des primipares Holstein nées entre 1993 et 2002 a chuté de 0,53 point d’index
alors que I'index génétique fertilité « vache » a chuté de 0,2 point d’index. L’évolution de
I’index génétique fertilité « génisse» a subi la méme dégradation chez la Holstein avec une

N

amplitude moins marquée (Le Mézec er al. 2007) alors qu’il est resté inchangé ou s’est
d
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nés par la dégradation de la fertilité femelle des bovins

1% par an et les troupeaux

(Royal et al., 2002).

1996 dans 1’état de New York (Butler et al., 1998). Lucy ( 2001) rapporte que dans les années

=
[¢]
[«
w

approximativement de 35% pour les IA a temps fixe. Le méme auteur indique aussi une

augmentation du nombre d’IA par conception de 1,62 en 1972 a 2,91 en 1996 et une
nomentation de Pintervalle [vBlaoce- concention] et de intervalle [vélaoce - 1€ TAT dang 143
augmentation de lntervalle jvelage- conception;) et de 'intervalie jvelage - 177 1A] dans 145

troupeaux laitiers entre les années 1970 et 1999.
Aux Pays-Bas, I'IVV a augmenté de 0,2 jour par an entre les années 1981 et 1990 (Royal et
al., 2002). D’autres pays tels que I’Irlande (Roche et al., 2000) et 1’ Australie (Macmillan et

al., 1996) ont observé une baisse du taux de conception apres la premiere IA.
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laitiere et la baisse de fertilité femelle chez les bovins laitiers

1. Evolution de la productivité des vaches laitieres suite a une
= trrdamon marre lag aanantdnac Ao nmneadizadiaom ot rxman andlnaioatian dag
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plupart sont liées a I’intensification des systeimes d

I’augmentation de la productivité individuelle des animaux.

de production, les éleveurs ont essayé de maximiser la productivité de leurs animaux :
- A court terme, en agissant sur les facteurs environnementaux (principalement sur
I’alimentation).

- A long terme, a travers une sélection génétique essentiellement orientée vers les caracteres

1987 a 8823 Kg/an en 2007 (Le Mézec, 2009). Aux Etats-Unis, la production moyenne

en 1060 3 116 Ko
en 190U, a 110 Kg

entre 1990 et 1996 (Hansen, 2000). Au Royaume-Uni, la production laitiere des vaches

2 1 ANN T7

laiticres a augmenté de 200 Kg/an entre 1999 et 2003 (Pryce et al., 2004).

oz

Plusieurs études menées dans différents pays ont montré 1’existence d’une corrélation
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Roche et al., 2000; Gong et al., 2002b; Gutierrez et al., 2006). Toutes ces études ont montré
que la fertilité est inversement liée au potentiel génétique des caracteres de production des
vaches laitieres.

D’autres études ont montré I’existence de corrélations génétiques défavorables entre les deux

>
N

g
J

\O

pour I'IVV, de 0,16 a 0,64 pour le
nombre de jours ouverts et de 0,22 4 0,44 pour I'intervalle [vélage-1"°IA] (Pryce et al., 2004).
Ce qui veut dire que I’augmentation de la production laitiere s’accompagne d’un allongement
de ces intervalles. De méme, des corrélations génétiques variant de -0,62 a 0,05, ont été

trouvées entre production laitiere et taux de conception au premier service (Pryce et al., 2004).
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production en particulier. En effet, elle concerne aussi bien les systemes d’élevage
exclusivement pastoraux (Harris ef al., 2001; Diskin et al., 2006) que les systemes d’élevage

intensifs (Nebel et McGilliard, 1993; Beam et Butler, 1999).
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fertilité femelle, les méthodes actuelles et leurs limites.
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i. t ue de i’'améiioration génetique de ia FF en France
1. La fertilité : un caractere introduit récemment dans les objectifs de
sélection

L’amélioration génétique de la fertilité femelle ne faisait pas partie des priorités des éleveurs

il y a 20 ans. Depuis 1993, les données d’IA réalisées dans les troupeaux soumis au controle
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hormonal, d’une semence fractionnée.... Cette information brute est enrichie par la suite avec

contrdle laitier, en particulier des données de mise bas pour

he |
fertilité post partum de leurs filles a débuté en juin 1998 ; cependant, les index de fertilité
publiés ont souvent éié des estimations moins précises que celles réalisées pour ies autres

N
caracteres.

2. Choix de I’indice de fertilité femelle adéquat

Comme il a été précédemment évoqué (paragraphe B-I1-2), 1a fertilité des vaches laitieres est

juRERAL 1 A e 1cl aclll dailtivt

ne tradiican ~

N 2
e traduisant pas 1 les mémes pic

plus, la plupart de ces indices ont des propriétés peu satisfaisantes pour le généticien du fait

de leur dépendance de facteurs non génétiques entrainant des biais difficiles a corriger lors de
1’Avraliiatinn nAtiniia T Pintarvalla r‘731nna_1ére TAT 1a Anvda Ao 1o nirinda A’ingldminatinn ot
1 vvaiual \.«Ll\:lbl\.«. 1. 111wl valio |_ v \.«Las\.« 1 ].nJ s 1A UULILUL UL 1A ]_J\.«l 1VUULC U 111ovliiiiiautivil o

le nombre de jours ouverts, par exemple, dépendent de la politique de 1’éleveur. Le choix du

caractere refiétant au mieux la composante génétique de la fertilité de la vache laitiere est

part, la fertilit¢ des vaches laiticres est déterminée par deux composantes principales : la
reprise de I’activité sexuelle apres le vélage et I’aptitude a conduire une gestation traduite par
le succes ou l’échec de chaque insémination. Cette deuxieme composante parait plus

importante mais plus limitante chez les vaches laitieres et moins influencée par la politique de

abouti ou non a une fécondation. Deux alternatives sont envisageables pour calculer cette

N

donnée : la premiere consiste a établir le statut de I'lA a une certaine période apres
I’insémination par un diagnostic de gestation ; dans ce cas, ce sont des valeurs de non retour

en chaleur (TNR) qui sont calculées. Les TNR les plus utilisés sont calculés a 56 ou 90 jours
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apres IA. Ainsi, la variable de nor
(respectivement 90) jours apres une TA et () dans le cas contraire pour le calcul du TNR56
(respectivement TNR90). La deuxieme alternative est celle d’une IA dont le succes est statué
des lors qu’un vélage est recensé suite a celle-ci. L’avantage de la premiere alternative par
rapport a la deuxieme, est que I’on garde toutes les IA (réussies ou non) et que 1’on obtient
une information plus précoce.

Les informa
provenant des vaches laiticres, c’est pour cette raison que ces caracteres sont souvent
considérés comme différents. La fertilité des génisses laitieres ne sembie pas s’étre aussi
dégradée au cours des dernieres années que celle des vaches laitieres (Boichard et al., 1998 ;

Andersen-Ranberg et al., 2005).

1. Poids de la fertilité dans les objectifs de sélection de quelques pays
Les index de mérite global (IMG), analogue a I’'ISU (Index de synthese UPRA) en

France, donnent les principaux objectifs de sélection d’une race dans un pays. La
caomnaraieaon de nanf vqe imnortante an tarme d’affactife de tanreany ot A’&chanca
LuUlllpal aidsull Uc 1icur Llalitd, Ul WOliie U CLiCluls UC taulvtaua Cu U Clilaligvo
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En Nouvelle Zélande, au Danemark et aux Etats-Unis, 1
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Depuis juin 2007, le modele utilisé dans I’index officiel est un modele animal pour lequel les
valeurs génétiques des males et des femelles sont estimées simultanément en prenant en
compte ’ensemble des liens de parenté. Ce modele remplace le modele « pere x grand-pere »

de 1998 qui ne permettait d’estimer que la valeur génétique des mailes et considérait les



énétique uni
La nouvelle indexation permet également d’estimer conjointement la « fertilité génisse » et la
« fertilité vache », ce qui devrait conduire a des index plus précis et plus stables, notamment
lors du passage d’une forte proportion des filles du stade génisse au stade vache.

D’autres caracteres fonctionnels considérés comme prédicteurs de fertilité tels que la

pour améliorer sa précision.

En pratique, 1’évaluation génétique de Ia fertilité est réalisée en plusieurs étapes. Dans un

premier temps, 1’analyse porte séparément sur les IA réalis€es sur génisses et vaches et permet

de calculer des performances corrigées pour I’ensemble des effets.

Ces performances corrigées sont ensuite analysées, d’une part pour fournir des index pour
U
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I’évaluation internationale réalisée par INTERBULL, d’autre p
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- % de consanguinité de la vache.

- % de consanguinité du veau a naitre.

Les deux derniers effets (% de consanguinité de la vache et du veau) ont été rajoutés au
modele de 2007 par rapport a celui de 1998. Les effets génétiques, d’environnement
permanent, de 1
signifie que I’on suppose que ces effets suivent une distribution a priori de moyenne et de
variance connues. Dans le cas de 1’effet génétique, cette distribution prend en compte les
relations de parenté entre les animaux. Les autres effets aléatoires sont considérés

aléatoires entre eux. Les autres effets du modele sont traités en effets fixés.
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bilit€ du caractere est estimée a 2% (
Ce modele permet d’établir des index élémentaires : « fertilité vache » et « fertilité
génisse ». Néanmoins, 1’échantillon des inséminations réalisées sur vaches représente par
définition un échantillon sélectionné puisque les génisses non gestantes au final sont
éliminées. Cela entraine un biais sur les index qui ne sont donc pas utilisés directement.

Afin de bien prendre en compte la sélection réalisée, les performances corrigées, calculée

~OO

al., 2007).

(D Le modgele bi-caracteres :

Ce modele permet de combiner 1’information sur vaches et sur génisses. Le modele prend en

compte la liaison génétique existant entre les deux caracteres a travers leur corréiation

génétique internationale sur la fertilité. Au niveau national, bien que le mode de combinaison

. | i B A g 1 .

de 'information soit aiirerent, I’index de fertilité vache calculé par ce modele est proulc de

I—1

celui diffusé jusqu’en octobre 2006 (Barbat ez al., 2007).

2) Le modele multi-caracteres :

Un modele animal combinant des index €iémentaires de fertilité (vache et génisse) et relatifs a
d’autres caracteres prédicteurs de la FF (comptage cellulaire, longévité fonctionnelle et
certains caracteres de morphologie) synthétise toute I’information connue pour le taureau
candidat a la séiection et ses apparentés. La production laitiere est inciuse dans ie modeie
de cette combinaison est appelé « index FERc » (acronyme pour fertilité combinée).

Cet index est utilisé actuellment en tant qu’index officiel des taureaux pour la fertilité de leurs
filles post-partum.

Les index sont exprimés en unités d’écart-type génétique par rapport a une base mobile de

wralatie N At gt A~ o At
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2001 pour la base 2009, sans restriction sur le CD) (Institut de I’élevage, 2009).

3. Indices de fertilité utilisés pour I’évaluation génétique de la FF dan
d’autres pays

»

dépendent pr1nc1palement des ObJeCtlfS de sélection de chaque pays et de la disponibilité de
Anntaiiao Fx AnininAac Nartaoing ave ~rhaigciceenn navan 17ianadavatinms Aac vranhao Aas
caiialin L alCl 1 11IUCAAuvlil Uyod> vdaoliod Uuc

Snisses, d’autres ne le font pas. D’autres pays choisissent d’inclure dans leur
indexation des caracteres fortement corrélés avec la fertilité tels que I’état corporel, certains
caracteres morphologiques, la production laiticre, etc...

Par exemple, le Danemark indexe cinq caracteres : deux caracteres pour les génisses et trois
pour les vaches. Dans son index de synthese fertilité, anemark donne plus d’importance a

1® 1A], 10% a I’intervalle [1°° — derniére IA] génisse et 36% a I'intervalle[1°® — derniere IA]

1

vache. L’ Allemagne calcule un index synthétique semblable au Danemark prenant en compte

I’intervalle [1°® — dernidre 1A] (11%) et le TNR56 en

quatre caracteres en vache dans un modele multi-caracteres dans lequel 1’état corporel et la

N

la réussite ou I’échec d’une vache a étre présentée a l’accouplement dans les 21 premiers jours

de la période de reproduction du troupeau) et le CR42 (qui reflete la réussite ou I’échec de la
‘Yﬂf\]ﬁﬂ >) 1"\1"{\/‘]11;1‘13 1IN YTTanil I‘]f)l‘\(‘ 1DO /If) I‘\I‘ﬂm;ﬂl‘ﬂ 1MN11ITrQ AD 1") ﬂAf;AAD AD ‘73]0{\'& All "1"{\111‘\&011\ TT‘I"\
vauviliiv a PlUUull\.« ull veau udlild 1vd T4 ]_Jl\.zllll\.«lo JUULD uv 1a P\.«IIU\J\.« uv V\.«lcls\.« uu LLULL]_J\.«CLU} vl
modele multi-caracteres analyse a la fois le PM21 et le CR42 a partir des trois premieres

lactations ainsi que la production laitiere et la note de 1’état corporel.

Les Pays-Bas indexent trois caracteres de fertilité : ’intervalle [Vélage—lére IA], 'intervalle
[Vélage-Vélage] et le TNRS56. Ils utilisent un modele multi-caracteres intégrant la production
laitiere, la quantité de matiere grasse (MG), la maticre protéique (MP) et 1’état corporel en
tant que prédicteurs de

85%, celui du TNR de 15%.

) R LN PRSIy PN ~ 15 VL) LYiye
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Les premieres études en vue d’une indexation internationale de la FF ont débuté en juillet
2004 en race Holstein. La premiere indexation internationale de la FF, faite par le service

d’évaluation internationale des taureaux d’IA ou INTERBULL, a eu lieu en février 2007 en



race Holstein. Di
Israél, I'Ttalie, la Nouvelle-Zélande, les Pays-Bas, la Suisse et les Etats-Unis. La France a
participé€ pour la premiere fois en aolit 2007. Actuellement, cinq catégories de caracteres sont
évaluées :
- Catégorie 1 : I’aptitude de la génisse a concevoir. Par exemple, par mesure du taux de
conception.
té apres le vélage.
L’intervalle [vélage-17° IA] en est un exemple.
- Catégorie 3 : ’aptitude de la vache a concevoir exprimée en pourcentage de réussite
telle que le TNR.

N

- Catégorie 4 : I’aptitude de la vache a concevoir exprimée en intervalles telle que

11 r1érerA

I’intervalle [1° IA- conception] ou I’intervalie [1

Les évaluations génétiques sont réalisées par INTERBULL qui calcule également des
corrélations génétiques entre pays. Une corrélation génétique élevée entre deux pays s1gn1f1e

que les pays en question ont u
valeur génétique dans 1’un de ces deux pays sera utile pour I’autre. Certaines catégories sont
mieux harmonisées que d’autres ; ainsi, les caracteres en génisse et les intervalles mesurant la

ronrige
1 \JPL 100

o
Angleterre, Danemark, Finlande et Suede) (INTERBULL, 2008).

D~

/ll. Limites des méthodes d’indexation actuelles de la fertilité

femelle et neécessitée d’'une approche moléculaire pou
I'amélioration genetique des bovins laitiers

1. La fertilité : caractéere a faible héritabilité mais a variation
génétique importante

a) Héritabilité des indices classiques de fertilité
La fertilit¢ des bovins laitiers mesurée par les indices classiques ou traditionnels est un
caractere a faible héritabilité. En effet, les études d’estimation des parametres génétiques de

différents indices de mesure de fertilité ont rapporté une héritabilité inférieure a 6% pour la



importantes entre les valeurs d’héritabilité ont été trouvées entre les différentes études. Ceci
est principalement di a la variabilit¢é du nombre d’animaux inclus dans les études, a une
différence des modeles génétiques utilisés et surtout au fait que la valeur d’héritabilité ne

dépend pas que du caractere, mais aussi de la fréquence allélique des genes contrdlant le

artie de la variation résiduelle utilisée dans les modeles statistiques de prédiction des

9
—
o
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o
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caracteres de fertilité reste inexpliquée. En effet, les indices de fertilité, bien que corrigés pour
les effets de I’environnement, sont des indices qui refletent trop peu la capacité de la vache a
établir une activité ovarienne normale apres le vélage, a montrer des signes d’cestrus ou a

b}

concevoir et maintenir une geSIauon 10rsqu elle est inséminée au bon moment.

Tableau B-1 : Valeurs d’héritabilité rapportées pour différents indices de fertilité chez la
varhoe laitidvoe
Indice de Héritabilité | Nombre o es
fertilité (h?) d’animaux | ¢
3,3% 43029 Wall et al. (2003)
2,4% 62443 Kadarmideen er af. (2003)
Ivv 5,5% 32359 Dal Zotto et al. (2007)
4% 63160 Gonzalez-Recio ef al. (2005)
4% 40736 De Haas er al. (2007)
5% 63160 Gonzalez-Recio et al. (2005)
5,8% 30037 Weigel et al. (2000)
V-1 IA] 3,7% 43029 Wall et ql. (2003)
2,5% 62443 Kadarmideen et al. (2003)
8% 40736 De Haas et al. (2007)
3,01% 1815581 | Andersen-Ranberg er al. (2005)
7% 41170 Gonzdlez-Recio et al. (2006)
Nombre de AO/L 1/15/1916 C]r\nv\r\- tal MNNALN . g
jours ouverts o PG e D
3,7% > 16000000 | Van Raden er al. (2004)
Taux de 2% 250215 Boichard et Manfredi (1994)
conception 1% 40736 De Haas et al. (2007)
1% 40736 De Haas et al. (2007)
Nombre ) .
d"TA/conception 3,8% 63160 Gonze/llez-Rec%o et al. (2005)
5% 63160 Gonzalez-Recio et al. (2005)
TNRS6 0,99% 1815581 Andersen- Ranbero et al. (2005)
>0 1,8% 43029 | Wall er al. (2003)




Peu d’études se sont basées sur des parametres physiologiques li€s a la fertilité pour essayer
d’estimer d’une manicre plus précise et plus fiable la part de la composante génétique de la

ertilité. En effet, de tels parametres physiologiques refletent d’une maniere plus transparente
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¢ par plusieurs études pour mesurer la
fertilité est la concentration de progestérone dans le lait. En effet, la progestérone joue un role
tres important dans la reproduction des vaches laitieres (A-I-2-b). Des concentrations

anormales de progestérone sont associées a des anomalies de ’activité ovarienne (Lamming

négativement associé a la fertilité chez la vache laitiere. La plupart des études d’héritabilité

(h%) faites sur la concentration de progestérone ont trouvé des valeurs moyennes de h?.

Narwach ot
rsairvvaonii it
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valeurs de h” ont été estimées a partir d‘effectifs faibies et, par conséquent, sont peu pr

notamment de la nécessité de prélevements fréquents pour mesurer les concentrations de
progestérone. En effet, des prélevements individuels quotidiens ou méme bi-hebdomadaires
de progestérone a partir de filles de taureaux d’IA dans le cadre de schémas de testage sur

descendance ne sont pas réalisables a cause de la dispersion de la descendance dans plusieurs
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et al., (19
alternatives plus pratiques : ils ont postulé que la moyenne des profils de progestérone de
taureaux d’IA issues de mesures mensuelles de progestérone sur leurs filles peut étre utilisée
comme mesure de FF lors de la sélection de taureaux d’IA dans un schéma de sélection sur
descendance. Les concentrations de progestérone peuvent alors étre mesurées mensuellement

s des controles laitiers. Van

der Lende et al., (2004) ont propos€ d’utiliser la moyenne

[a—y
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une large variation comprise entre 25 et 78 jours (moyenne de 41,9 jours et écart type de 13,6
jours) entre les taureaux de testage pour ce caractere. L’étude était réalisée sur les filles de 20

taureaux d’IA (4470 échantillons de lait).

(2) Héritabilité de quelques pathologies liées a la fertilité chez la vache

laitiere

]

z

anormalement courts et le développement de corps jaune persistant. Peu d’études ont été

ont trouvé de faibles héritabilités. Citons 1’exemple de trois études :
= Abdel-Azim et al. (2005) qui ont trouvé une h? de 0,03 pour 1’anomalie de I’ovaire
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(8 489 observations). L.’anomalie de 1’ovair
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(272 576 lactations étudiées).

1

= Harder et al. (2006) ont trouvé une valeur maximale de h

A
U
de na hn]ngnﬂq de fertilité incluant les anomalies ovarien
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lactations de différents ordres.
En conclusion, les valeurs d’héritabilité obtenues par la plupart des études pour les
pathologies liées a la fertilité sont globalement faibles. Ceci est probablement dii d’une part a

8
de la présence de pathologie chez 1’animal) et d’autre part, au fait que certaines de ces études

incluent simultanément plusieurs pathologies et supposent donc qu’elles ont les mémes

. » N sy P »
¢) Lafertilité caractere a variation génétique élevée

Tonteg leg dtindec gl ont ectimad leg naramatree de FF meqnrde nar leg naramatreg traditionnelcg
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ont trouvé une faible héritabilité de ce caractere. Les faibles valeurs d’héritabilité sont
expliquées principalement par la grande influence des effets environnementaux (y compris les
décisions de 1’éleveur) sur les parametres de fertilité traditionnels. Toutefois, une héritabilité
faible ne signifie pas absence de variabilité génétique, mais simplement que la part de la

19

variation génétique additive est beaucoup plus faible que celle due a I’environnement.
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I’TA, ce qui offre une marge non négligeable pour I’amélioration génétique de la fertilité.

D’autres études concordent quant a 1’importance de la variabilité génétique de la fertilité.
Philipsson et al. (1981) ont conclu que l'ampleur de la variance génétique additive est
considérable pour plusieurs caracteres de fertilité, en dépit des valeurs d'héritabilité

généralement basses pour les résultats individuels d'insémination. Kadarmideen et al. (2001)

IIs ont analysé I’IVV, le nombre de services par conception et le nombre de jours au premier

A CA

enregistrements, des coefficients de variation aussi importants que ceux des caracteres de

production et variant de 0,13 pour I’IVV a 0,36 pour le nombre de jours au premier service.
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nature des caracteres utilisés pour la mesure de la fertilité. Plusieurs de ces facteurs ont été

déja abordés précédemment, mais seront list€s de nouveau pour avoir une idée claire des

a) Nature des données utilisées pour I’élaboration des index de
fertilité classiques

Les données collectées pour 1’élaboration d’indices de fertilité sont souvent inadéquates pour
I’analyse statistique. Des caracteres tels que le taux de conception ou le TNR sont enregistrés

comme étant des observations binaires (réussite ou échec) et 1’application de modeles

proche de 0,5 et les composantes de variance homogenes entre les différents groupes
(Boichard et Manfredi, 1994; Weigel et Rekaya, 2000). Les caracteres d’intervalle (tels que
I’'IVV, les DO ou le nombre de jours a la premiere IA) et les données de comptage tels que le
nombre d’IA/conception sont le plus souvent des données qui ont une distribution

arA 1 o1

asyméiriques, en plus d’€ire censurées (données manquanies). S’il est possible de corriger



1?

I’asymétrie des données en faisant des trans
corriger. La censure des données peut étre due au fait que certaines vaches ne deviennent
jamais gestantes, d’autres meurent ou sont réformées avant de devenir gestantes. La censure
de ces données entraine des biais importants dans 1’estimation des parametres génétiques et

des valeurs génétiques des taureaux d’IA.

b) Nature des caractéres mesurant ia fertilité femelle
(D) La FF est un caractére tardif et limité a un seul sexe
La FF est un caractere limité a un seul sexe (les femelles) et s’exprimant tardivement dans la
vie des bovins. Ainsi, pour avoir une bonne estimation des valeurs génétiques des taureaux

d’IA, il faut attendre plusieurs années (le temps de les tester sur un grand nombre de leurs

2) La faible héritabilité des caractéres mesurant la fertilité femelle

~

La faibie héritabilité est une caracterlsthue commune a tous les caracteres mesurant la FF des

=

mauvais prédicteurs de la valeur génétique réelle de 1’animal. L’obtention de valeurs

o

génétiques ayant un minimum de fiabilité, nécessite donc un grand nombre de descendants, ce

peu efficace pour toutes les raisons citées précédemment, d’autant plus qu’en incluant
d’autres caracteres dans ces index, il est toujours difficile d’obtenir le progres génétique
permettant de rentabiliser les investissements de mise en place des schémas de sélection en
cours. L’identification de régions génomiques ayant une influence sur la fertilité femelle a

1

aide de marqueurs moléculaires judicieusement choisis dans le génome bovin et

d’une sélection assistée par marqueurs (SAM) pourrait étre plus qu'une alternative pour une
estimation plus précise de la valeur génétique des candidats a la sélection et la réalisation de
progres génétiques suffisamment rentables pour ce caractere. De telles régions génomiques

sont appelées QTL (pour Quantitative Trait Loci). La grande variabilité d’origine génétique
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I’utilisation de la voie génétique pour I’amélioration de ce caractere.
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1. INOliOil ae caracteie quainitatit et ae JiL
1. Définition d’un caractere quantitatif

Un caractere quantitatif est un caractere qui présente une variation continue ; autrement dit,

pour un caractere quantitatif, les individus d’une population sont classés de facon continue

L. . N P . N
dang nine drie oradude Par contre un caractare aualitatif nrécente nnne variation digcréte © leg
aans une seric graauee. rar contre, un caractere quanfati preésente une variation giscrete | 1es

normale du fait du nombre important de facteurs qui les contrle et peut étre décrite par une
moyenne et une variance calculées a partir des données. Dans I’étude des caracteres

o

performances des descendants étaient un mélange des performances des parents. En 1918,

Fisher a mis en place la base théorique de la génétique quantitative en développant un modele

2

par la ségrégation d’un grand nombre de loci (ce nombre tend vers 1

infini) non liés et non

épistatiques (Fisher, 1918).
¢) Application du modéele infinitésimal : effet d’un seul locus

(1) Décomposition de la valeur génotypique au niveau d’un locus

Fisher a suggéré que la valeur génotypique, d’un parent peut étre décomposée en une fraction
transmissible a son descendant et une fraction non transmissible. La valeur transmissible a la
Ancrpndanra act aninalla s7alatie alanltiiia at act namancia Ao 1a cAmaman Anc affaso AIANRS
UCHLOLIUALICT CSL dpprlCT vdicul gCliCugue ©L OSL CULIIPUSCT UC 1d DSULHIIC UCd CLICWL IV YCID U]
et o, des deux alleles. La valeur non transmissible est appelée valeur de dominance.

Dans le cas d’un locus biallélique Q (Q1 et Q2 sont les deux alleles de ce locus), la valeur
génotypique G d’un individu est respectivement 2a, 1+k et O pour Q,Q», Q1Q, et Q;Q;.

G peut aussi étre modélisée de la maniere suivante :
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variable indépendante, (a;-a,) est le coe

-
|
E (N;=1) est la fréquence des individus hétérozygotes dans la population, alors que E(N;=2)

L

¢
est la fréquence des individus homozygotes Q;Q;dans la population en supposant que la
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Figure C-1: Valeurs génotypiques et fréquences alléliques des trois classes génotypiques
dérivant d’un locus bialléliqgue Q. N, est le nombre d’alléles du second alléle Q) (a).
Décomposition de Fisher : I’axe des abscisses représente N2. L’axe des ordonnées représente

e

la valeur génotypique G. Celle-ci est régressée sur N». La droite de régression a pour pente

2.

02-0) i les tro ints représentant les valeurs génétiques. Les différences entre
L i r le] 1 JJ
les ly7ale.l/£l’s 00,1/1/)1’\71’]1./7110(' ot f’ﬂl’ﬂ(‘ Oﬂ/nﬂffiﬂllﬂ(' cnnt Iﬂ(‘ \)ﬂlﬂlll"(‘ rZ4 nminnnr‘p S /l’)) //]’nnrb(‘
rs génotypiques et celles génétiques sont les valeurs de dominance o. (b) (d’apres
L'Aalannoes TOOA)
1 uweorncer, 177U/.

(2) Variance génétique

Repartons de I’équation (E2) : G=pg+ 204+ (02— o) No + 9

T o et g gee D Ny s P  NANT s SN S o N2 2 NT N 2 /SN
a variance génétique 6°g= V(ug+ 20+ (ax— 01) No + ) = (ap— 0y)” 6° (N2) + 67 (8))
o%c = 022pq + 62 (8)
N 1 \~/

P R s WU
VIl avoutut a O G=4pqu. .
d) Généralisation du modele a un locus : le modele polygénique -
Notion de QTL et d’héritabilité
(D) Généralisation du modele a un locus : le modele polygénique
En partant de I’équation G = pg + o;Nj+ o, No + 9 établie dans le cas d’un seul locus
]’\‘;O]]Al‘;n“ﬂ ]') ‘707“;01’\1"13 RAY\A"1I'II'ID R2,~ (‘,An‘l“‘;f aMi1i1Q ]') 'FI'\‘I“I’V\D .
Ul(rlll\/ll\.lukf, 1ia vairiaiive suu\.«u\iu\.« UV (G 9 Luldll dUUd 1a 1ullliv .

6’6=V (ua+ N+ o N; + ) (E3)
L’équation (E3) peut étre généralisée a k loci indépendants de contribution égale a la valeur
génotypique :
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Cette équc
les loci ne sont pas considérés dans cette équation.

La valeur phénotypique observée P d’un caractere quantitatif n’est pas seulement d’origine
génotypique, mais contient une part environnementale E, la valeur phénotypique d’un
caractere peut alors s’écrire P= G + E et sa variance est :

2 2 2
6p=06g+06E(E4)

CD\
=.
s
o
=
jores
=
(¢
a
wn
-
-
o
=
oL
a
w
E
o
5
=
a
wn
—
a
w
=]
—
o
w

D
phénotypique qui est d’origine génétique. L’hér

manieres :
- L’héritabilité au sens large : H® qui est la variance génétique totale sur la
variance phénotypique H’= 6’/ 6%
- L’héritabilité au sens strict h* qui est la variance génétique additive sur la
variance phénotypique. h” = 6"/ o%p
La deuxieme définition de I’héritabilité (celle au sens strict) est la plus couramment utilisée,

z

étant donné que la valeur génétique additive est la seule composante génétique a Etre
transmise a travers les générations et par conséquent elie présente plus d’intérét pour les

, .
<électionneurs

STACLULIVILILT UL S,

A partir de la définition méme de 1’héritabilité, on peut noter que plus 674 est importante, plus

voi 2 R S .z
le caractere est améliorable par voie gCHCquUC lelqulC A Inesure la source de variabiliié

3) Notion de QTL

a contribution

[a—y

Selon Ie modele infinitésimal de Fisher, la variance génétique o’ est due &

quantitatifs. Citons I’exemple de la mutation K232A dans le gene DGAT1 (Grisart et al.,
2002, Grisart et al., 2004) et la mutation Y581S dans le gecne ABCG2 (Cohen-Zinder et al.,

2005) : deux mutations influencant la composition du lait chez les bovins et la mutation

population. A co6té de ces genes majeurs, il existe des QTL a effet intermédiaire sur le
caractere dont la ségrégation des différents alleles ne se traduit pas nettement a cause d’une

relation non univoque entre génotype au locus et phénotype (Hayes et Goddard, 2001).
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continue des caracteéres quantitatifs, malgré tout assez peu réaliste d’un point de vue purement

biologique.

considéré que les effets additifs des QTL. La distribution des effets de QTL était semblable a

celle obtenue par Shrimpton et Robertson (1988) avec peu de QTL ayant un grand effet sur le

Aarantdra af 11 grand noamhra Ao OTT avant 1in affat failhila A1 mavan (Rigiiea 2D
caractCre ¢t un grana nomore ac Y1 L ayant un Ciict 1aioic ou moycn (r'igurc C-2).
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Figure C-2 : Distribution des fréquences des effets apparents de QTL détectés chez le porc et
les bovins laitiers dans une méta-analyse incluant les résultats issus d’expériences de
détection de QTL chez ces deux espéces. La distribution des effets de QTL détectés chez le

porc montre un nluc arnnrf nombre de OTL a pffpr moven aue de OTL a ornnfl pffpf Chez les
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bovms laitiers, un plus grand nombre de QTL a petit effet- moyen eﬁet est detecte (d’apres
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a) Interaction génotype X génotype (épistasie) :
Dans son sens le plus large, I’épistasie implique que l'effet d’un génotype donné sur le

phénotype dépend du fond génétique

z

du génotype du second locus et plus généralement I’effet phénotypique d’un locus

la variation des caracteres quantitatifs principalement a cause de difficultés li€es a la taille des

1 Z

populations trop faible pour une puissance de déiection suffisanie. En eifet, la déiection

caracteres quantitatifs n’est pas encore connu. Par conséquent, on ne peut pas supposer que

I’épistasie peut étre détectée dans tous les caracteres et dans toutes les populations (Carlborg

L’épistasie se rapporte aux effets d’interaction entre plusieurs loci pour déterminer un

caractere donné. Le cas contraire, action d’un seul locus sur plusieurs caracteres est aussi

N

tres connu chez les bovins laitiers est celui du gene DGAT1 qui affecte a la fois la quantité de
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és dans 1

«

développement du systéme nerveux central, des yeux et des ailes et dans le déterminisme du
sexe (Mackay, 2001). Il existe souvent une confusion entre la distinction des effets de
pléiotropie et ceux de liaison génétique. En effet, la corrélation génétique entre deux
caracteres donnés peut étre soit le résultat de ’effet d’un seul QTL sur les deux caracteres,
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deux caracteres en question. La distinction entre les effets de pléiotropie et de liaison n’est
possible que lorsque la (les) mutation(s) responsable(s) de la variation des deux caracteres est

(sont) identifiée(s).
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la corrélation génétique entre males et
qu’il y a un dimorphisme sexuel d’origine génétique pour le caractere. Une telle interaction

peut étre attribuée a des loci li€s au sexe ayant les mémes effets dans les deux sexes ou a des

n
e |
soient évalués dans des environnements différents. Cela est possible dans le cas de

populatlons ou le fond genethu est controlé telles que les lignées RIL (pour recombinant

e
2oulesli

le nombre de soies sensorielles (Gurganus et al., 1998) et la durée de vie (Leips et Mackay,

2000; Vieira et al. 2000). Chez les bovins, plusieurs études basées sur des approches de

génétique quantitative ont rapporté 1’existence d’une interaction génotype X milieu pour
plusieurs caracteres ; citons I’exemple de la quantité de matiere protéique (Calus et al., 2002).

ii. Cariographie de QTL
Les approches de cartographie de QTL appartiennent globalement a deux catégories

principales :

n’est pas I’approche qui a été utilisée dans cette these.

- L’approche de cartographie génétique en utilisant les marqueurs neutres.

1. I1.°annroche « oén
L’approche « ger

Le principe de I’approche « géne candidat » repose sur I’identification de genes connus pour
leur implication dans des fonctions bien déterminées (soit chez 1’espece étudi€e, soit chez
d’autres especes). En plus, cette approche tire profit des analyses statistiques d’association

a certaines parties du génome. Cette
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approche repose sur le
régions génomiques prédéfinies et suppose, par conséquent, une bonne connaissance du (des)
phénomene(s) physiologique(s) sous-jacent(s). Dans le cas contraire et c’est en général le cas,
ce type d’approches est inadéquat car la vraie fonction biologique n’est bien connue que pour

quelques genes.

2. L’approche de cartographie génétique en utilisant les marqueurs
neutres
Le deuxicme type d’approches de cartographie de QTL a recours a un balayage de tout le
génome (en Anglais : « genome scan ») a 1’aide de marqueurs neutres. Ce deuxieme type
d’approches de cartographie de QTL peut €tre divisé en trois sous-approches :
- Cartographie de QTL par analyse de liaison : cette approche nécessite une

densité de marqueurs moléculaires faible a moyenne et la connaissance de Ia

- Cartographie de QTL par étude d’association : cette approche nécessite une
forte densité en marqueurs. La connaissance de la généalogie des individus

deuxieme est hautement résolutive mais résulte en un nombre élevé de faux positifs di

principalement aux tests multiples réalisés. Les deux types d’approches font partie des €tapes

A1 ~clanace nogitionnel dont Pahiectif aet 1Pidantificatinn Ao gdneg inflhiencant 11n caractdra
uu \./IUllCls\.« l__lUDll.lUllll\.al UUlIL 1 VU jLLLLLLl ULOL 1 1uvildiudiivativil uv 5\.«11\.«0 uulupugaut ull vairaviuviv
donné a partir de la seule connaissance de sa localisation chromosomique (et permet donc de

s’affranchir d’une connaissance préalable de la biologie du caractere). La premicre étape du
clonage positionnel consiste a réaliser un balayage du génome par analyse de liaison
permettant de mettre en évidence de larges régions chromosomiques ayant une influence sur

ie caractere en question. Ensuite, 1’approche LDLA est utilisée pour réduire i'intervalie de

o

o

localisation du QTL. L’étape suivante consiste a étudier les genes candidats

positionnels dans les régions génomiques ayant une influence sur le caractere donné

identifiées par I’approche LDLA.

a) Cartographie de QTL par analyse de liaison
La cartographie de QTL par analyse de liaison nécessite la présence de pedigrees (familles) et

de marqueurs moléculaires polymorphes. Elle consiste a tester a chaque position x du génome
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rappo
établis selon 1’allele recu de leurs parents a la position x considérée. La probabilité de
transmission des alleles a la position x est calculée conditionnellement aux génotypes aux

marqueurs flanquants.

(D) Les marqueurs moléculaires

»

orphes, c’est a dire présenter plusieurs variants allélique:

permettant ainsi de suivre les évenements de recombinaisons au fil des
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permettent de tracer leur transmission des parents aux descendants sans ambiguité. En

hérité du pere et lequel est hérité de la mere. Par exemple, dans le cas ot les deux parents sont

hétérozygotes et leur descendant est homozygote ou dans le cas ou les parents sont

(¢) Tvnes de m
&/ Jpe uc

Les marqueurs moléculaires les plus utilisés actuellement dans la artographle de QTL sont

les microsatellites et les SNP.

(i) Les microsatellites
Les microsatellites sont des répétitions d’un nombre variable de di, tri, ou tétranucléotides

((CA), ou (CAT), ou (ACGG), par exemple). lls sont tres fréquents dans les génomes des

I’homme & 10 et 107 par locus et par génération (Lai et Sun, 2003). Au cours des 15

dernieres années, les microsatellites ont été les marqueurs moléculaires de choix puisqu’ils



100 Kb en moyenne), et co-dominants. Cependant, les microsatellites présentent

I’inconvénient que leur génotypage n’est pas facilement automatisable.

e bases du
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les plus fréquents dans le génome. Les SNP présentent 1’avantage que leur génotypage est

facilement automatisable par rapport aux microsatellites et muitiplexable sur des supports de

tune nuce 3 ADN . avec nlugienrs dizaineg de milliere de oénotvneg réalicdeg en narallale
type puce a ADIN, avec plusieurs gizames ae mulliers de genotypes realisees €n paralieie
2) Dispositifs animaux utilisés dans la cartographie des QTL par analyse
de liaison chez les animaux domestiques
(a) Les croisements expérimentaux
Co ogonre do crnicemente ndracgite 11n ontirt intarvalla antre lag gdndratinng of 11n nomhre de
v 5\/111\/ VUL VIUIDUVILILIIVIILD 1IVLULOJILL Ull vU UL L 1Vl vallv viliu v 1vo 5\/11\/1“'.1\/110 VL ull 11viliviv Juu

descendants moyen ou élevé.

e principe des croisements expérimentaux est le suivant: une génération F1 est créée en
croicant deux racee nures (on lionédeg) troge diveroentes nour le caractere d’intérét T oa
croisant deux races pures (ou lgnees) tres daivergentes pour I caractere a interet. La

génotypes sont alors créées 11- 12 — 22 {en se plagant dans le cas d’'un QTL biallélique]) soit
incluse dans un croisement de retour ou backcross avec I'une des races parentales (dans ce cas
il y a deux classes de génotypes créés : 11 et 12). En sélection animale, le choix entre la F2 et

accouplés a des femelles de 1 des races parentales. Une F2 nécessite, par contre, une
génération d’un plus g“and nombre de femelles F1.

Certains croisements expérimentaux ont aussi été générés chez les bovins tels que le dispositif
F2 de 'INRA du Pin au Haras (Domaine de Borculo, Orne) créé a partir de deux races
bovines laitieres: la Normande et la Holstein (Larroque et al., 2002). Toutefois, les
croisements expérimentaux sont tres longs a mettre en ceuvre (du fait de I'intervalle de

élevé). C’est pour cette raison que la plupart des programmes de recherche de QTL

(b) Les structures familiales préexistantes : exemple des bovins laitiers
Les bovins laitiers ont une structure familiale constituée de grandes familles de demi-freres

grace a la large diffusion de I'IA qui a permis I’instauration de différents modeles familiaux



ont été décrits pour la détection de QTL :
v' Le protocole «filles » ou «daughter design» (DD) qui consiste en des
familles de demi-sceurs. Les filles sont génotypées et évaluées sur la base de

leurs propres performances.

(¢}
o

(pere). Les fils sont génotypés et leur phénotype correspond a leur valeur
génétique évaluée sur la base des performances de leurs filles. Le phénotype
des fils peut étre exprimé sous forme de « daughter yield deviation » ou DYD :

c’est la moyenne des performances des filles du taureau corrigée pour les effets

environnementaux et la valeur génétique de leur mere. Le GDD est plus
puissant, dans la détection des QTL que le DD puisque les performances
r t] ~x ~1 r 1 r

=
(¢4
4
(¢
H
[¢]
“Q
[
o
o
g
e
o
[¢]
o
=
=
[
Qo
[
<
N
)
=)
%
[¢]
o
Q.
(¢
Q
=
wn
(@)
=3
2.
8
H
(o
[¢]
o
bal
ag
=
Q
o
S
a
2]
8-
o=
2]
z.
o
9
Q
!
[
=
oo
=3
@]
=

3

e de recombinaisons augmente et par conséquent plus I’effet apparent du marqueur sera
faible.

La moyenne des performances de la population P; est ppi= Y20 (1-0) - V2 00 = Y20 (1-20).

La moyenne des performances de la population P, est ppy = Y200 - Y20, (1-0) = -Y2a (1-26).

L’effet apparent du marqueur est donc 6 = pp; - ppp = o (1-26).

marqueur correspond a celui du QTL.
- Si le marqueur est indépendant du QTL (6=1/2), I’effet apparent du marqueur

est nul.
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Ieffet réel du QTL alors que celles en ligne continue présentent [’effet apparent du marqueur
lié. La différence entre les deux types de distributions est due aux recombinaisons entre le
marqueur et le QTL (Gautier, 2003).

(b) Principe de la cartographie par intervalles (« interval mapping »)

La cartographie par intervalles a été proposée par Lander et Botstein en 1989. Elle permet de
faire une distinction entre 1’effet du QTL et sa position relativement aux marqueurs.

dire d
sont transmis ensemble sur le méme chromosome) constitué de deux marqueurs successifs M
et N est considérée au lieu de celle d’un seul marqueur. La probabilité de présence de I’un des
deux alleles alternatifs du QTL est testée conditionnellement aux génotypes des deux
marqueurs flanquants les plus proches (en supposant 1’absence d’interférence entre ces deux

marqueurs). Cette probabilité tient compte d’une éventueiie recombinaison entre ie QTL et ies
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(Figure C-4).
L’effet apparent du QTL est donné par la différence entre les moyennes des performances des
groupes parentaux ( SPQJ).

La moyenne attend
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Figure C-4: Principes de détection de QTL en utilisant la méthode de cartographie par
intervalles. Les notations sont conformes a celles utilisées dans le texte (Gautier, 2003).



% Importance de [’informativité des marqueurs dans la cartographie par

L’informativité des marqueurs est un parametre tres important dans les méthodes de

cartographie par intervalles. En effet, dans ies principes de détection décrits précédemment, ia
détection du OTL se fait orice aux margueurs flanguant la nogition testée du QTL et nh
ML LAVAL MY XA YUY AL SRV Y A AR YWY AR VR AR pYPATAL WO VO A A VY *

1.

recombinants apportent la plus grande part de 1’in
d

d’un fragment d’ADN délimité par deux marqueurs et portant I’un des deux alleles au QTL

(en se mettant dans le cas d’un QTL biallélique) est tres élevée et tend vers 1, alors que celle
Ao Paontra agt trag faihla at tand varge N+ nar cantra ¢1 lag den marananre flananant la
UL 1 daulle ULdL uLvd 1alviv ol wiliiu vuld v, lJCLL LulLIuL, dS1 1vd uLu 1ucu\:[uu|.,uo llallLiualll. v

fragment d’ADN contenant I’un des deux alleles du QTL ne sont pas informatifs, les deux

probabilités de transmission des deux alleles alternatifs du QTL sont égales. L’informativité
au niveau de tOut le nedioree eact la odndralication de la meanre de cette nrohahilitéd de
tl\./\.llél\/\/ wvoL 1 suxxulcuxoutxuxx UL 1A 11ivoulv uuv vwuille leUuUlth\J A\ A %%

=

transmission au niveau de tous les intervalles formés par deux marqueurs consécutifs. Le

choix des marqueurs doit donc conduire a maximiser I’informativité du protocole.

@)

D

ise en place du modele d’analyse de liaison

N

La cartographie de QTL par analyse de liaison consiste a mettre en place un modele

permettant de tester deux hypotheses :

traduit par un effet nul du QTL a la position testée :Hp: « a=0 »
- Une hypothese alternative H;: « il y a un QTL a la position x testée » qui se
traduit par un effet non nul du QTL a la position testée :Hg: « a0 »

Généralement, les méthodes de cartographie de QTL par analyse de liaison supposent aussi :

homozygotes aux deux alleles du QTL (Y;;/Q ~ N(pi + o/2, csiz) et Yij/Q ~ N(w
- /2, 67).
- Les meres sont homozygotes au QTL (ne transmettent que l’allele q par

exemple).



marqueurs informatifs flanquants les plus proches.

5) Estimation des parametres du modele :

Le modele par régression linéaire a été proposé par Haley et Knott (1992) et appliqué aux
dispositifs du type DD ou GDD par Knott et al. (1996). 1l s’écrit, pour une famille i, de la
maniere suivante
. - .
a i oa 1 fﬁ}
I ¥ ¢ ® i - . ‘ ¥ N o e x
yﬁg i %ﬁzr T %{I By }{_TE% £y T _%-er{T +e g BiEC ng - 3@53’ -1
= Vo Ve
Ou:
- W est la valeur phénotypique moyenne du fils j du pere 1
e} r L8 ula § r
- phj est la probabilité de transmission de I'un des deux alleles du QTL
conditionnellement aux génotypes aux marqueurs flanquants (1-p%; est la
probabilité de transmission de l'autre allele du QTL conditionnellement aux
génotypes aux marqueurs flanquants)
XY aot T st As 12 00t An ciilaotitrztinm A nNTT Alhar Ta tadeen 3
- U i/ 4 OSL 1d 1HOUIUC UC 1 CLICL UC SUDSULULIVIL UU V11, ClICZ 1C pLIT 1
- Sxij est I’erreur résiduelle, relative au fils j du pere i, du modele.
w* et a*/2 sont estimés indépendamment pour chaque famille i.
T aqg valonire do 11, ot 4./) carragnaondent & callag A1 minimicent la camme deg carrdge deg
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La significativité de I’effet du QTL a I’intérieur d’une famille i est testée par la statistique de

test :



une loi normale de 1 et de J-2 degrés de liberté.

La statistique de test F calculée pour ’ensemble des I familles (sous 1’hypotheése d’une

loi normale de I et de J degrés de liberté.

Si la probabilité critique p. correspondant a la valeur de la statistique du test F est faible
I~N N1 ~a
\—V, V1l pai
est rejetée avec une probabilité (un risque) p. de se tromper. La question de la significativité

des résultats sera abordée plus loin.

(b) Estimation des parametres du modele par maximum de vraisemblance

e
Cette méthode a été proposée par Lander et Bostein (1989) pour tester la présence de QTL

111 st pPdlb Ldll 1

dans un intervalle délimité par deux marqueurs chez deux lignées consanguines divergentes

oN

AotaAtRaen ot t
Laracielc qudliiit

o

pour u
GDD. Cette méthode consiste a calculer sur I’ensemble du pedigree et en chaque position x,

les vraisemblances L(x) de I’observation des performances Yy des fils pour chaque famille de

pere j sous les deux hypotheses alternatives citées précédemment
- Ho (Lu(x)) : « a=0 (pere homozygote au QTL)»: cette hypothese a une

vraisemblance Ly(X).
- H; (Lix)): «a#0 (pere hétérozygote au QTL) »: cette hypothése a une
vraisemblance L(X).

2z

La vraisembiance de la familie d"un pere hétérozygote i est :

2 ey § 1 LN W?s_"*‘&ig}ﬂﬁ £ 4 mi&zf’“?g“g 3?“‘{&
§ s ]
L E 1 ., X 2 +{ (1-p,) % e 2
5 ) ; 2n
De la méme maniere on calcule la vraisemblan n pere homozygote L=~ et L1,

La vraisemblance pour 1’ensemble du dispositif est :

i)
"d



Lo fy)= | [ X130+ fofy X 12 + fufy x 11 + £2 x 18]

4 4p

L’estimation des parametres du modele se fait par maximisation de la vraisemblance qui peut

étre réalisée par des algorithmes EM (Acronyme pour Expectation Maximisation).

LRT suit un x2 d’un nombre de degrés de liberté égal a la différence entre le nombre de

parametres estimés sous H; et Hp. Le LRT est calculé en chaque point x du chromosome

6) Estimation des seuils de significativité
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tests multiples : celle des tests de permutation (Doerge et Churchill, 1996) et celle du controle
des taux de fausses découvertes ou « false discovery rate » (FDR) (Benjamini et Hochberg,

1995).

(a) Les tests de permutations (Doerge et Churchill, 1996)
Cette méthode consiste a associer aléatoirement les phénotypes aux génotypes de maniere a

les dissocier en faisant des milliers de permutations entre les génotypes et les phénotypes. Des

« genome scan » sont ensuite 1

AoTicde e Aac i1l
Calided dul Ucd 1111

rs (10000 par exemple) de permutations.
Les valeurs des tests statistiques obtenues avec les données réelles sont comparées avec la
distribution des plus grandes valeurs obtenues pour chaque permutation pour déterminer son
niveau de significativité. Un QTL est dit :

- Suggéré s’il est rencontré au moins une fois par « genome scan »



(b) Le taux de fausses découvertes ou « false discovery rate » (FDR)
Le FDR (Benjamini et Hochberg, 1995) est la proportion de rejets erronés de I’hypothese

nulle Hy par rapport au nombre total de rejets. Benjami et Hochberg (1995) ont montré que
lorsaue leg tegtg statistiaues sont indénendante. le FDR ect contrdlé 3 un genil a déterminé nar
lorsque les tests statistiques sont independants, 1€ FDK est control€ a un seuil q determin € par

I’équation suivante : mp/m <= q ol m est le nombre total d’hypotheses testées et my est le

nombre d’hypotheses nulles vraies.

@) Méthodes d’estimation de I’intervalle de confiance de localisation d’un

QTL
L’intervalle de confiance (IC) d’un QTL donne une idée de la fiabilité de sa position prédite.
T ec TC degs OTT neunvent tre ectimée nar deux tvnee de méthodes nrincinaleg celleg nar
LC5 1L GCS U1 POUVCIL CUC CSUINCS pal GCUX 1ypes GC MCUNOGCS Principails o COucs pal
« bootstrapping » et celles par « Lod drop off »

statistique de test). Les N positions sont ensuite classées par ordre croissant. L’'IC g, est
AAlimitd nar la (/1nn=v/’)\*T\T/1 NMAmMe af la ((v/NENT/TO0MNAme nncitinnh antra lacanallag co
uviiiiinile tl(,u i \\ LUV AS Ar} AN/ 1 \.I\.I/\.«lll\.« v 1a \\AI Ar/ PO VAN S UU}\.«III\.« ]_JUDILIUII viiuwv 1\.«0\1\1\.«11\.«0 ow

trouvent X% des solutions.

(b) Méthodes par « Lod drop off »
Elle s’appuie sur 1’utilisation de la propriété du LRT qui suit asymptotiquement un Chi-deux

AN A% U
() a’un nor

maximum de vraisemblance L(x0)), la variable aléatoire X=supy (L(x)-L(Xo)) suit un X a un
AagrAd Aa lilhawrtd (1o agitinn) Dratinniamant nane 1in nivoaan da gonil raprhoarnhd Aa A0 (o
Ubél\.« UL livuvlie a PUDILLUII} 11 Ll\.luLdllL/llL, PUU.I 11 111veau Uc dSulull 1vuliviviiv UL v /o \P

exemple 95%), il suffit de retrancher la valeur du percentile Z(100-8)% d’un >

a un degré de
liberté (dans notre cas, Z0s=3.84), pour déterminer les bornes de I'intervalle qui contiendra
toutes les positions pour lesquelles la valeur L(x) sera comprise entre L(xp) et L(Xo) -

L’usage courant du « Lod Score » qui équivaut au LRT a un facteur 4.6 (=2In10) pres,
33)

2 1 r\r\/-\

conduit a une modification d’échelle a I’origine de ia valeur 1 (arrondi de 3.84/4.6=0.



par analyse d’association
st une méthode robuste mais peu résolutive
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Une approche complémentaire a la cartographie de QTL par analyse de liaison est celle par
étude d’assecia{len Cette annrr\r\hn avnlaite I’acenciatinn narmanante avictant antra le OTT af
]-JIU\./LI\./ \JA]-JIUILU 1 asovwvialivii tl\.fllllull\yllt\/ wAlOoLAlll viiu v 1w Y]. A4 UL

un certain nombre de marqueurs du fait de la présence de petits fragments chromosomiques
non recombinants identiques dans toute ia popuiation et issus d’un ancétre commun. Si ces
les alleles de ce QTL seront
associés en permanence avec le méme haplotype formé par les marqueurs. L’association

L et ceux des marqueurs est connue sous le nom de

La disponibilité de panels de SNP constitués de plusieurs dizaines de milliers de SNP pour

plusieurs especes domestiques et la baisse des colits de génotypage associ€s a rendu possible

<> Notion de déséquilibre de liaison :
Le déséquilibre de iiaison (DL) ou déséquilibre gamétique est un terme utilisé pour désigner
I’association non aléatoire entre les alleles de deux ou plusieurs loci. Ces associations non
aléatoires peuvent étre dues a une proximité physique ou a différentes forces évolutives qui
ont affecié la population au cours du iemps. Parmi ces forces, on peut citer : la migration, la
Plusieurs formules abordant différents aspects de 1’association non aléatoire ont été proposées
pour mesurer le DL entre les alleles au niveau de deux loci. La plupart de ces formules
dépendent, pour une paire de loci bialléliques, de la valeur D calculée :

D =freq (A1_B1) * freq (A2_B2) - freq (A1_B2) * freq (A2_B1) (1) ou freq (A1_B1) est la
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de QTL : i’approche LDLA
le DL ont, tous les deux, des inconvénients lorsqu’ils sont analysés

nalyse de liaison est une méthode puissante pour détecter les QTL ; cependant,

anal vse QA1

d’approche est appelé LDLA (pour Linkage Disequilibrium and Linkage Analysis).
Rridvament la cartaoranhie nar T DT A ~angigte en froig &tanag
DIICVUILTIIL, 1a Lanlugidapuiv par /iy VULLSISIL Ul uULs Luapios

v Estimation des phases de liaison des animaux génotypés (distinguer entre les

N

haplotypes hérités du pere et ceux hérités de ia mere).

v' Calcul de la matrice IBD, G;. Cette matrice est co
.. Cette matrice est co

probabilités IBD entre les animaux du pedigree a travers 1’analyse de liaison dont

matrices résultent en une matrice Gj contenant les probabilités IBD entre tous les

haplotypes aux positions évaluées du QTL et suppose donc que tous les animaux sont

nnnnnn 1nna mnaniilatinm fondateioan 11miaia
DddSUd U uUllc ]_JUlJul LIVUI1I 1ulluduivc uuu:[uc

v' La vraisemblance d’u dele contenant un QTL et un effet polygénique, est
comparée a celle d’un modele ne contenant que 1’effet polygénique. La différence
anfra ]ﬂ(‘ r]nnv mf\f]l\ﬁlﬂ(‘ aqt f")]f‘]‘]ﬁ’lﬂ '\) ftravorg ]Q 1'1‘; l:’l‘l“ﬂﬂf‘ﬂ AII T N vUvraltcam ]OI’\I"D Aﬂ(‘
ViUl L 1VD ULUuUA 11IUVULVIVD LVOL vdlIvuILe a4 udayvueld 1a uliiiviviive uu I_J\Js viaioviiividaliive uvo

deux modeles.
Grace a cette approche, Meuwissen et al. (2002) ont pu réduire I’intervalle de localisation
d’un QTL affectant le taux de naissances gémellaires chez les bovins laitiers Norvégiens, a
moins de 1 cM. La figure C-5 montre les différences de détection de ce QTL obtenues avec

T A f'\f\f\f'\\

I analyse de llaISOIl I analyse d’association et la méthode LDLA uv1euw1ssen et al. ., 2ZUUZ).



Ee

b
Te
- - i\
H g )
[ d
g§ §, P i \
& - / \\V*
S :%‘ « \\\. ,1! e
.,f =
¥ X & S E ™ .
|
¢
i |
¢ |
2, ]
: |
e e
. = . p e M I ® N 5
Qerugsegss T
1D A
R b Ly

Figure C-5 : Résuiiats de détection d'un JTL de naissance gémellaire sur ie BTAO5 chez ia
race bovine laitiere Norvégienne, obtenus en utilisant trois méthodes différentes : [’analyse
de liaison (LA), I’analyse d’association (LD) et la méthode LDLA. Cette derniere méthode a
donné la localisation la plus précise en montrant un pic de localisation unique situé a 65 cM
environ et un intervalle de localisation inférieur a 1 cM (Meuwissen et al., 2002).

3. Recherche et validation de mutations ayant un effet sur un
caractere quantitatif

L consiste en la 1
polymorphismes qui ont des effets sur le caractere étudié. Ces polymorphismes sont

z

généralement des mutations ponctuelles appelées QTN (acronyme pour Quantitative Trait

bl
c

Tivnlants AN
Licvuuug ).

Avant d’étre reconnu en tant que tel, un QTN doit d’abord étre validé ; cela consiste a

apporter toutes les preuves nécessaires pour démontrer sa causalité dans la variation

Trois étapes sont nécessaires pour la validation des QTN : vérification de la concordance des
QTN avec le génotype au QTL des individus, une validation statistique et une validation

(D) Vérification de la concordance des QTN

Cette étape suit celle de la détection de polymorphismes compatibles avec le statut a priori
des individus dans des genes candidats sélectionnés (QTN putatif), 1’étape suivante est de

valider les polymorphismes trouvés sur ’ensemble du pedigree. La validation se fait en



vérifiant 1a concordance des SNP ave
du pedigree. La concordance est complete si :
- Tous les individus homozygotes au QTL le sont aussi pour le polymorphisme.
- Tous les individus hétérozygotes au QTL le sont aussi pour le polymorphisme.
- Le méme allele du QTL est associé avec le méme allele du QTN putatif pour tous les

animaux hétérozygotes.

Tl act nraohahle Aane 1a OTN nutatif ne g1t nag an concordance comnlate avee la odnatune an
11 USL pluvaulit {uu 1U Y 11N puldul LU SUIL pPad Lil CULILULUALILE CULLIPICIC dVviL 1L gUliiUlty pu au
QTL pour plusieurs raisons

- Une erreur de classement des génotypes au QTL de peres de familles a cause d’un
effet faible du QTL ou d’un nombre de descendants faible.

- La concordance complete n’est attendue que si 'effet du QTL est dii a un seul site

dimorphe

Par ailleurs, la concordance ne peut étre considérée comme une preuve de la détection de
QTN que lorsque la probabilité de concordance par chance dans I’IC est suffisamment faible
PR 27N b P T~ ¥ S (PR RN R R SR R G PR SRR o SRS [ S5+ 1 IONNEN b £ o
pour u ClIC pUulIS>C CUC ICJCLCC SLAUSUGUCIIICIIL. COLICH-Z11IUCL €1 dl. \LUUO) OIIL P1oposc ulic
formule généralisée par Ron et Weller (2007) pour calculer la probabilité (P;) qu’un
polymorphisme mont concordance

D [ 19T (1 NI0T1 95 (1 )T Jen Tahilitd A%1im al18Ta af 1 14 aat ~alla da
Ic—JO0 4P \17P)] LiI~4p \Li7p)] u vauvllitc U uil allvliv ol 1-p oL Loie ue

nombre d’ homozygotes.

2) Validation statistique des QTN

- L’effet du QTN putatif explique toute la variabilité observée ; ce qui implique qu’il
n’y ait pas d’autres polymorphismes en DL avec le QTL avec des effets significatifs
sur le caractere. Ainsi, Grisart et al. (2004) ont trouvé des valeurs élevées de LOD

scores au niveau de 10-12 marqueurs avec une valeur plus élevée pour la mutation

TIAAIDA sanit+ 1o ~rrnmtitld Aan 1 tiNn ~wmaccon (INAN N aimnin At TAwcriiae la ~Za~txren
NDNLOLA lJU ulr i1d quau LI Uc 111ducic gl ad>C  IVIT ). \,Cpcuuaut, 101 bquc 1C gCllU LleC
K232A a été pris comme effet fixe dans le modele, aucun des effets associés a d’autres

marqueurs n’a été significatif. Ce qui suggere que le polymorphisme K232A explique
a lui seul tout l'effet du QTL. Ces résultats ont néanmoins été contredits par

Bennewitz et al. (2004), Kiihn ez al. (2004) et Gautier et al. (2007).

- Le méme QTN est en ségrégation dans d’autres races : si I’effet du QTN putatif est
maintenu dans les diverses races, il est plus vraisemblable qu’il soit causal plutdt
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et de DGA
démontré dans les populations Holstein des Pays-Bas, d’Allemagne, d’Israél et de
Nouvelle Zélande (Grisart et al., 2002 ; Winter et al., 2002 ; Weller et al., 2003).

- Le changement des fréquences alléliques du QTN correspondent aux changements

attendus dus a la sélection dans la population. Falconer (1996) a estimé le changement

attendu de la fréquence allélique d’un QTL di a la sélection, Aq, par: Aq = -1aq(1-
AN/~ At 1 ect Pintencitd dAa cBlecrtinn a act P’affat Ao cnthetitnnitinn A OTT n eoct la
\1//Up UUu 1 LOUL 1 111wvi1ol1lve uv D\JLVVLLULI, Cch LVOL 1 Liliuvl UL SouuvoduLuuavilil uu \<11_J, \1 wvoL 1a
fréquence d’un des deux alleles du QTL (en supposant que le QTL biallélique) et

s 4

opest 1’€cart type phénotypique standard (Faiconer, 1996). Un suivi de I’évolution de
la fréquence allélique de QTN a été rapporté : Weller et al. (2003) présentent une

diminution de la fréquence de 'allele K (allele de DGAT1 améliorateur de la quantité

gmenté a 10% (Weller et al.

trouvé que la fréquence de I’haplotype portant I’allele K de DGATI1 a subi une

SRR N £ O PRSI | NAN T o - P T nmea 54 ~1 70NN Ny i
1 POSIUVEC (\JllddIt €1 dl., £UU4). DJC 1C, vdll LdCIC €l dl. \£UUD) 1appoltci
une fréquence de 1’allele favorable Q de IGF2 plus élevée dans les populations
commerciales porcines de I’Europe que dans les populations indigenes de la Chine
\an T anva o+ 41 DN Catta AFFLennnan Aa {-‘ nnnnnnnnn allAliavia o AtA attrilaiAa 3 vino
Ly 1 L.AClT €1 Ul. 4Uvo ). LCLlL Ullivitlive uc L‘luClle ailcliijue a v atuivuce a ulc

~ASS N

3) Validation fonctionnelle des ﬂTN

La validation fonctionnelle d’'un QTN constitue un élément de preuve important pour
démontrer la causalité du QTN.
¢ Une manicre de valider fonctionnellement un Q
des différences entre le produit des alleles alternatifs du QTN :
- Au niveau des ARNm, c’est le cas de la mutation IGF2 chez le porc ou il a été
démontré que les individus portant la mutation ont une quantit¢ d’ARNm, dans le

muscle, trois fois plus importante.

- Au niveau des protéines, c’est e cas de DGATTI : les alieles aiternatifs de DGAT1
associés aux alleles + et — du QTL n’ont pas montré de différences dans la quantité

&
>
~
Z
=
!

roduite (Grisart et al., 2004), mais des différences significatives ont été
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I’allele K et celles exprimant I’allele A. Un autre exemple est celui de la mutation g+
6723 (G-A) située dans I’UTR de la myostatine ou un ratio de 3 a été trouvé, entre la
quantité de myostatine produite par des animaux de phénotype sauvage et des animaux
hétérozygotes (G/A) (Clop et al., 2006).
¢ Une autre maniere de valider un QTN putatif est de démontrer des différences
dans la fonction des deux protéin T
exemple, I’expression de protéines recombinantes pour DGAT1 qui different
seulement au niveau de la mutation K232A, montre que cette mutation affecte la
vitesse maximale (Vyax) de I’enzyme concordante avec le phénotype observé.

Sur le plan pratique, pour la plupart des animaux domestiques ces deux types de validation

peuvent étre démontrés en utilisant des cultures cellulaires extraites a partir de tissus

e [’étude de la conservation de la protéine (produit du gene candidat) entre

plusieurs especes €loignées phylogénétiquement, est aussi considérée comme un

élément de validation fonctionnelle. L’étude fonctionnelle d’IGF2 a montré que la
que la

mutation a lieu dans un ilot CpG évolutivement conservé, qui de plus est

1

hypométhyié dans le muscle squelettique.

lll. Intéréts de la cartographie de QTL chez les animaux
dnmpehmme Ia Sélection Assisiée bar Marnupure /S‘AM)

LA~ R & 2R W wrw W el S R e e v - AR SR e W | wrs 22T2

I.’une des apolications principales de la cartogo
L une des applications principales de la cartograph

un seul sexe ou mesurés d’une maniere tardive au cours de la vie de I’animal. La fertilité
femelle des bovins laitiers satisfait aux trois caractéristiques citées précédemment. La
rentabilité de la SAM dépend principalement du progres génétique réalisé (a court et a long

terme) des caracteres sélectionnés par SAM par rapport a celui assuré par les méthodes de

Le progres génétique réalisé AG, d’un caractere donné s’écrit :
AG=i*a*c/At ou 1 est 'intensité de sélection, a est la précision des index de sélection, ¢ est

I’écart type du caractere et At est I'intervalle entre deux générations successives. La SAM



sélection (a) et en diminuant I’intervalle de temps (At).

1. Principe de la SAM
La théorie de base de I’incorporation des marqueurs moléculaires ayant un effet direct sur un

caractere quantitatif dans les index de sélection a été développée pour la premiere fois par

1\Tn;m0nn=Qr\1~nnonn at Ranhartean (1061) at Qmit
LANU1111Aaiiiimouviviiovll VL ANV UL LWDuUVLL \l ZUl) viL oulliiul 1
D’une maniere générale, la SAM consiste a utiliser les marqueurs moléculaires comme

cofacteurs pour améliorer la prédiction des valeurs génétiques individuelles d’un caractere
aguantitatif d’intérét. D’un noint de vue pratique. cela consiste 3 trouver le(s) OTIL, le(s) plus
titatif d’intérét n point de vue pratique, cela consiste a trouver le(s) QTL le(s) plus

7

significatif(s) présent(s) dans le génome et a sélectionner pour ce(s) QTL défini(s) par les

udll 1L G HRCICL 20 ull 1 v
N n
he §  ud I v

deux marqueurs flanquants.

7

matrices d’incidence, q est le vecteur des effets du QTL. Le modele de Fernando et Grossman
suppose que un effet aléatoire du Q a-dire que les effets du QTL varient d’un animal a
I’autre. La corrélation entre les effets du QTL de deux individus quelconque dans le pedigree
est égale a la probabilité IBD entre ces deux individus. La variance des effets des QTL, V(q)
est alors égale a Gcsq2 ol G est la matrice IBD entre tous les alléles du QTL et o, est la
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assistée par marqueurs :

)

Il n’est pas nécessaire d’identifier les polymorphismes ayant un effet sur des caracteres
d’intérét pour mettre en place la SAM. D’ailleurs tres peu d’études sont arrivées jusqu’a
I’identification de QTN. Les intervalles de localisation de QTL délimités par des marqueurs

sur des dispositi P, PRV L
Sur acs UleUblLl L SDOUVCIIL ULLLIDNCDS

w

i T L T Sl Loam e am A
11101CC U Ic lle CIHIOLYPCS

_‘O‘Ci

yp L
pour faire de la SAM. Selon la proximité des intervalles de localisation du QTN recherché, on

peut distinguer trois générations de SAM.

aj JLALYL U Pl Ciiiiei1L © Scllcl aAuivll vu oJralvia
Lorsque les marqueurs utilisés dans la SAM sont loin du QTN, la SAM mise en place est

alors une SAM de premiere génération. Elle peut étre mise en place en se basant sur les
résultats d’un simple balayage du génome a I’aide de trois a quatre marqueurs polymorphes

par chromosome (distants de 15 a 50 cM). Cependant, la SAM1 n’a pas une efficacité
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b) SAM de deuxieme génération ou SAM?2
La SAM2 utilise des marqueurs moléculaires qui sont en déséquilibre de liaison avec le QTN

recherché dans la population. Contrairement au premier type de marqueurs, les marqueurs

ulation (de 1 a 5 ¢cM selon 1’étendue du DL

e bonne efficacité
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de tout le génome ; ce qui est devenu possible pratiquement grace a la

lie
P et

[avig
o

la baisse des cofits de génotypage.

¢) SAM de troisieme génération ou SAM3
LLa SAM3 exploite directement les QTN identifiés. Son utilisation est justifiée par le fait que

la SAM2, malgré son efficacité élevée, présente deux limites majeures :
- La liaison qui existe entre les allcles des marqueurs et ceux d’un Q
des informations, ni sur la structure des séquences, ni sur I’organisation des QTN car
les QTL et les marqueurs qui les délimitent sont situ€s dans des régions génomiques
- L’inférence de la position des QTN a partir des marqueurs qui les entourent est

de correspondance entre ie génotype des marqueurs et le

0 o

affectée par le degré

par la population étudiée.
L’identification de QTN est plus adéquate pour 1’incorporation des données moléculaires dans
les indices de sélection car elle permet de cibler directement les polymorphismes responsables

de la variation du caractere et de s’ affranchir ainsi de la nature de la population étudiée.

d) La sélection génomique
La raison pour laquelle une faible fraction de la variance génétique est expliquée par le(s)
L détecté(s) est due a la stringence des tests statistiques réalisés afin d’
positifs. L’idée de la sélection génomique est de contourner 1’obstacle du seuil de
significativité en estimant simultanément les effets de toutes les portions chromosomiques
(chaque portion est délimitée par deux marqueurs successifs) sur le caractere de maniere a

pouvoir sélectionner directement sur les effets estimés de chaque portion chromosomique

AN
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Grace a la disponibilité de marqueurs génétiques
avancements réalisés dans les techniques de biologie moléculaire, des cartes génétiques a
haute densité sont désormais disponibles pour 1’espece bovine. L application de la sélection
génomique est devenue possible.

Meuwissen et al. (2001) ont montré, en utilisant des méthodes Bayésiennes (qui supposent

une distribution a priori, de la variance associée a chaque portion chromosomique), que la

0,32 lorsqu’il n’y a que les effets les plus grands inclus dans le modele.






1. Pedigree d’étude

a) Pedigree de I’étude de primo-localisation
Un dispositif GDD composé de 78 familles: 47 Prim’Holstein, 18 Normandes et 13

Montbéliardes, a été utilisé dans cette étape de primo-localisation. Les 78 familles sont

critag qQ la tahlaan _1 at A’nine facon nliig détaillda dang Pannave 2 (Cag famillag ant &t&
A2 S UR N AL1D 1V LAauvilivau 1vi— 1 VL U ullv 1avuvil PLUD VL LALLIVL UALLID 1 QLIIIVAL & VU0 1Aallliiivy vllil viv
choisies parmi les autres familles disponibles selon deux critéres principaux :

- Maximisation du nombre de descendants par famille.
- Minimisation du lien de parenté entre familles.

Les animaux intégrés a 1’étude appartiennent a deux grands programmes de détection de QTL :

premiere information moléculaire pour appliquer une SAM de premiere génération

afin d’assister les méthodes classiques d’évaluation de la valeur génétique des

e
Un total de 4993 taurea

~ix

ADN étaient déja disponibles puisque les individus sont issus de programmes déja
préexistants. Les extractions d’ADN avaient été réalisées a partir de doses de semence et plus

rarement a partir d’échantillons de sang.

b) Pedigree de I’étude de cartographie

z

Un ensemble d’animaux composé de 41 familles appartenant aux trois races a €t€ sélectionné

i Aag
ui GCS

QTL détectés sur le BTAO1, BTA02, BTAO3 et BTA21. Une description plus détaillée des 41

~J

Q fam
O

amillag da
Lannucy a

1
C1

familles de I’étude de cartographie est présente dans 1’annexe 3. Deux criteres ont servi pour

le choix des familles :



- Le nombre de familles ir
été maximisé (fertilité femelle mais aussi caracteres de production et de résistance aux
maladies).

- La surreprésentation de familles étroitement liées a été évitée.

Les 41 familles sont composées de 26 familles Prim’Holstein, de neuf familles Normandes et

de six familles Montbéliardes pour un nombre total de 2925 individus. Les 14 familles

caractéristiques des familles pour les trois races est présent dans le tableau M-1.

Tableau M-1 : Caractéristiques des familles du dispositif de I’étude de primo-localisation et

. ’ 2 .
/’0 f‘ﬂllll /’0 I ﬂfll/]ﬂ /’0 f'nrfnnrnnlnp nNOour f'hﬂf’llnﬂ 2¢ fr/n(‘ ¥,
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L - Nombre de | Nombre moyen | Taille de la plus | Taille de la plus
Dispositif Race
illag Ao Filg/fFarmilla natita familla aoranda familla
1Al UL 111y/1aiuuuac Pclllc pueiiviioivg 61 alluvs 1aiiuiuac
Prim’Holstein | 47 70 21 239
Primo-localisation | Normande 18 55 34 74
Montbéliarde 13 59 25 98
Prim’Holstein 26 68 84 36
Cartographie Normande 9 59 63 40
ManthA&liarda A ~A 7N A1
lviviiwvuvliiaruc v v TRV} Tl
2. Données phénotypiques

Les performances des fils utilisées dans le modele de détection de QTL correspondent a des

résultats (réussite/échec) a I'IA de leurs filles apreés correction pour les effets
environnementaux. La précision du prédicteur des indices est évaluée, pour chaque fils, par le
CD (ou coefficient de détermination) de valeur génétique et dépend du nombre de filles
utilisées pour 1’évaluation du fils en question (plus ce nombre est €levé et meilleure est la
précision : le CD tend vers 1).

La primo-localisation des QTL s’est fait en utilisant les DYD du TNR calculé a 281 jours
apres 1A (TNR281). Ensuite, pour 1’étude de cartographie, une caractérisation plus fine de la
fertilité femelle a été réalisée : d’autres indices de fertilité dérégressés calculés a partir de taux
de non retour a 56 et 90 jours apres IA, ont été élaborés lors d’un stage a la SGQA (Guillaume

al., 2007). L’étude de cartographie a donc utilisé trois TNR différents : TNRS56, TNR90 et

-

JROR1
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1. I queurs moiecuiaires
1. Choix des microsatellites

Au cours de I’étude de primo-localisation, les données de génotypage pour les 12 régions

SAM étaient déja disponibles a partir du programme SAM (Boichard et al., 2006). Au total 39

. . N . . . s e 2 . s, 2
maranenre micragatallitae aver deny & cina micragatallitee nar réoinn odédnaominane ant At&8
LIAryutuld Huliusattiiitvs, avil UluA a Liny Huuivusdaiviuivs par ivgivin glivliiiyue, Uil Lo

)

ions d’intérét des trois chromosomes BTAQ1, BTAQ2 et BTA21 a
la carte génétique USDA (http://www.marc.usda.gov/genome). Deux criteres ont été utilisés
pour le choix des marqueurs :
- Les marqueurs doivent assurer une couverture des intervalles de pri
- Les marque ive

En ce qui concerne le BTA0O3, ce chromosome a fait I’objet d’une étude préalable (Guillaume

et al., 2007) pour laquelle 19 microsatellites au total ont été utilisés pour cartographier le QTL

g1 1’Anhantillan Aac A1 Famillag Aa PAtnAa Aa ~avtagranhia Hangitita natir affinar 1?5ntangalla
SuUl 1 CUllialiuiiiuvuil Ucd <1 1A4alllilicd Uuc 1 oluuc uc pauugl PlllC LUISUILC, PUul Aalllllcl 1 11|l valico
de localisation du QTL, cing autres marqueurs microsatellites ont été ajoutés. Ces

(ftp://ftp.hgsc.bem.tme.edu/pub/data/Btaurus/fasta/Btau200503 10-freeze/README.2 .0.txt),

P

seul assemblage disponible a 1’époque. Le choix de développer des microsatellites a partir de

cet acgcemblaoce nermettait nne définition anaci-ontimale de lenr nogition (leg carteg gédnédtiaueg
cet assembiage permetiait une gelnifion quasi-optimale ¢e feur posiion (les cartes genetiques
publiées étaient par ailleurs limitées en microsatellites pour cette zone du BTAO3). Leur

DM A

position attendue sur ie BTAO3

B}

hybrides irradiés (voir

[N

té confirmée par cartographie d

microsatellites).

Trois des cinq marqueurs initialement définis ont été éliminés a cause d’un profil illisible sur
gel lors de la cartographie RH (INRA3002, INRA3003 et BZ847519). Les deux autres
microsatellites : INRA3001 et CC582410, en plus de URBOO06, ont été génotypés sur les 41

S
<4

amilles. L
(CC582410) est monomorphe pour les animaux de race Prim’Holstein et a donc été éliminé
de I’analyse pour cette race.

Un seul marqueur sur le BTAO3 a finalement ét€ ajouté pour la race Prim’Holstein, ce qui
s’est avéré insuffisant pour affiner la localisation du QTL sur ce chromosome. D’autre part, la

détection du QTL du BTAO3, chez ia seule race Prim Hoistein, et le peu de marqueurs
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obligatoire I’ajout de nouveaux microsatellites. Ainsi, 29 microsatellites supplémentaires ont

N

été sélectionnés a partir d’'un assemblage de la séquence bovine plus récent: Btau_3.1

(ftp://ftp.hesc.bem.tme.edu/pub/data/Btaurus/fasta/Btau20060815-

freeze/ReadMeBovine.3.1.txt). L objectif était de définir un seul multiplex qui serait génotypé

amilles de la race Prim’Holstein. La position et I’ordre des 29 microsatellites ont
d

éliminés a cause de la persistance de produits non spécifiques dans les réactions
d’amplification des séquences correspondantes. La position et I’ordre des 23 microsatellites
restants ont été confirmés par cartographie RH en utilisant le logiciel CarthaGene (Schiex et

Gaspin, 1997; http://www.inra.fr/mia/T/CarthaGene/) (voir page 83 pour la description du

travail réalisé avec CarthaGene). Quatre des 23 microsatellites présentaient des données

ifie que ces quatre microsatellites sont

utes RH identi qu i ux, u 1if ue ces quatre microsatellites son
étroitement liés deux a deux. L’un des deux microsatellites identiques a donc été éliminé
A VAPV e i i DI [y D S = 1 — e PR Pl
vingL i ul HCIOSALCHILCS UCVCIOPPES a P 1dICIIICIIL

multiplex devait étre défini pour le génotypage des individus des 26 familles Prim’Holstein.

(=]

D’autres microsatellites ont ainsi été éliminés. Au total, neuf microsatellites ont ét€ retenus

z

Les trois microsatellites de la carte USDA ont été gardés parce qu’ils présentaient un

bon niveau de polymorphisme.

|
w2
o

¢

es 21 microsatellites dévelo

1Y
S i

17

9

telle maniere a ce qu’il y ait une répartition la plus homogene possible de marqueurs

dans I’intervalle de localisation du QTL.
La composition de ce multiplex est décrite dans 1’annexe 1.

Au total, 26 microsatellites ont été inclus dans les analyses de détection de QTL de fertilité

L 31T G552 14 D
ICILICLIC >Sul 1€ D

AN Tor wmm Dt ST T T bnin ok AN s’
AUYUD ]_JULll 1a 1aC€ rr1iim noOISteinn €t LU 11iCT
Normande et Montbéliarde.

R/

> Cartographie par analyse d’hybrides d’irradiation ou cartographie RH
v Principe de la cartographie RH

La cartographie RH, tout comme la cartographie génétique, a pour objectif de déterminer

Iordre et la distance s€parant deux marqueurs génétiques. Toutefois, au lieu d’utiliser les



afin de déterminer la distance séparant deux marqueurs. Le p
par analyse d’hybrides d’irradiation est le suivant: pour une dose d’irradiation initiale x
donnée (exprimée en Rad de rayon gamma), plus deux marqueurs sont proches, plus rarement
ils seront séparés par une cassure chromosomique et vice versa. La cartographie RH possede
deux avantages principaux par rapport a la cartographie génétique :

- Elle ne nécessite pas de marqueurs polymorphes comme c’est le cas en

- Elle présente 1’avantage d’étre cumulative c’est-a-dire qu’une fois un
locus est génotypé pour un panel RH, il n’est plus nécessaire de Ie génotyper
de nouveau lorsque que d’autres loci sont ajoutés et analysés. Les données
issues de tous les marqueurs peuvent ainsi €tre analysées simultanément.

7

v Confirmation de 1a position et de i es microsateilites
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Trente quatre microsatellites (cinq microsatellites (INRA3001, INRA3002, INRA3003,

autre contenant un témoin négati ‘)

Nance chariin dag nitg 10 11 Ao miv POR ~antenant R 2 11l dAa enliitinn tamnoan SY oavi
1L/7Aaild viiavull uvo tlull.o, PRV 1 UL 1A 1 AN vVLIlvIalil Ue.J 1 UL dSviuuivil LullllJUll JLN LIVAL
(promega) sont mélangés a 1,32 ul de MgCl,, 0,13 ul de dNTP et 6 ul d’eau. Un volume de

- Température d’hybridation variant entre 58°C et 64°C (selon le marqueur testé)
- Temps d’hybridation : 20 secondes
- Temps d’extension : 20 secondes

- Temps d’élongation : 20 secondes

Les produits PCR sont déposés sur gels d’agarose a 1,5% en présence d’une solution bleu de
charge afin de vérifier les profils obtenus. Les données brutes obtenues a 1’issue des réactions
PCR sont introduites dans le logiciel CarthaGene. L’ordre des marqueurs est ensuite établi en
utilisant les différentes options de CarthaGene. CarthaGene a été congu pour la construction

de cartes génétiques et de cartes d’hybrides irradi€s. En regle générale, la premicre étape de
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vraisemblance des données pour chaque paire de marqueurs. Des « Lod Score 2 points »
(Lod2pt) sont calculés pour chaque paire de marqueurs. La vraisemblance de la carte est
calculée a partir du nombre de clones RH qui sont ++, --, +- et -+. En supposant que la
probabilité de rétention P est constante tout au long du chromosome, 1’expression de L en
fonction de la probabilité de cassure 6 et de rétention P s’écrit :

012 TPOBTP* 1020 + O(1
J1 1NV L VT L

A

Ou a, b, c et d représentent respectivement, le nombre de clones RH ++, +-, -+ et -- dans un
échantilion de n= a+b+c+d clones étudiés pour Ies deux loci.

Sur la base des Lod2pt obtenus, les marqueurs sont regroupés dans des groupes de liaison. La
commande « group » de CarthaGene permet de fixer une valeur (LOD score) seuil de

regroupement.

utilisation efficace des algorithmes de détermination de 1’ordre des marqueurs (gén

une vingtaine de marqueurs par groupe). Une fois que I’on a plusieurs groupes de liaison, une

1

1ntAriane Aa ~Ahaqiia gratine agt »AalicAa T o Aanmmrmanda
ieliicul uc viiagjuo Zivupo oL 1talidou. b.a Lulliiidaiiue

analwgon

dnarysc ac 1
«nicemapl » permet de faire un premier niveau d’amélioration en utilisant des Lod2pt.

D’autres algorithmes exécutés par d’autres commandes sont généralement utilisés pour

Une fois ’ordre des marqueurs le plus vraisemblable établi, I’option « flips » permet de

vérifier et valider cet ordre. Cette option effectue des permutations, par fenétres de n

Une deuxieme stratégie consiste a établir en premier lieu une carte « framework » avec
quelques marqueurs c'est-a-dire une carte ol 1’ordre des marqueurs introduits est siir. L’option
« buildfw » permet de créer un tel type de cartes. CarthaGeéne construit des cartes
« framework » en utilisant une méthode d’insertion progressive en introduisant les marqueurs

PR,

nor

inclus dans tous les intervalles possibles de la carte « framework ». Pour un marqueur
donné, la différence de la «log vraisemblance » entre le meilleur ordre et le deuxiéme
meilleur ordre, est utilisée pour qualifier le marqueur ; si cette différence est supérieure a un
seuil déja fixé par I’expérimentateur, le marqueur est inséré dans la carte a cette position ; s’il

y a d’autres ordres dont la différence de la «log vraisemblance » avec le meilleur ordre est

inférieure a un deuxieme seuil (fixé aussi par I’expérimentateur), ils sont alors retenus comme
l:’l‘lﬂl’\f]‘ﬂ](‘ ‘I’\I\‘;I’\f(‘ Aﬂ f]lﬁﬂf)‘l“f nnNr ]ﬂ nrnc 211N Maranianr >) ‘;I’\(‘A‘V‘ﬂf‘
vyvuvliituvilio t}\}llll«o e A \al-\/t}(.lll« tJUul v t}lUVllulll lllul\,lu\/ul A 1110vi i,



nouvelle carte est retenue et les autres marqueurs sont provisoirement insérés puis enlevés, un
par un, dans toutes les positions possibles de la carte. Pour chaque marqueur, la meilleure
position est marquée avec un signe « + ».

Remarque :

Avant toute analyse avec CarthaGene, il est important de visualiser les marqueurs ayant les

les calculs ultérieurs. La commande « mrkdouble » permet d’identifier ces marqueurs.

2. Muitipiexage des marqueurs pour ie génotypage

a) Principe
Le multiplexage des marqueurs c'est-a-dire la présence simultanée de plusieurs marqueurs
dans un seul milieu réactif (ou dans un méme muitipiex), est une pratique courante et qui

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, vantités importantes d’ADN et de réactifs nécessaires. Cette

permet d’économicer des

o

technique consiste a équilibrer le milieu réactif, en tenant compte de la taille des différents

a 1 -

alicles des marqueurs, de telle sorte que tous les alleles puissent Eire

différents marqueurs d’un multiplex. En effet, pour qu’ils soient distinguables les uns des

L’utilisation de différents fluorochromes (voir paragraphe suivant) permet, néanmoins de

chevauchants (outre celui utilisé pour le marqueur de taille interne).

b) Amplification et visualisation des ADN
L’amplification des marqueurs est réalisée avec 1’une des deux amorces (forward ou reverse)
marquée en 5° par un fluorochrome. Trois fluorochromes différents ont été utilisés pour le

marquage des fragments amplifiés et un fluorochrome pour le marquage du marqueur de

taille ; ce dernier correspond a un ensemble de fragments d’ADN de taille connue nécessaires

v Tamra : fluorochrome de couleur rouge utilis€ pour le marqueur de
taille.

v 6-Fam : fluorochrome de couleur bleue.

v Hex : fluorochrome de couleur jaune.

v Tet : fluorochrome de couleur verte.



automatique (ABI prisrn 377, Applied BioSystems) lors de l’étape de mise au point et injectés
dans un séquenceur a 96 capillaires (MegaBace 1000, Molecular Dynamics — GE HealthCare

Life Sciences) lors de I’étape de génotypage sur 1’ensemble du dispositif. Dans les deux types

e séquenceurs, un rayon laser de longueur d’onde prédéterminée est utilisé au cours de la
mioratinn nonr avceiter lag narnchraomeaeag contanne dange lag nradnite Aamnlificatinn at
Highauull, puul CACIWCT 105 1IUUIVUCIHULICS  CULIWCIIUS  Gdadlls 105 piotul U dllipiiiitduvil ©u

produire ainsi un signal lumineux de longueur d’onde spécifique. Les données brutes sont
ensuite analysées a 1’aide d’un logiciel de génotypage permettant une meilleure interprétation
des profils. Ces logiciels sont « Genotyper » pour ABI prism 377 et « Genetic Profiler v1.5»
pour le MegaBace 1000.

¢) Mise au point des muitiplex et génotypage des individus
Les marqueurs des chromosomes BTAO1, BTAO02, BTAO3 et BTA21 ont été regroupés en
| R S R DAY 0/ o SISREIISU SR AP I ISP L S PRGRS | PN ORI I D SRR, [
LUl HIUIUPICX UIIICICILS CI1 101CUOI UC 1d ZdllC U Vdlldlioll Ucs diiCiCd ClL UC 1d ClIVIIVIVEIC

des mises au point pour le BTAO3 (deux multiplex ont été mis au point a deux moments

différents pour le BTA03).Une marge de 20 pb a été le plus souvent retenue entre la taille

—

B T A

P8 1 PN PEn innncatallita 1o wlizg atit At 1o ta03l1la PR ala ~ 1
aliclic uu  iiclusdatcldice 1o piud poutl ©L ia wallc ljiiiiaic uco1
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microsatellite immédiatement plus grand. La te ature d’amplification varie d’un multiplex
a une autre. Les caractéristiques de chacun des huit multiplex ainsi que les marqueurs
t:’l];m;ﬂt:’l(‘ oennt I']t:’lf‘f“;f(‘ I']OI’\(‘ ]’OI’\I’\DVQ 1 p Q11N I‘]Q(‘ orniinacg I']t:l marainAalirg I']t:’l 11’\‘;(‘(‘01’\" 1nmn
VAILIIIIIIVD OULIL ULLL 1L udlld 1 ALLIIVAL  1e Clldvull Uvo 81 Uut}\.«o UL 1idiyyuuvuld uviliiiiooalit ull

et en utilisant la quantité d’amorces de chacun des marqueurs comme variable d’optimisation.
T ec nroduite PCR ont 8té encnite dénocée qur n <éanencenr ARTI377 (Annlied RioSvetemc)
Les produils PCK ont €te ensulte deposes sur un sequenceur Abls// (Appled biosystems)

pour étre visualisés et analysés a I’aide du logiciel Genotyper (Applied BioSystems).

(1)  Amplification par PCR
Le protocole de PCR pour réaliser deux mélanges réactionnels indépendants a été suivi afin

de limiter les amplifications non spécifiques :

- Le premier mélange réactionnel contient le méiange d’amorces (amorces

définies lors de la mise au point.

- Le deuxieme mélange réactionnel est un mélange « général » commun a tous
les multiplex. II contient du MgCl, (2 mM), les ANTP (0,25 mM), la solution tampon
(1x) et la «Go Taq Flexi » polymérase (Promega) (0,1 unité) ajoutée avant le

NDAD

lancement de la réaction PCR
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Le gel d’acrylamide est préparé selon les méthodes standards a partir de 15 ml de solution
d’acrylamide, dans laquelle sont introduits 100 pl de persulfate d’ammonium (10%) et 10 ul
Tamad fin Ao

ats
vlilivu ariii

échantillons est réalisée avec le logiciel Genotyper.

L’ensemble des individus a été ensuite génotypé a I’aide d’un séquenceur a 96 capillaires
(MegaBace 1000, Molecular Dynamics — GE HealthCare Life Sciences) Apres PCR, les

produits sont dilués au 1/10, puis purifiés sur colonne G50

injection dans le séquenceur. L’analyse des génotypes est réalisée a 1’aide du logiciel Genetic

ésultats des génotypages

(a) Répartition, par race, des marqueurs retenus pour P’analyse et des
marqueurs éliminés

Au total 47 marqueurs ont été génotypés chez la race Prim’Holstein et 42 marqueurs chez les
races Normandes et Montbéliardes. Un marqueur : CC582410, a été génotypé chez ces deux

olstein car non polymorphe pour cette race. Les

Prim’Holstein.

Deux, 10 et 2 marqueurs ont été respectivement éliminés de la détection de QTL sur les
chromosomes BTA21, BTAO3 et BTAO2. Il s’agit des marqueurs DIK2492 et INRA103 pour
BTA21, des marqueurs MNS-74, BMS2790, CA065, DIK4403, BZ847519, INRA3002,
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RH (pour les marqueurs du BTAQ3), soit au cours de la mise au point des multiplex, soit lors

de la vérification des génotypes des individus suite a la détection de génotypes ambigus

(profils illisibles avec le logiciel Genetic Profiler) ou absence de polymorphismes (annexe 1).

utilisés lors de la prirno—localisation). La répartition, ar race et par type de marqueurs (SAM

b

Toahlons: M_D) o RAnavtitinm navr mavaripiir Aoc Annndoc Ao oldnnrunaocs Adicnanihloe Ao~ loc
LZauuican lvit4 o INCpUrILLLLUTL, IJUI mnmears ucwur, ucH uuUrIriccy uc SCII»UL)/ MSC ULDPpurLLoLcy LIricy ey
trois races : Prim’Holstein (PH), Normande (NO) et Montbéliarde (MO)
BTAO1 BTAOQ2 BTAO3 BTA21
Chromosome
PH NO | MO PH NO | MO PH NO | MO | PH | NO | MO
Noiiibie de génotypages
6804 | 1844 | 1319 | 3171 | 986 | 569 | 6169 | 1577 | 1074 | 4712 | 1384 | 914
des marqueurs SAM
Nombre de génotypages
des marqueurs « non 17381 | 4611 | 2900 | 25235 | 6580 | 4396 | 45780 | 9290 | 6650 | 3774 | 1037 | 678

Total trois races/
34859 40937 70540 12499

~

wnromosome

¢) Nombre de génotypages considérés pour la détection de QTL

La répartition, par race, des génotypes pour chacun des marqueurs ainsi que certaines
caractéristiques des microsatellites utilisés pour chacun des chromosomes BTAOI, BTA02,
BTAO3 et BTA21
Parmi les génotypes disponibles, certains marqueurs n’ont pas été considérés dans les
analyses de détection de QTL. En effet, deux marqueurs sur le BTA02 (DIK1081 et DIK4334)
n’ont pas été inclus : la construction de la carte génétique sur le chromosome BTAO2 a
montré qu’ils étaient trop éloignés des autres marqueurs sur ce chromosome (Figure E-6) et
donc n’apportaient pas d’information sur la région considérée. De méme, deux marqueurs
n’ont été génotypés que su
INRAT135 sur le chromosome BTAO2 et HUJI177 sur BTAO3. En éliminant ces marqueurs
des analyses de détection de QTL, 150 975 génotypes ont été considérés pour la détection de
QTL.




VL

Tableau D-3 : Répartition, par race, des génotypes et caractéristiques des microsatellites
utilisés pour chacun des chromosomes BTAOI, BTAO2, BTAO3 et BTA21
Individus Individus Individus
) Nombre
BTA Marqueur | Position Montbéliard Normand Prim’Holstein Multiplex
génotypés (%) | génotypés (%) | génotypés (%) dalicles
BM4307 1 361(91%) 463(83%) 1926(90%) SAM 8
BMS4000 2 235(59%) 497(89%) 1949(92%) multiA 13
BM1312 3 369(93%) 507(91%) 2066(97%) SAM 9
BMS4030 4 285(72%) 479(86%) 1888(89%) multiC 9
DIK2886 5 243(61%) 489(87%) 1992(94%) multiA 7
INRAO73 6 369(93%) 525(94%) 2007(94%) SAM 4
BTAO01 BMS8246 7 367(93%) 531(95%) 2026(95%) multiA 12
DIK4587 8 365(92%) 515(92%) 2045(96%) multiA 8
BMS8o4 9 355(85%) 515(52%) 1955(92%) muitiA i5
BMS4028 10 371(93%) 526(94%) 2021(95%) multiA 10
DVEPC32 11 326(82%) 464(83%) 1971(93%) multiD 8
BMS4041 12 359(90%) 523(94%) 1845(87%) multiA 4
BM1824 13 222(56%) 288(52%) 974(46%) SAM 5
DIKi1081 i 383(96%) 521(93%) 2027 (95%) Muitiplex BTA02 6
DIK4334 2 376(94%) 521(93%) 2019 (95%) | Multiplex BTAO2 4
DIK2496 3 392(98%) 520(95%) 2048 (96%) | Multiplex BTA02 2
DIK4673 4 254(64%) 516(92%) 2024 (95%) | Multiplex BTA02 6
BM4440 5 372(93%) 526(94%) 1987 (93%) | Multiplex BTA02 8
DIK2719 6 302(76%) 495(89%) 2027 (95%) | Multiplex BTAO2 7
DIK4972 7 266(67%) 474(85%) 1902 (89%) multiB 3
BMS778 8 295(74%) 533(95%) 1996 (94%) SAM 9
BTA02

RMO41 9 357(90%) 528(94%) 1920 (90%) multiB 6
DIK4208 10 378(95%) 532(95%) 1999 (94%) multiB 4

BMS 1866 11 353(39%) 502(90%) 1933 (91%) multiC 9
BM1223 12 359(90%) 474(85%) 1981 (93%) multiB 5
INRA135 13 35(9%) 83(15%) 202 (9%) SAM 8
BMS2519 14 351(88%) 504(90%) 1968 (92%) multiB 10
BM2113 15 240(60%) 357(64%) 1029 (48%) SAM 7
IDVGA-2 16 264(66%) 475(85%) 1715 (81%) multiB 9




Individus Individus Individus
e . o Montbéliard | Normand | Prim’Holstein | Nombre
o arduent | Fositio génotypés génotypés génotypés PR d’alleles
(%) (%) (%)
BMS1117 1 322 (81%) | 496 (89%) | 1884 (89%) multiC 5
DIK2492 2 344 (86%) | 525(94%) | 1883 (89%) multaC 4
BTA21 ILSTS103 3 341 (86%) | 525 (94%) | 1874 (88%) SAM 3
TGLA122 4 341 (86%) | 525(94%) | 1937 (91%) SAM 8
CSSMO18 5 217 (54%) | 525 (94%) 924 (43%) SAM 7
BMS871 1 366 (92%) | 535 (96%) | 2091 (98%) SAM 6
URBO006 2 323 (81%) | 472 (84%) | 2022 (95%) multiD 5
INRA3001 3 285 (71%) | 435 (78%) | 1888 (89%) multiD 7
INRA3015 4 0 (0%) 0(0%) 1998 (94%) BTAO03B 5
INRA3012 5 0 (0%) 0 (0%) 2006 (94%) BTAO3B 6
INRA3013 6 0 (0%) 0 (0%) 2003 (94%) BTAO3B 4
INRAGOG 7 377 (95%) | 541(97%) | 2093 (98%) multi3B 3
DIK4193 8 0 (0%) 0 (0%) 2034 (96%) BTAO3B 3
ILSTS096 9 355 (89%) | 408 (73%) | 1999 (94%) SAM 8
BMS2904 10 0 (0%) 0 (0%) 2023 (95%) BTAO03B 4
DIK2101 11 379 (95%) | 542 (97%) | 2079 (98%) multi3B 6
RMO19 12 346 (87%) | 499 (89%) | 1998 (54%) mulii3A 4
.. | BMS2522b 13 270 (68%) | 539 (96%) | 2067 (97%) multi3A 9
P MNB-65 14 365 (92%) | 526 (94%) | 2032 (95%) multi3B 6
DIK4196 15 365 (92%) | 533 (95%) | 2000 (94%) multi3A 8
BMS963 16 376 (94%) | 542 (97%) | 2044 (96%) multi3A 6
BMS482 17 378 (95%) | 543 (97%) | 2065 (97%) muiti3B 8
DIK?2434 18 370 (93%) | 543 (97%) | 2043 (96%) multi3A 11
MNB-86 19 351 (88%) | 478 (85%) | 1908 (90%) multi3B 12
BL41 20 366 (92%) | 510 O1%) | 1994 (94%) multi3B 6
DIK069 21 0 (0%) 0 (0%) 2016 (95%) BTAO3B 2
DIK2609 22 377 (95%) | 542 (97%) | 2112 (99%) muiti3A 2
BM4129 23 312 (78%) | 543 (97%) | 1941 (91%) multi3A 3
INRAOO3 24 333 (84%) | 482 (86%) | 1831 (86%) multi3B 11
ILSTS029 25 369 (93%) | 530 (95%) | 2030 (95%) multi3A 7
HUIT77 26 147 37%) | 307 (55%) | 1237 (58%) SAM 7
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Une vérification des génotypes obtenus est réalisée a partir des informations généalogiques

o1

connues : elle permet de metire en évidence des incompatibilités de filiation. Deux

effet. Un premier programme a €ét€¢ développé pour la vérification des erreurs en ne tenant

de ceux de leurs descendants et ceci pour les maraueurs informatifs. Une fois les erreurs de

r R S - T T - T o

typage par voie paternelle corrigées, un deuxieme programme vérifie les erreurs de typage a

traxrarg

ceux des fils pour détecter les éventuelles erreurs de filiation a travers la voie maternelle.

La construction des cartes génétiques a été réalisée avec le logiciel CRIMAP 2.4 (Green et al.,
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(http://www.marc.usda.gov/genome) pour les marqueurs issus de cette base de données et

celui issu de I’analys

¢}
o
<
[¢)
)
g
=
o
Q
CD ’
=
¢
o)
@)
=
-
—
[9)
wn
=)
g
Na)
c
&)
c
)—g
2]
o.
[N
na
=
=.
2]
m ’
o)
g
-
o.
o
—
o
[,
[72]
<)
S,
=)
=.
o
(0)°]
(¢}
o.
&)

"

Aictannane gAnAticiing nnt AL ~alanliag am 1itilicant 1o fanpatinn cartagranhiqaiiae Aa aldana
UISLALILTDS ZULITLIHULD ULIL ©LO Lalbullos Tl uulsdlil 1a 1ulivuvll valtvgiapiijuc uc riaiualtic.

lll. Cartographie des QTL par analyse de liaison
1. Modele d’analyse

a) Détection de QTL
Un modele d’analyse de liaison par régression linéaire (partie C-II-2-a-(5)-(a) de

I’introduction) a été utilisé pour la cartographie de QTL de fertilité femelle lors des deux

études de primo-localisation et de cartographie.
Ce modele est de la forme :

Yij = Si + Cpij-Da; + €55 (E)

Ou

- Y;; : DYD du fils j issu du pere i.



i : probabilité de transmission d’un allele au QTL

- a; : moitié de I’effet de substitution du QTL.

- gjj : résiduelle du modele.

Ce modele est implémenté dans QTLmap (Boichard et al., 2003), logiciel utilisé lors de

I’étude de primo-localisation et dans QTLexpress (Seaton et al. 2002, http://qtl.cap.ed.ac.uk/),

Dans les deux études, 1’analyse se décompose en trois étapes :
- Estimation, pour chaque pere, de la probabilité de chacun des hapliotypes possibles
conditionnellement aux génotypes des descendants aux marqueurs.
- Estimation, pour chaque individu, de la probabilité de transmission des alleles

paterneis (probabilité d’avoir recu 1’un ou 1’autre fragment chromosomique du pere a
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de I'information génétique apportée par les marqueurs. Ce calcul permet également
Ll CVCUUCI
de la différence entre les deux probabilités pour chaque individu.

dut 1

- Pour chacune des familles considérées comme indépendantes et a chaque position x

analwvala (1 xrariant nan oo AAn AN Tag w wf-'nm nnnnn Ana Filag c~nt wAavrAaccolinaa Q11 ]r\n
. 1a1_ybcc \ VCl.ll PCU Pab Uc 1 o V }, 10D P 1ULLIIALICTD UUD 111D dUIL CélCDDCCD SUlL 1ICD
probabilités de transmission en supposant la présence d’un QTL biallélique
Le modele 2-QTL (implémenté dans QTLexpress) a été testé a chaque fois ol deux pics
Aictinete ot cionificatife nnt AtA AAtartidc nonr 11m TNR AAannd
UiV v oxéuu.u.«uu;o Ul1llL VLU UL LLvLuiLlvo PUUI ULl L 1NIN Uvllliv.
b) Evaluation du statut hétérozygote des peres au QTL
DPhnr ~rhamiio familla 1 ’Aantatinn (B narmaoat Ao ~ralrilar 1a gtatictinnie Ao tact Thi— /n a.l o AT
1 vUul \.«ua\iuu railiiiiiv 1, 1 \.«Liuauuu \1_4} I_J\.«llll\.«l. UL vailvuivl 1a o!.auou\:lu\.« UL LDl 11— vV lll Clll ~ a vu

N2

a; est I’effet moyen de substitution du QTL dans la famille i, ¢ ,~ est la variance génétique

additive estimée et n; le nombre de descendants dans la famille 1). Sous I’hypothese HO

. Aagrig Aa
-] Gegres ac

onc a; =
liberté. Comme n; est grand, on peut raisonnablement approcher cette distribution par une loi
normale. Ainsi, en la position testée, si ITil > 1,96 (seuil nominal de significativité a 5%), on

peut rejeter I’hypothese nulle (a; = 0) et déclarer le pere 1 hétérozygote.
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V.Choix des genes candidais positionneis et fonci
le BTA03 et sélection d’individus de phénotypes extrémes

\

1. Choix des régions a étudier sur le BTA03
Le choix des régions génomiques a analyser sur le BTAO3 a été€ dicté par une analyse utilisant
I’approche LDLA, faite a la SGQA sur un dispositif de 17 familles de race Prim’Holstein

~

faisant partie des 26 famiiies Prim’Holstein du dispositif de cartographie. Quatre cent trente-

TNRO9O a été utilis€ comme phénotype de fertilité femelle. Cette analyse LDLA a révélé un
intervalle de localisation du QTL de 3,8 c¢cM; celui délimité par les deux SNP:
rstoul_bta3_snp_299 (16,1 cM) et rsiccare_bta3_835 (19,9 cM) (Tableau M-4) (S. Fritz,

communication personnelle). Cet intervalle correspond a une distance physique de 4,77 Mb ;

Tableau M-4 : Séquence des deux SNP délimitant intervalle de localisation d’un QTL FF

sur BTAO3 obtenu par analyse LDLA

Nom du SNP Séquence

rstoul_bta3_snp_29 | AGTCTGCTTGCCATGATGGTCATTGCTGCTGC

9 ACTTCTGGGGTATTG[C/TIAGACCCTGGAGGAAAAACGGT
TAGTAACTCTTTTTGGCCTTCTTGGTTA

rsiccare_bta3_835 | CCCCAGAGCCGATGCTGATTGATGAACTGTATGAGCTGGTGG

CcC
ATTCCG[A/C]JAGCATCCTGAGTGTCCTGAATGGGCTC
ACTGTGCCCATTGCGAGCAT
2. Ancrage de la région a étudier de BTA03 sur les génomes murin et
humain

La région définie par I’intervalle précédemment décrit a été ancrée sur les génomes humain et
murin afin de profiter de I’avancée des travaux de séquencage et d’annotation de genes chez
ces deux especes. L’ancrage de la région d’intérét a été fait en consultant la base de données

de I’'UCSC (http://genome.ucsc.edu/). Un inventaire des références de séquences humaines

(RefSeq HSA) de la région a permis de dresser une liste des genes présents a partir de la

11iViliv Aoy UL uvlliiivweo
3. Sélection des genes candidats a partir du génome murin
Afin de <électionner des oénes candidats nou t affecter d’une maniére ou d’une autre la

fertilité femelle, la base de données MGI (http://www.informatics.jax.org/) a été consultée




dans la région d’intérét. Cette base de données contient une description des phénotypes
identifiés de souris Knock Out (KO) ou mutantes pour quelques milliers de genes. Les genes
candidats ont été choisis sur la base de deux criteres principaux:
- L’absence d’expression du gene, ou une mutation, est a I’origine de mortalité
embryonnaire précoce chez la souris.
directement a la reproduction (mécanismes hormonaux, régulation de produits
géniques liés a Ia reproduction...).
En se basant sur des phénotypes de souris KO ou mutantes décrites dans la base de données

MGI (http://www.informatics.jax.org/), six genes candidats ont été choisis parmi les 149

1

références : progestin and adiporeceptor family member 6, metaxin 1, spectrin

domain homology2 containing transforming protein, adenosine deaminase, RN f
tropomyosin 3, gamma. La position de ces genes par rapport aux pics de la courbe obtenue
axrmm PPae T T INT A mot ALl Ao 1. £ T AN T 4 P S BV [P DI
dvel 1 dllalyde LJLA CSL UCCLILC UdllS 1d 1HEUIC -2V Leurs CdldCLleIisuguces SOIIL UCCLICS ddlls
le tableau M-5
Tableau D-5 : Positions physiques sur les génomes bovin et murin et phénotypes de souris
KO et/ou processus physiologiques des six génes candidats sélectionnés sur le BTAO3.
| I Fosition Fhysique Pgsition Physique Processus physiologique/
Gene Symbole (lg“" le 4B0T)‘?1?43b) MMU (Mb) (Chr) phénotype souris KO
tau_4.
[Progestin and intermédiaires des actions nonj
adiporeceptor PAQRG6 15,88 88,450 (MMUO03) B . o o
génomiques des hormones steroides.
ffamily member 6
Létalité embryonnaire
Metaxin 1 MTXi 16,80 89,288 (MMUO3) |(ies homozygotes meurent enire 4 et
9 jours)
Spectrin alpha 1 SPNA1 11,97 176 (MMUO1)  |Létalité embryonnaire
Src Domain Voie de signalisation des récepteurs
homology?2 a cestrogene, a glucocorticoides et 2
containing SHC1 16,99 89,50 (MMUO3) [insuline / Mortalit¢é embryonnaire
v n cFr i o Aot 1° r\-v!rrnv\r\rvr\v\z\-\nr\ (11 &
Ll allblUllllllls Gurant 1 5a11u501 oL \=1il1,0 -
E)roteln E12,5))
Adenosine Mortalité ~ embryonnaire  durant
deaminase, RNA ADARI1 17,37 89,800 (MMUO3) |, ,J,, o~
‘e I’organogenese (E12 j)
specific
Tropomyosin 3, Mortalit¢é ~ embryonnaire  avant
TPM3 17,70 90,150 (MMUO03) .
gamma |I’implantation




a) Sélection des individus a partir de familles ségréguant le QTL
Seize fils de phénotypes extrémes ont été présélectionnés a partir de quatre peres

hétérozygotes identifiés lors de i’analyse de liaison (Annexe 4). A partir de ces 16 fiis, huit
ont été finalement sélectionnés pour constituer quatre pools d’ADN d’individus de phénotype

extréme : deux pools +/+ et deux individus -/- (Tableau M-6).

Tableau M-6 : Identifiant des individus et de leur pére et valeurs et CD des TNR90 des huit
individus des quatre pools de phénotypes extrémes sélectionnés

Race | ID_2005 | TNR90j | ID_pére | CD_90j | Classe | numéro du pool
66 1963 0,0275 3536 0,6556 | +/+
9 b Pl
66 4093 0,0295 4373 0,656 +/+
66 4422 0,0007 4582 0,6815 +/+ .
P2
66 2249 0,066 3537 0,6426 | +/+
66 2882 -0,0289 | 3536 0,6292 -/- ;
P
66 4108 -0,0683 | 4373 0,6046 -/-
66 1518 -0,0557 | 3537 0,592 -/-
P4
66 4423 -0,0469 | 4582 0,9716 -/-

AMNT sl nArniniie Ao T4 ominoiie wAAl At~ AC Ant A+X
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amplifiés a partir des quantités restantes en utilisant le Kit d’amplification « GenomiPhi HY

DNA » et en suivant les instructions du fournisseur (GE Healthcare). Les réactions

de 3 pg/ul. Les ADN amplifiés ont été ensuite dilués au 1/ 100%™ pour la réalisation des

réactions de PCR.

’U

¢) Séquencage des individus pour les génes candidats sélectionnés
a partir des résultats de I’analyse LDLA

(D) Régions séquencées
Les régions génomiques choisies pour le séquengage correspondent aux régions comprenant
les exons des genes candidats sélectionnés. Si ces derniers contiennent peu d’exons, toute la
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est justifié par le fait que I’objectif principal est d’identifier des polymorphismes en

déséquilibre de liaison avec une possible mutation causale et pas nécessairement de détecter la

(les) mutations causale(s) en elle(s)-méme.

(2) Préparation des échantillons a séquencer

Les amorces commandées pour les régions a séquencer ont d’abord été testées sur I’ADN
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- La température d’hybridation
- Le temps d’élongation
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solution tampon 5X Tagqflexi (Promega), 1,2 ul de MgClz( 5 mM), 0,12 pul de dNTP (100
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Les produits PCR sont ensuite purifiés afin d’éliminer au maximum les oligonucléotides

utilisés lors de I’amplification et éviter ainsi d’obtenir des séquences multiples. 50 ul d’eau

plaque commerciale de 96 puits (Millipore). La plaque est soumise a un vide d’air (10 bars
environ) pendant 30 min puis 40 ul d’eau sont ajoutés au produit séché dans chacun des puits.
La plaque est ensuite placée dans un agitateur (30 min). 10 pl de chaque produit purifié sont
déposés dans un puits d’une plaque de 96 puits et envoyés a séquencer, chez un prestataire de

service (Qiagen), avec une plaque miroir contenant chacune 10 pi de i’amorce (forward ou

des puits de la



(bovineSNP50 Genotyping Beead Chip) contenant 54000 SNP environ, a été commercialisée

mnn T1lizaniian Am  ~~ TMala~nwatinn axra~ 1IPTTCT A ADC 1T Timsxranwcitld Azx NAiconiieos At 12T Tenixrasncst i
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d’Alberta. La distance moyenne séparant deux SNP consécutifs est de 51,5 Kb a travers tout

z

le génome bovin (http://www.illumina.com/pages.ilmn?ID=256). Cette puce a été utilisée

’TA de race Normande et de 750 taureaux d’IA de race

uce couvrent I’ensemble des autosomes bovins ainsi que Ie
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d’index génétiques de fertilité femelle ont été utilisés : un index de fertilité calculé pour les

1 o~

vaches (index de fertilité « vache ») et index de fertilité calcuié pour ies génisses (index de
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identifiés a été réalisé. Un script développé

x

en interne a permis de récupérer tous les

identifiants de geénes et de protéines existant dans différentes bases de données (ENSEMBL,

L’identifiant et les positions des SNP localisés a l'intérieur de ces genes ont ét€ aussi
récupérés dans un fichier. Le logiciel «Ingenuity Pathways Analysis » (IPA)
(http://www.ingenuity.com/) a été utilisé pour analyser la liste de ces genes. IPA est un
logiciel, a fonctions multiples, qui permet d’analyser, d’identifier des réseaux de genes

impliqués dans des fonctions biologiques et de consulter ia bibiiographie relative aux
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des séquences nucléotidiques, des données de transcn'ptomique ou autre). Les sources
d’informations d’IPA sont issues surtout des avancées des recherches acquises chez I’homme,

le rat et la souris. Les objectifs de cette étape sont :



- L’identification de réseaux de genes qui or
surreprésentées dans ’ensemble des intervalles de localisation des QTL identifiés et
des molécules qui pourraient avoir un role dans la reproduction de la vache laitiere.

- L’identification de genes individuels qui peuvent avoir un role dans la
reproduction.

emelle a travers

AN
=

eur influence directe (systeme reproductif, systeme endocrinien, période de
gestation) ou

v' Leur influence indirecte sur la fertilité et principalement des processus
métaboliques qui peuvent étre a I'origine du bilan énergétique négatif chez les
vaches laitieres hautes productrices. De tels processus métaboliques peuvent étre

liés a la synthese de triac
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Les résultats de primo-localisation de QTL de fertilit¢ femelle dans les 12 régions

génomiques SAM sont exposés, par race, dans le tableau E-1. Soixante dix-huit familles au

13 de race Montbéliarde. Le nombre de marqueurs utilisés pour chaque région est aussi donné

dans ce tableau.

a 16tiq ! ir chaqu 1 chromosomique sont présentées
I’annexe 3b. Les distances génétiques entre marqueurs sont celles publiées dans la base de
AniaanZac TTCTMMA Qi MNTT 2 fliininnnint Ta TANINDNOQOT ~ant L4L ALtnntlc nlhnsr 1o wans Dz 2 TT AT b ncim
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trois QTL significatifs (P<0,01) sur les chromosomes BTAO1, BTA02 et BTAO3 et trois QTL
suggérés (P<0,05) sur les chromosomes BTA06, BTA20 et BTA23. En race Normande, un

Aucun QTL n’a été détecté en race Montbéliarde.

Tableau E-1: Résultats de détection de QTL, par race et en utilisant le TNR281, réalisés

I"/‘Iﬁ(‘ II)(‘ ’7 r/;n;nmn ~ rnmncnm;rn:nn C

“uuUrey Lo 1 &I (/6 vvIre) oirur UIIDUA’UIILL%W(/L) KILALYE

—~ P N B Nombre de marqueurs

Chromosome | Prim’Hoistein | Normande | Montbéliarde ers
DT AN sksk sksk N A
D1MAVL AN “+
NT A NN e st T T o)
D1AUL o IN IN L
BTAO03 ok N N 4
BTAO06 * N N 3
BTAO07 N N N 3
BTA14 N N N 2
BTA15 N N N 3
BTA19 N N N 4
BTA20 * N N 5
BTA21 N * N 3
RTAI? k N N o)
PO W VAN 1N 1N P
BTA26 N N N 4

**: P<0.01

* 1 P<0.05

N : Non significatif

Il. Resultats de I'étude de cartographie

L’étude de primo-localisation a permis de mettre en évidence la présence de certains QTL
dans les 12 régions SAM. Une deuxieéme €étude, utilisant un plus grand nombre de marqueurs,

a été nécessaire pour affiner I’intervalle de localisation des QTL détectés. Pour cela, les

régions génomiques significatives ont été choisies parmi les autres régions pour réaliser une




étude de c:
régions concernent les chromosomes BTAO1, BTA(02, BTAO3 et BTA21.

Il est a noter que, pour les quatre chromosomes analysés, seuls les individus génotypés pour
au moins 60% des marqueurs ont été inclus dans I’analyse. Le nombre total d’individus

génotypés et ceux inclus dans 1’analyse sont décrits, par chromosome et par race, dans le

seuil de 5%, sont données dans 1’annexe 5.

Tableau E-2 : Description, par race et par chromosome, du nombre d’individus génotypés et
du nombre d’individus inclus dans les détections de QTL
Prim’Holstein Normande Montbéliarde Trois races
Individus Individus Individus Total des
génotypés génotypés oEnotvhés Sur Individus
Individus | surplusde | Individus | surplusde | Individus | = 200>~ |~ = """
totaux 60% de totaux 60% de totaux LI TR | ST 2
ac marqueurs pius a€ ou7o
marqueurs marqueurs %) de marqueurs
(%) (%)
BTAOL | 2095 2033 559 528 383 367 2928
(97%) (94%) (96%)
2051 538 373
BTA02 2099 (0RO 558 ORI 401 020 2962
\/U/U} \/U/U/ \/J/U}
1854 486 344
BTA03 2152 oz 552 PRGN 395 PN 2684
(86% (88%) (87%)
BTA21 | 1974 208 536 >= 353 N 2733
(95%) (97%) (97%)

1. Chromosome BTA(01

Traiq illa tra a_gant individiig ant Atd o ntundge nonr lag traig racag qnir la chramageamea
L1U1D 111111v uvlite O\.«lJL 111Ul viuud uvUllit viv 5 llUL)’lJ\.«D I_J\Jbll 1IUD LLULD 1davued dSul 1v villvinvosvilliv
BTAOI. Les analyses de détection de QTL ont inclus 2928 individus (génotypés pour au

moins 60% des marqueurs).

b) Carte génétique et densité en marqueurs

19

Neuf marqueurs ont été séiectionnés a 1'intérieur de Ia zone de primo-localisation et

2 P
oenotvpes St

..... u de 41 familles appartenant aux trois race:
o J I r

I’intervalle de localisation du QTL chez les races Prim’Holstein et Normande. Les analyses de
liaison se sont finalement appuyées sur 13 marqueurs microsatellites (en comptant les
marqueurs SAM). La densité en marqueurs est passée d’un marqueur tous les 20 cM a un

marqueur tous les 6 cM, en moyenne. Les distances génétiques entre les différents marqueurs,
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dans la figure E-1. Les distances génétiques deux-points entre les marqueurs sont relativement
similaires entre la carte génétique obtenue avec les données expérimentales et celle de la carte

USDA.
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Figure E-1: Cartes génétiques des marqueurs microsatellites de BTAOI obtenues avec les
données expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les distances sont
exvrimées encM) (b) et carte physique obtenue par blast des microsatellites surl ’assemblage
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¢) Résultats de I’analyse de liaison
(D Informativité du dispositif

Les courbes d’informativité globale du dispositif calculée pour chacune des races et par pas

1

Prim’Holstein, Normande et Montbéliarde.



races sont représentées dans les figures E-2, E-3 et E-4. Un QTL de fertilité femelle sur le

BTAOI1 a été détecté chez la race Prim’Holstein en utilisant les TNR90 et TNR281. La courbe
de F-Value de ces deux indices de fertilité présente deux pics dont le plus marqué est situé a

de fertilit¢ ont la méme allure (notamment en ce qui concerne la position des deux pics).
Toutefois, le QTL détecté avec le TNRIO est significatif (P<0,009) alors qu’il devient suggéré

(P< 0,019) lorsque les données du TNR281 sont utilisées pour la détection. L’estimation, par
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our les TNR90 et TNR281 ou le QTL est significatif. En comparant les deux
q peres sont déclarés hétérozygotes avec le TNRIO et quatre sont
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Tableau E-3: Valeurs des effets de substitution allélique et du test-t des familles
hétérozygotes (p<0,05) pour les TNR90 et TNR281 sur le BTAOI en race Prim’Holstein.

Indice de fertilité Famille Effet de substitution Valeur du test-t
3442 0,0311 2,5875
3481 0,017 2,5596
TNR90 3498 0,0141 2,9849
6865 -0,0217 2,1744
7210 0,0376 3,5225
3442 0,0402 3,1328
TNR281 3481 0,0177 2,5127
3498 0,0152 3,0098
7210 0,0325 2,8939
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igure E-2 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
le BTAOI chez ia race Prim’Hoistein. Les courbes de F-value correspondent aux TNR56
(courbe dessinée avec des carrés), TNR9Y0 (courbe dessinée avec des triangles) et TNR281
(courbe dessinée avec des croix). L’informativité des marqueurs est décrite par la courbe en
pointillés (I’axe des ordonnés de I’informativité est celui situé a droite de la figure). Les seuils
de significativité correspondants ont été obtenus par 10000 permutations. L’intervalle de
confiance est obtenu par bootstrap (10000 échantillonnages). Les marqueurs SAM utilisés

lors de la primo-localisation sont indiqués par des fleches.
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Figure E-3 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
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Figure E-4 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
le BTAOI en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-2. Les seuils de
significativité correspondants ont été obtenus par 1000 permutations.

(b) Modele 2-QTL
L’allure de la courbe de F-value obtenue pour la race Prim’Holstein avec les TNR9O et

1

R281 montre I’existenc
2
qui ségréguent a donc été testée. Les résultats de cette analyse sont présentés dans la figure E-

valeur de la statistique F qui teste le modele bi-QTL contre le modele uni-QTL (tableau E-4)
n’a pas atteint le seuil de significativité minimal de 5% et donc I’hypothese de I’existence de

deux QTL a été rejetée.

e ard

Tableau E-4 : Valeurs des statistiques F des deux modeéles « 2 QTL contre 0 QTL » et « 2
QTL contre 1 QTL » concernant les 26 familles Prim’Holstein du dispositif de 1’étude de
cartographie

Valaniw da la
Modele e Significativité
statistique F
Y ONTT .. NNTT 1 Q77 N~ ciginifinanesf
L4 J1L VYU JI1L, 1,0/ INOUIL blglllllbdul
2QTLvs 1 QTL 1,63 Non significatif




Figure E-5 : Profil des courbes de F-value pour chaque couple de positions sous le modéle
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marqueur de la carte génétique utilisée dans [’étude de cartographie).
2. Chromosome BTA02

a) Données de génotypage analysées
Trois mille cinquante-huit individus ont été génotypés pour les trois races et pour les 13

microsatellites sur le chromosome BTAO2. Deux mille neuf cent soixante-deux individus sont

b) Carte génétique et densité en marqueurs
Treize marqueurs ont été sélectionnés dans une région incluant celle de la primo-localisation
et ont été génotypés sur les 41 familles du dispositif de cartographie. En incluant les

marqueurs SAM, I’analyse de liaison sur ce chromosome s’est finalement appuyée sur 16

marqueurs microsatellites augmentant ainsi la région couverte par les marqueurs de 30 cM a
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entre les deux premiers marqueurs : DIK1081 et DIK4334 d’une part et le troisitme marqueur
DIK2496 d’autre part (Figure E-6). Les deux premiers marqueurs ont donc été €éliminés de

I’analyse de liaison lors de I’étude de cartographie. La région couverte par les marqueurs est
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I’USDA et celles issues de la carte physique de l’assemblage Btau_4.0, sont indiquées dans la
figure E-6. Les distances deux-points entre les marqueurs sont relativement similaires entre la

carte génétique expérimentale et celle de la carte USDA pour toutes les paires de marqueurs

jacents sauf pour la paire de marqueurs BM2113- IDVGA-2 ou la différence entre les deux
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données expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les di stanc sont
S 50

VNPT SO C AAAN L\ ot it Py AVISRS SR Ay Ao P

EXPT imées en cM) (b) et carte yny.)tqmc ovteniie par viast aes microsatellite
bovin (Btau_4.0) (les distances sont exprlmees en Mégabases) (c). Certains marqueurs n’ont

pas pu étre ancrés sur cet assemblage. L’origine des cartes génétiques ((a) et (b)) est celle de
la carte génétique de USDA.

s marai
TS el G u

¢) Résultats de I’analyse de liaison
(D Informativité du dispositif
La courbe d’informativité globale du dispositif, calculée pour chacune des races et par pas de
1 cM le long de la région couverte par les deux marqueurs extrémes, est représentée dans les
figures E-7, E-8 et E-9. L’informativit¢é moyenne des marqueurs est de 0,73 + 0,11, 0,70 %

0,16, 0,73 + 0,08, respectivement pour les races Prim’Holstein, Normande et Montbéliarde.
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Les courbes de F-value obtenues avec les TNR90 et TNR281 ont la méme allure a la méme

2

position mais n’atteignent pas le seuil de significativité de 5

de S
QTL suggéré est détecté avec le TNRIO (P<0,048) et le TNR281 (P<0

plus télomérique. La position de ce pic se situe a 115 cM (é coté de BM2113). L’estimation
par la méthode de bootstrapping (10 000 échantillonnages), de I'intervalle de confiance du

QTL détecté avec le TNR281, identifie une localisation moyenne du QTL a 87 cM et un

ICos9, compris entre 49 et 135 cM c'est-a-dire sur tout I’intervalle couvert par les marqueurs.

hétérozygote que pour le TNRYO (tableau E-5)
Tableau E-5: Valeurs des effets de substitution allélique et du test-t des familles
hétérozygotes (p<0,05) pour les TNR9YO et TNR281 sur le BTAO2 en race Prim’Holstein.
Famille Effet de substitution allédlique | Valeur du test-t
Indice de fertilité SO e A IR
3468 0,0166 2,7265
3481 -0,0108 2,2134
TNRS6 3502 -0,0105 1,966
5245 -0,0162 2,0852
6109 -0,0305 2,6167
6865 0,0209 2,5433
3487 0,0196 2,3549
TNR90 3480 -0,0267 2,5939
3514 -0,0277 2,7497
6865 0,0228 2,5949
3468 0,0152 1,9769
TNR281 3480 -0,03 2,8793
3514 -0,0267 2,5084
6865 0,0257 2,7049
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Figure E-7 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
BTAO2 en race Prim’Holstein. Les courbes de F-value correspondent aux TNR a 56 (courbe
dessinée avec des carrés), 90 (courbe dessinée avec des triangles) et 281 jours apres IA
(courbe dessinée avec des croix). L’informativité des marqueurs est décrite par la courbe en

pointillés (I’axe des ordonnés de ’informativité est celui situé a droite de la figure). Les seuils
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Figure E-8 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
BTAO2 en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-7. Les seuils de
significativité correspondants ont été obtenus par 1000 permutations.
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Figure E-9 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle sur
BTAO2 en race Monbéliarde. La légende est identique a celle de la figure E-7. Les seuils de
significativité correspondants ont été obtenus par 1000 permutations.

3. Chromosome BTA21

de cartographie (Figure E-10). Au total, cinq marqueurs sont disponibles pour 1’étude de

‘\ - R ]

cartographie (en comptant ies microsateiiites SAM). La taille de ia région couverte par ies

La densité en microsatellites quant a elle, n’a pas augmenté étant donné que seulement deux
marqueurs ont été ajoutés pour une distance ajoutée de 31 cM. La densité en marqueurs est
passée de un marqueur tous les 11,5 cM a un marqueur tous les 13,5 cM. Les distances
génétiques entre les différents marqueurs, obtenues avec les données du dispositif
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carte physique de 1’assemblage Btau 4.0, sont présentées dans la figure E-10. Les distances



expérimentale et celle de la carte USDA pour toutes les paires de marqueurs adjacents.

(b)
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Figure E-10 : Cartes génétiques des marqueurs microsatellites du BTA21 obtenues avec les
données expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les distances sont
exprimées en cM) (b) et carte physique obtenue par blast des microsatellites sur I’assemblage
bovin (Btau_4.0) (les distances sont exprimées en Mégabases) (c). CSSMOI18 n’a pas pu étre
ancré sur cet assemblage.

) Résultats de I’analyse de liaison

(1) Hétérozygotie des peres pour les marqueurs et informativité du
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Résultats de détection de QTL

(a) Courbes

Les courbes de F-value
races sont représentées dans les figures E-11, E-12 et E-13. Aucun QTL de fertilité femelle
n’a été détecté pour les différents TNR en races Prim’Holstein et Montbéliarde. En race

Normande, un QTL de fertilité femelle est détecté pour le TNRS56 (P<0,048). Le pic de la



courbe de F-value obtenu avec le
marqueur DIK2492 (Figure E-12).
L’estimation, par la méthode de bootstrap (10 000 échantillonnages), de l’intervalle de
confiance du QTL détecté a donné une localisation moyenne du QTL & 32 ¢cM environ et un

intervalle de confiance a 95% (ICos¢,) compris entre O et 64 cM.

(b) Statut des peres au QTL
Un seul pere de famille : le 1537 est déclaré hétérozygote (P<0,05) pour le QTL détecté sur le
T 1 . T T m, 1.1

o T AT - NI Z 7 7 . - b VN
CNromosome b1 ALl aveC 1€ 1 INKROO (14Di€au £-0).

Tableau E-6 : Valeurs des effets de substitution allélique et du test-t de la seule famille
hétérozygote (p<0,05) pour le TNR56 sur le BTA21 en race Normande.

Effet de substitution | Valeur du test-t
Indice de fertilité Famille s
aliélique
INRS6 1537 0,0263 35,0506
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Figure E-11 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
sur BTA2len race Prim’Holstein. Les courbes de F-value correspondent aux TNR a 56
(courbe dessinée avec des carrés), 90 (courbe dessinée avec des triangles) et 281 jours apres
IA (courbe dessinée avec des croix). L’informativité des marqueurs est décrite par la courbe

en pointillés (I’axe des ordonnés de l informativité est celui situé a droite de la figure). Les
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marqueurs SAM utilisés lors de la primo-localisation sont indiqués par des fleches.
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Figure E-12 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
sur BTA21 en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-11. Les seuils
de significativité correspondants ont été obtenus par 5000 permutations.
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Figure E-13 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle

sur BTA21 en race Montbéliarde. La légende est identique a celle de la figure E-11. Les
seuils de significativité correspondants ont été obtenus par 5000 permutations.
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a) Données de génoty

N [

page analysées
Trois mille quatre-vingt dix-neuf individus ont été génotypés pour les trois races sur
chromosome BTAO3. Toutefois, certains marqueurs de ce chromosome n’ont été génotypés

im’Holstein (INRA3015, INRA3012, INRA3013, DIK4193, BMS2904 et

= = i == 5 vt 5 > Sty AV &

DIKO069), alors qu’un seul marqueur a été génotypé chez les races Normandes et
agit Aa MCKAMATN T 1o civ ~ont A11atnea
AzZlIl UC UL U044 1V, JOUA LT dIA LUl uau©-

vingt quatre individus sont inclus dans les analyses (individus génotypés pour au moins 60%

des marqueurs ; Tableau E-2).

h) Carto géndtiane at dancitéd an marananre

IJ} AL Ly svll\/‘l\iu\f LU VUL IIJILL VAL 111Qaan \i“\/“l >4
Vingt-deux, 18 et 18 marqueurs ont été s€lectionnés, a 1’intérieur de la région de primo-
localisation et génotypés respectivement, en race Prim’Holstein, Normande et Monbéliarde

En incluant les marqueurs SAM, ’analyse de liaison sur ce chromosome s’est finalement

carte physique de 1’assemblage Btau_4.0, sont indiquées dans la figure E-14. L’ordre des

marqueurs sur la carte génétique est en accord avec celui de la carte physique pour tous les
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Figure E-14 : Cartes génétiques des marqueurs microsatellites du BTAO2 obtenues avec les
données expérimentales (a), a partir de la base de données publique USDA (les distances sont
expi‘r‘ié es eit cM) ( b ) et carte ph y.)tqmc ubte 1iie pa" blast des mw"osatellttes sur assemibl "ge

\

pas pu étre ancrés sur cet assemblage. L’ordre des marqueurs de la carte genetzque est en
accord avec celui du dernier assemblage sauf au niveau de INRAOO6 et de INRA3015.

o Dacniltate da Panalvga da lHaicnn
C) RESULtatls Ge 1"anaiyse Ge iaison
(1) TnfAavrmmativitd v dignngitif
(1) mirormativiitc au aisposiii
T .a courhe d’informativité olohale dun dignocitif calculée nour chacune deg races et nar nag de
La couroe a'imrormativite giobale du disposilii, calculee pour chacune des races €t par pas de

[E—

cM le long de la région couverte par les deux marqueurs extrémes, est représentée dans les
figures E-15, E-16 et E-17. L’informativité moyenne des marqueurs est de 0,71 £ 0,17, 0,69 +

0,14 et 0,77 £ 0,12 respectivement pour les races Prim’Holstein, Normande et Montbéliarde.

(a) Résultats de détection de QTL

(i)  Courbes de F-value
Les courbes de F-value correspondant aux TNR56, TNR90 et TNR281 pour chacune des trois

races sont représentées dans les figures E-15, E-16 et E-17. Un QTL de fertilité femelle a été
Adtartd an rare Drim’Halgtain avar la TNIRON (DN NT1KY at 1a TNRIQT (DN NKY T aqg niecg dag
ULiLLULL Ul 1dvu 111l 11VISWLLL daVUeL IU LININJVU (1 NVULU LU ) UL IV 1LININGO L \1L NV,VUJU J. LD PIUD uvo
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ILSTS096) (Figure E-15). L’estimation, par la méthode de bootstrap (10 000

o

échantillonnages), de I'intervalle de confiance du QTL détecté avec le TNR90 a donné une

localisation moyenne du QTL a 25 cM et un ICqs¢, compris entre O et 58 cM.

(i1)  Statut des peres au QTL
T ac nareag da familla 444D AT70Q A148 ot A181 annt dir~larda Atadran7zvaonteag (PN NR) nonir la
LD P\JL\JO UL 1daliiiv T T Ly Tl &/, ULTTY UL ULJU 1 OULIL ULviadl vy ll\uLULULJEUL\/O \l. \U,\.IJ/ PUUI i
QTL détecté avec le TNR90O et TNR281. Le pere 3514 est déclaré hétérozygote avec le

Tableau E-7: Valeurs des effets de substitution allélique et du test-t des familles
hétérozygotes (p<0,05) pour les TNR90 sur BTAO3 en race Prim’Holstein lors de 1’étude de
cartographie.

. xess . Effet de substitution
Indice de fertilité Famille . Valeur du test-t
ailéiique
3514 0,0187 1,96
TNR9O 4442 0,0217 2,89
4729 0,0178 2,05
6145 -0,0213 2,45
6151 -0,0279 2,84
4449 0,0195 2,4544
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Figure E-15 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle

sur BTAO3 en race Prim’Holstein. Les courbes de F-value correspondent aux TNR a 56
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(courbe dessinée avec des carrés), 90 (courbe dessinée avec des triangles) et 281 ]ours apres

TA 7/~ 223 50 2C AV P R e 4 S50 13 -

1A (cuiuuc dessinée avec des u‘UM‘/ L uyur‘muuww des marqueurs est décrite par la courb
en pointillés (I’axe des ordonnés de ’informativité est celui situé a droite de la figure). Les

seuils de significativité correspondants ont été obtenus par 10000 permutations. Les
marqueurs SAM utilisés lors de la primo-localisation sont indiqués par des fleches.
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Figure E-16 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
sur BTAO3 en race Normande. La légende est identique a celle de la figure E-15. Les seuils
de significativité correspondants ont été obtenus par 1000 permutations.
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Figure E-17 : Résultats de cartographie, par analyse de liaison, du QTL de fertilité femelle
sur BTAO3 chez la Montbéliarde. La légende est identique a celle de la figure E-15. Les seuils
de significativité correspondants ont été obtenus par 1000 permutations.
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L’étape de cartographie 2 moyenne résolution a permis, dans un premier temps, de réduire les
des

intervalles de localisation QTL sur les chromosomes BTAO1, BTA02, BTAO03. Ce travail
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chez les bovins, en particulier ceux de faible héritabilité tels que la fertilité femelle. L’étape
suivante a consisté a réaliser une cartographie fine des QTL détectés afin de pouvoir affiner la

région de localisation des QTL permettant de réaliser des études de genes candidats.

lll. Cartographie fine de QTL de fertilité femelle

T 9z 121

"évolution considérable des technologies de génotypage a haut débit utilisant ies SNP et ia

la mise a disposition de la puce « Bovine SNP50 » d’Illumina, tous les autres chromosomes

mtinn T A traxrad

-

i. Cartographie fine de QTL de fertilité femelle sur ie BTA03
La cartographie fine du QTL de fertilité femelle sur le BTAO3 a été faite en utilisant 437 SNP

726 famillee Prim’Holgtein
rfamilies rrim Hoistein

Ce travail a fait ’objet d’une publication (Druet et al., 2008). Dans cet article, la courbe

™T

t d’u
obtenue par analy e LDLA montre huit plCS qu1 s’étendent sur la I'CglOl’l COl’IlpI'lSC entre 1 1,5
3 ble

et 35 ¢cM du A03 (Ta

au E-8, figure E-18). Le regroupement d’haplotypes des peres
hétérozygotes a toutefois permis de considérer que ce sont les pics 1, 2, 4 et 5 de la courbe
LDLA (situés respectivement a 11,68, 16,87, 23,12 et 25,55 cM) qui sont les plus intéressants
(Druet et al., 2008). L’analyse LDLA mentionnée dans la partie IV-1 de « matériel et
méthodes » (S. Fritz, communication personnelle) situe le QTL de fertilité femelle dans la
,1 cM et 19,9 cM c'est-a-dire dar

deuxieme et le troisieme pic de la publication mentionnée ci-dessus.
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et le TNR90 comme phénotype de fertilité femelie (d'apreés Druet et al., 2008).
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Figure E-18: Résuitats de [’analyse LDLA obtenus sur un dispositif de 17 families
Prim’Holstein, avec le panel de 437 SNP et en utilisant le TNR90 comme phénotypes de
fertilité femelle. La courbe LDLA montre huit pics situés dans l’intervalle compris entre 11,68
cM et 34,86 cM (Druet et al., 2008).

2. Cartographie fine de QTL de fertilité femelle a travers tout le
génome en utilisant la puce Illumina « BovineSNP50 »

Au cours de cette these et plus précisément pendant la phase de séquencage des six genes
candidats cités précédemment, une puce commerciale comprenant 54000 SNP a été rendue

publique. Il s’est donc avéré plus judicieux d’utiliser cette puce pour faire des détections de

OTT  infliiancan 1Q 1c\111~n oa
i uuluuu\;aut yu iculs  Cat

BovineSNP50 d’Illumina (appelée par la suite puce Illumina) présente 1’avantage de couvrir
le génome dans son ensemble. Cette puce a été utilisée sur un dispositif composé de 1800
taureaux d’IA Prim’Holstein, de 800 taureaux d’IA Normands et de 750 taureaux d’IA de
race Montbéliarde (Projet CartoFine financé par I’ANR et APIS-GENE). Seuls les résultats de



LDLA et dépassant le seuil de 1% ont ét€ trouvés sur différentes régions génomiques avec

R &

es
deux types d’indices. Un résumé des résultats obtenus avec les deux types d’indices est
présenté dans les tableaux E-9 et E-10.

Des pics significatifs ont été détectés sur les chromosomes 1, 2, 3,4, 6, 8,9, 11, 14, 15, 18, 19

et 28 avec I’index de fertilité « vache »et sur Ies chromosomes 2, 5,7, 9, 10, 12, 14 et 22 avec
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indices de fertilité femelie « vache » réalisée par ia SGOA. Ce tableau décrit ia position des
SNP ou des pics significatifs (P<0,01) ont été détectés. La premiére colonne décrit e numéro
du chromosome, la deuxiéeme décrit I’identifiant du SNP correspondant au pic détecté, les
troisieme et quatrieme colonnes décrivent respectivement, la position (en Mb) et la valeur du

LRT du pic.

Position du pic . .
oA A aeer 4 ORI .o S Variance expliquée par le
DIA raenuilant_»INr ('1(‘:\ 1'a ALO/I:I;E)(\: LK1 OTL

LDLA (IVib) -
i 156 7,2375 13,4727 0,0489
2 120 6,1163 10,9175 0,0276
2 149 8,3859 13,6488 0,0306
2 160 8,9484 11,0619 0,0304
2 224 13,4194 24,5736 0,0441
2 251 14,9454 22,5508 0,0426
2 268 15,8212 22,3349 0,0423
2 293 17,5517 15,8554 0,0221
2 312 18,665 16,0475 0,0422
3 1746 114,5163 11,1143 0,0327
3 1782 116,3449 9,3812 0,0325
3 1798 117,399 10,3619 0,0209
4 1064 67,1258 15,6844 0,0506
4 1099 69,1303 10,367 0,0217
6 1612 101,2925 9,1619 0,0359
6 1636 102,6684 11,0335 0,0395
6 1668 104,2663 10,3138 0,0359
6 1692 105,5721 9,5139 0,0246
8 88 5,2775 9,5597 0,0347
9 774 53:,8881 9:6335 020286
9 850 58,2004 9,2131 0,0382
9 1004 67,2926 9,5778 0,0276
il 1534 92,7193 9,8122 0,0297
i4 626 32,005 10,3859 0,0369
14 666 35,3497 16,2236 0,0486
14 686 36,5238 10,8659 0,0326
14 700 37,6375 10,9267 0,032
15 376 24,9308 9,8072 0,0255
15 552 33,6629 13,2345 0,0482
15 578 35,2243 17,1255 0,0416
15 636 38,7236 10,3714 0,0314
18 392 21,9917 12,0671 0,0246
18 430 23,8241 11,3307 0,035
18 712 41,6038 10,1668 0,0311
18 772 45,5755 12,4079 0,0225
18 838 49,2959 10,3146 0,0216
18 940 55,0699 14,4156 0,0475
18 956 56,1081 12,6902 0,0341
18 976 57,3928 15,7446 0,0287
19 722 45,0939 10,1885 0,027
19 764 47,2974 10,2703 0,0349
28 606 36,3384 10,4283 0,0354
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d L, ummu et
index de fertilité « génisse » réalisée par ia SGQA. Le descriptif des colonnes est ie méme

que celui du tabieau E-9.

BTA | Identifiant SNP | Position (Mb) LRT Va";‘";cleeeép;f'“ee
2 120 6.1163 11.8233 0.0374
5 488 33.5356 10.9677 0.1431
5 606 43,6431 11.8143 02727
7 197 10.8374 10,1581 0.2378
9 63 3.4463 11.4278 0.0725
10 654 41,0514 102323 0.0706
10 700 44.2194 11.862 0.1296
10 772 477023 17,3644 0.1451
10 786 48,2647 12,7732 0.1459
10 843 51,6276 11.0737 0.0978
10 864 52.3224 9.346 0.0759
12 374 25,0485 0.8965 0.0621
12 430 29.2955 0.2243 0.0372
12 514 35.6608 0.7643 0.0628
12 814 55.3057 12,2426 0.0385
12 836 56,5325 10,5442 0.0358
2 874 58.7053 12,1125 0.0553
14 176 6.601 11,1547 0.0399
% 046 58.1517 0.0274 0.0527

IV.Etude des genes candidats posmonnels et fonctionnels
1. Etude de genes candidats sur le BTA03

a) Ancrage de ’intervalle de localisation du QTL sur les génomes,
humain et murin

n(n 1\/Tk 1( 70 N
1y 19,7 U

s - e
a rdoginn 1 173t
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1
1s

compris entre 157,97 et 154,82 Mb du HSAO1. Le bloc de synténie conservé avec la région
d’intérét du BTAO3 chez I’homme, contient 78 séquences de référence (RefSeq).
Les données de cartographie comparée entre I’intervalle [10,93 Mb-15,70 Mb] du BTAO3 et

le génome de la souris ont montré que ce bloc du BTAO3 est principalement conservé avec

1 < BV R | it et v irinince s NARNAT TN -4+ AANAT TN T 9 11 r1MNnoNn ANAL 1N 1
acux PUrl.l()Ilb ae LIerIIlUSOIIlCS INurins . iviivivuul €U IVIIVIUUD. L 1INCrvalic [ 19,72 IViD-14,01
Mb] du BTAOQ3 est conservé avec ’intervalle [167,06 Mb-175,20Mb] du MMUO1 tandis que

I’intervalle [12,66 Mb-15,70 Mb] du BTAO3 est conservé avec ’intervalle [86,80 Mb-87,86
Mb] du MMUO3. Toutefois, il existe des micros remaniements qui peuvent aussi étre dus a

des problemes d’assemblage de séquences, entre quelques portions de cette région du BTAO3




et d’autres chromosomes murins. Le bloc de synténie conservé avec la région d’intérét du
BTAO3 chez la souris, contient 151 séquences de référence murine (RefSeq MMU).

T
Ll

Ll

Click on a feature for detalls. Click on base position to zoom in

= around cursor. Click gray/blue bars on left for track options and

" descriptions.

Figure E-19 : Résultats de l’ancrage de la région [10,93 Mb-15,70 Mb] du BTAO3 sur les
génomes humains et murin a partir de la base de données UCSC. Cette figure montre que la
région étudiée est conservée principalement avec des régions du HSAOI (en couleur marron)
et avec des régions du MMUOI et du MMUO3 (en couleur marron pour le MMUOI et vert

cette réoion du RTAO3 ont 818 obtenues d nartir de cette méme hase de donndes
réegion du b ont ete obtenues a partir e meme base de donnees
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E-11. Un récapitulatif de ces résultats est présenté dans le tableau E-12. Deux, 13, 20, 1,8 et O

QNID st L4 f L4 4L Acinartiiraaaint it lac odivac DAMNMD 4 ANATWYV1 QDNT A1 QII M1 AMAD1
OINIE OLIL CLC UCLCCLCS ICSPCCLLVELICIIL pOul 1CS ZBCIICS FAVYRND, IVI1 AL, OFINAL, dCl, AIDARNI
et TPM3. Tous les polymorphismes détectés dans les régions séquencées sont situés dans des

exoniques du gene ADARI, une seule mutation est non synonyme et elle est a 1’origine d’un
changement de 1’acide glutamique (E) (acide aminé acide et chargé négativement) en lysine
(K)( acide aminé basique et neutre).

Au total, 39 polymorphismes ont été trouvés dans des régions introniques. Parmi les SNP

-

trouvés, 10 SNP sont concordants avec le statut, a priori, des individus au QTL : 1 SNP dans
la région régulatrice du PAQRG6, 1 SNP dans la MTX1, 7 SNP dans SPNAT et 1 SNP dans



Tableau E-11 :

Résultats détaillés de séquencage des six génes candidats

SNP a profil | Nature de 1Ia
Géne-Exon SNP | Type | Pools hétérozygotes | Position | Région :’?‘:fat!-;ﬁles tatut  au i(::f:n;z s SNP
QTL exoniques)
MTX1 EX1 > G>C P1,P2,P3, P4 790 Intronique 0
- G>T P1, P2, P3 P4 02 Intronigue
G>A | Pl 1188 Intronique
MTX1 EX2-3 3 G>A | P2 1326 Intronique | O
C>T | Pl 1662 Intronique
C>T P1,P2, P3, P4 2948 Intronique
G>A | P2,P3 2984 Intronique
G>C P1,P2 3142 Intronique
MTX1_EX4-5-6 | 7 G>A | P2 3498 Intronique | 1
T | P2 3505 Intronique
G>A | P2 3524 Intronique
C>T Pi, P3,P4 3546 Intronique
MTXi_EX7-8 i C>T Pi, P2, P3, P4 3955 intronique | O
PARD_ISCEIOn | G>A | P1,P2 268 1
1CZuUlduLiCe
PAQR6_EX1-2 | 0O - - -
CsT
PAQR6_EX3-4 | 1 o Intronique | O
PAQR6_EX5-6 |0 - - -
TPM3_EX4-5 0 - - -
TPM3_EX6 0 - - -
TPM3_EX7-8 0
TPM3_EX9 0 - - -
G>A | P3,P4 20544 Intronique
T | P3 20600 | Intronique
SPNA1_EX16 5 A>SC P3, P4 20644 Intronique | 2
G>T | P3 20682 | Intronique
CT | P3 20752 | Intronique
SPNAIEX28- | . | 7L | PhP2 00080 | Intronique |
29 ok e ol s
J~ 1ri,1 4 ITVL T 4 JJlLlUlllLll«lU
SPNA1_EX28- ’ T P1,P2,P3 75172 | Intronique 0
29 C>T P1, P2, P3 75392 Intronigue
SPNA1_EX33- G>C | P1,P2,P3 75454 | Intronique
34 2 AST P2, P4 75530 Intronique 0
SPNAI EX36 5 G>A | P1,P2 81068 Intron%que i
- C>T P1, P2, P3, P4 81071 Intronique
C>T P1, P2 83402 | Intronique
G>A | P1,P2,P3,P4 83465 Intronique
SPNA1_EX_37- 6 C>T P1,P2 83533 Intronique ’
38 C>T P1, P2, P3, P4 83579 Intronique
A>SC Pi, P2, P3, P4 83606 Intronique
G>A | P1,P2,P3,P4 83667 Intronique
SHC1_EX4-5-6 | 1 G>A | PL,P2 2167 Intronique | 1
SHC1_EX7 0
ADAR1 EXla 1 C>T P1,P2,P3, P4 634 Exonique 0 Synonyme
G>A | P1,P4 1468 Exonique Non synonyme
ADAR_EXI1b 2 0 (EenK)
G>A | P2 1552 Intronique
ADARI1_EX3 0 - - - - -
G>C P1, P2, P3, P4 4734 Intronique
ADAR1 EX4-5 | 4 G>A | P1,P2,P3,P4 4905 Exon@que 0 Synonyme
- C>T P1, P2, P3, P4 5209 Exonique S
A>C | P1,P2,P3,P4 16977 | Intronique ynonyme
ADARI1_EX9 1 G>A | P2, P4 17034 | Intronique | O
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Figure E-20 : Position des six genes candidats sélectionnés par rapport a la courbe obtenue
LDIA av , 2008). Les six opnpv
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pai alyse LDLA P su
candidate cont citude ontre lp ouvrbmo ot ’o AuAtriome nic
candidats sont situés entre le deuxieme et le quatrieme pic.
Mealidonws: L' 1Y o Dbnsinitsslntif Aoc whosiltmta Ao cbatinmmmmern Ao catv cadmoa ez As A vt
ifTaoleau Li=14 Nnecu, LLMLUHJ UeES rexuLiudly ue e MCIL%LLSC aedy dIA SCII»C.) cariaidadl
Nombre Taille Nombre de SNP a
Gene d’exons du séquencée Nombre de profil compatible SNP
gene (taille q’Kb \ SNP trouvés avec le statut au exoniques
en Kb) A0) QTL des individus
PAQRG6 7 (18,8) 2.8 2 1 0
MTX1 8 (4,8) 2,8 13 1 0
SPNA1 50 (75,6) 5,6 20 7 0
QOYY M1 1N 7Q DN\ N Q 1 1 n
hNis L1031 12{0,3) 2,0 1 1 U
ADARI1 15 (22,6) 5,6 8 0 4
TPM3 9 (20,9) 2,8 0 0 0

C) u é
Afin de vérifier si les neuf SNP situés dans des régions introniques et concordants avec le
statut au QTL des individus, se situent dans des sites putatifs de fixation de facteurs de
transcription, une étude de comparaison a été faite entre les séquences contenant les 10 SNP

et des sites de fixation de facteurs de transcription chez des organismes modeles tels que la




souris

. 1, K IR TS B S 19,344 1. T al~lal
ou 1d UlUbU]_J 111C d 1 41uc au lUglL«lCL

(httn://'www.cbrc.ip/research/db/TEFSEARCH html).

Cette étude a montré que les neuf SNP sont situés dans des régions homologues a des sites de

fixation de trois types de facteurs de transcription dont les plus importants sont (tableau E-

13):

HSF (Heat Shock Factor) : facteur de transcription qui régule I’expression

A,I'IY\ orNniitna 1'113 nrr\hﬁ%nnc . ]ﬂ(‘ o aat (‘]“\f\f‘l’ nroafaing cnrnvnr;mc’lna ]f\f‘(‘f‘l'lﬂ ]ﬂ(‘
ulil 81\}\.& v uv tJlUL\/lll\/O « 1VO W llvdal osiuivueinn PLUL\JLIID 7 OUL\/AtJLlLllVVO 1Vl D\iu\/ ivo

cellules sont exposées a des températures élevées ou a d’autres types de stress.

ADRI (Alcohol Dehydrogenase gene Regulator I) : facteur de transcription
contrdlant un grand nombre de fonctions régulatrices dont le gene ADH?2

(glucose repressible alcohol dehydrogenase) impliqué dans le métabolisme du

z

e facteur de transcription est impliqué dans plusieurs fonctions biologiques

les réponses immunitaires.

(“‘A‘rn

m_11_____ T 12 . D /. | P q. 12 7. i S B I S L . 4 Y N s d N 4+ 71 . r
raoteau L-15 . Kesulldls de L elude d nomologie enire Les sequences contenanl Les neu vI-
et des sites de fixation de facteurs de transcription chez des organismes modéle.

Position du SNP (profil Nom du facteur de transcription
Gene-Exon compatible | T T T O P % d’homologie
Avec le statut au QTL) (espece)
MTX1_EX4-5-6 3142 - -
SPNAI EX16 20544 HSF (Drosophila melanogaster) 100
- 20644 - -
SPNA1_EX28-29 69980 ) )
- 70272 GATA-3 (Homo Sapiens) 87,3
SPNA1_EX36 81068 -
SPNA1 EX 37-38 ggggg Adrl (Drosophl{a melanogaster) 1(_)0
SHC1_EX4-5-6 2167 HSF (Mus musculus) 87,3
2. Etude de geénes candidats sur I’ensemblie du génome

Les résultats des analyses LDLA faites avec les deux index de fertilit€é « vache » et

« génisse » en race Prim’Holstein a permis de faire une étude a travers le génome des genes

candidats qui pourraient étre impliqués dans la baisse de la fertilité femelle chez cette race.

Les genes ont été sélectionnés dans une région de 2 Mb encadrant les pics des courbes LDLA

identifiés selon les criteres décrits.
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données de IPA, a la fonction biologique en question.

Les figures E-21 et E-22 décrivent les fonctions bioiogiques ies pius surreprésentées dans ia

es introduite a IPA avec les deux index de

2a il . 2 Sy

b) Fonctions bioiogiques surreprésentées par ia lisie de genes
identifiés avec I’index de fertilité « vache »

Plusieurs réseaux de génes impliqués dans différentes fonctions biologiques, identifiés a partir

de la liste de genes introduite a IPA avec 1’index fertilit€é « vache », apparaissent ; toutefois,

a
a v

pas
1

autrement dit, les fonctions biologiques identifiées avec la liste de génes introduite a IPA en

utilisant I’index de fertilité « vache », n’est pas surreprésentée par rapport au reste du génome.

Renal Mecrosis/Cell Dieath P---I

ardiac Irnflammiation

Cardiac Darmage
Cardiae Filarssis |
Cardigc Proliferation
Slererular Trjury
Liver &dhwsion
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Figure E-21 : Représentation graphique des fonctions biologiques les plus surreprésentées
dans la liste de génes identifiée obtenue avec l'index de fertilité « vache ». Les valeurs de —
log (p-value) montrent qu’il n’y a pas de fonctions biologiques significativement
surreprésentées dans la liste introduite, par rapport au reste du génome.
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¢) Fonctions biologiques surreprésentées par
identifiés avec I’index de fertiiité « génisse »

Toutes les «p-value » des 10 fonctions biologiques surreprésentées dans la liste de genes

identifiés, par rapport au reste du génome, obtenue avec 1’index de fertilité « génisse »
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Figure E-22: Représentation graphigiie d
surreprésentées dans la liste de génes identifiée obtenue avec l’index de fertilité « génisse ».
Le seuil de significativité est indiqué par la ligne orange. Toutes les fonctions biologiques
listées dans cette figure sont significativement surreprésentées dans la liste introduite, par
rapport au reste du génome.
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cartographie fine, obtenus par la puce Illumina
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a) Inventaire des génes présents dans les intervalles de localisation
des QTL identifiés

D Inventaire des genes présents dans les intervalles de localisation des

Un total de 5652 identifiants de g
dans les régions encadrant 1 Mb de part et d’autre des pics obtenus par analyse LDLA avec
I’index de fertilité « vache » sur tout le génome bovin. La répartition du nombre de pics et du

nombre d’identifiants, par chromosome est indiquée dans le tableau E-14.
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(41
sont surreprésentés. A partir des 5652 identifiants introduits dans IPA, 4006 ont été assignés a

des genes (et donc cartographiés). A partir de ces 4006 identifiants, 1349 molécules de
différents types (enzymes, cytokines, des canaux ioniques, protéines...) ont été identifiées. La
différence entre le nombre d’identifiants assignés (4006) et le nombre de molécules

identifi€es (1349) sont principalement dues a la redondance de la liste des identifiants en input

Moaldorz: LI A o A andasas A5 sntnc D-NNTY J,0 ~mzize .5 TIDT A 54 A3 At vt Ao aSmoc
Tavieau L-1i4 . [(vomore ac picy (r<<v,uij des courves k. € dlacricyjiartt a Serned
récupérés, par chromosome, sur tout le génome bovin avec l’index de fertilité « vache » (8.

Nombre
Chromosome | Nombre de pics d’identifiants de
genes
i i 102
2 8 646
3 3 437
4 2 160
6 4 331
8 1 50
9 3 162
i1 1 47
14 4 147
15 4 232
18 10 2797
19 2 496
28 1 45
Total 44 5652

2) Inventaire des genes présents dans les intervalles de localisation des
QTL identifiés avec I'index de fertilité « génisse »
Un total de 1960 identifiants de genes a été récupéré dans les régions encadrant 1 Mb de part
et d’autre des pics obtenus, par analyse LDLA avec la puce Illumina 50K, sur tout le génome

bovin. La répartition du nombre de pics des courbes LDLA (P<0,01) et du nombre



Tableau E-15: Nombre de pics (P<0,01) des courbes LDLA et d’identifiants de genes
récupérés, par chromosome, sur tout le génome bovin avec l’index de fertilité « génisse » (S.
Fritz, communication personnelle).

Chromosome | Nombre de pics Nombre d’{dentlﬁants de
genes
2 1 147
5 2 354
7 1 337
9 1 51
10 6 487
12 6 421
14 1 55
22 1 108
Total 19 1960

L, . N . oge .
h) Sélection de odneg candidatge nagitionnelcs ot fonctionnels dang
o) Seleclion de genes candigats peositionnels et fonclionnels dans
log intarvallag da Incalicatinn idantifidc
AUD 111LVE YALIUVD ULl 1vvdiioaQuivil 1uvLiiuiiivo

(1) QAlantinn Ao adnag randidate nagitinnnalge at FAanctinnnalg idantifilAg avan

(1) SCICCioN ¢ gences Canaiaats positioniicis ¢l ionClioinneis iacitiiics avee

y- el

I’index de fertilité « vache »

Tableau E-16 : Nom, localisation et processus biologique des génes candidats positionnels
et fonctionnels identifiés avec l’index de fertilité « vache » en utilisant les résultats de
cartographie fine obtenus avec la puce 50K.

Position
moyenne
Nom du gene Symbole | BTA sur le Processus biologique
BTA en
Mb
1-acylglycerol-3-phosphate . _ 102,214 | Synthéese  de  phospholipides et  de
A = Ir Ir A(JPA 9 0 .'/ . r Ir r
O-acyltransferase 9 triacylglycérol
o A T g +n1 an4 | métabolisme lipidique; biosynthése d'acides
Stearoyl-CoA desaturase SCD 6 101,324 oras
Hydroxysteroid (17-beta) | ryarim11 - 10 2~ | Diosynthése de stéroides/ régulation des
dehydrogenase 11 I ST | androgenes.
Hydroxysteroid (17-beta) HSD17B13 6 106,273 metabol\lsme des androgénes et des
dehydrogenase 13 oestrogenes.
Hyd‘ro'xystemld (17:l?eta) HSD17B14 | 18 55.258 qletgl/)olfs‘me lipidique/processus catabolique
dehydrogenase 14 de stéroides.
Hepatocyteﬁ ?ﬂilAenar factor 4, HNF4G 14 35.620 récepteur d'hormones stéroides.
gauuua




Position
moyenne
Nom du géne Symbole | BTA sur le Processus biologique
BTA en
Mb
- AKT 18 56,172 | voie de signalisation des récepteurs d'insuline.
Nuclear receptor subfamily NI TN ‘o cs 1o | Técepteur dhormones stéroides/facteur de
ININIT1Z4 10 JU,4T0 . .
1, group H, member 2 transcription.
Luteinizing hormone beta LHB 18 55,580 | régulation de progestérone/ ovulation
Lipolysis stimulated Dégradation des lipoprotéines dans le foie/ role

o LSR 18 45,398 | dans les organes steroidogenes/ développement
du foie chez les embryons de souris.

biosynthese de stéroides/ régulation des

. o SULT2B1 18 55,064 MR
LleSUllL, 4D, IMEIMDET 1 dllarogerics
Qurinnimtnbn vz TTT (S Vag o] 1Q Lo 60 tmarrendiania cian bzl Tkl e A4 TNTQT
D yldploldgiiil 111 D110 10 JU, VLT HCUIOUWdSIHCLCUL/1ICZULAUVIL UC LIND 1
Upstream transcription USE2 13 45411 facteur de transcription/transcription de FSHR
factor 2, c-fos interacting >
Récepteur de la CRH: implantation de
Corticotropin releasing Tt 1 . .~ ~.. | I'embryon dans Tutérus/ régulation des
CRHRI1 19 47,316
hormone receptor 1 glucocorticoides (métabolisme protidique et

glucidique).

nlhigianre nradnite gdninnag ant intarviannant dang 1a ranradnectinn af nanvant nar cangedanant
Pluol\/ulo tJlUuull«D s\zlll\.lu\zo \1“1 111tvl viviniviilt udalild 1a i1vpivuuvuivll v tJ\/UV\/llL tJCLl UUIID\/\iU\/llL
affecter la fertilit€ des génisses. La liste de ces genes et leurs rdles biologiques est indiquée

Tableau E-17 : Nom, localisation et processus biologique des genes candidats positionnels
et fonctionnels identifiés avec ’index de fertilité « génisse » en utilisant les résultats de

cartographie fine obtenus avec la puce 50K.

Position moyenne

Nom du gene

Symbole | BTA | sur le chromosome Processus biologique

(Mb)

Peroxisome proliferator-

isation du

Vascularisation
placenta/activité de

activated receptor gamma PPARG 22 58,344 récepteur d’hormones
stéroides
Vascularisation du
V-raf-1 murine leukemia AT 9 52 101 placenta/activité de
viral oncogene homolog 1 T - I récepteur d’hormones
stéroides
Spastic ataxia of Sous influence de.la HCG,
PG o x e A o e SACS est surexprimé dans
Charlevoix-daguenay SALD 12 34,09/ v

(sacsin)

les cellules atteintes

d’endométrite
a engometrite.,
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homine, a travers la sélection arti
populations d’animaux domestiques uniques et caractéris€s par des phénotypes tres
particuliers. Ainsi, sans aucune connaissance moléculaire des chromosomes, des genes, et
méme des QTL, les éleveurs ont « manipulé » le génome des animaux domestiques par des
approches de sélection classique. Aujourd’hui, les différentes populations animales
représentent une ressource unique permettant de mieux appréhender et comprendre les bases
abondants et/ou polymorphes a permis de développer les outils de la génétique moléculaire,
ce qui a stimulé les sélectionneurs a investir dans I’identification de QTL influencgant les
caracteres d’intérét. L’identification de ces QTL a été principalement destinée a pratiquer et

améliorer I’efficacité de la SAM. Toutefois, d’autres applications ont été développées a partir

ey

énotvpique observée gui pourrait étre exploitée pour u
r== 1 r r r

z N

de la relation phénotype-génotype et d’étendre ces connaissances a d’autres especes grace aux

Un objectif de ia détection de QTL est ia SAM :
L’objectif principal de la cartographie de QTL influengant les caracteres d’intérét économique

chez les animaux domestiques, est de faire de la SAM qui permet d’améliorer I’efficacité de

tion en assistant les méthodes de sélection classiques basées sur les index génétiques,
ir des polymorphismes moléculaires directement responsables de la variation des
caracteres en question, soit par des marqueurs moléculaires liés a des polymorphismes

~e Aa 14 < 2 AL AnG ~aranrtdeac
ICSPOLIISA U €S @€ 1a variation ae ces caracteres.

d’intérét économique principalement en augmentant la précision des index de sélection

héritabilité et par conséquent une faible précision des index de sélection classiques. De plus,
ce caractere est exprimé tardivement au cours de la vie de 1’animal. L’utilisation des
informations moléculaires pourrait augmenter le progres génétique réalisé pour la fertilité

femelle, en prédisant la valeur génétique des candidats a la sélection, a un age précoce. De

objectifs de sélection des bovins laitiers et ayant une corrélation génétique négative avec les

caracteres de production considérés comme primaires. L’utilisation des méthodes de sélection



génomique ne tient que trop peu compte

o

de I’effet négatif de I’amélioration des caracteres de
production sur les caracteres secondaires.
L’utilisation de la SAM est également justifiée pour les caracteres dont la variation génétique

est masquée par une large variation phénotypique. La connaissance des bases moléculaires de

ces caracteres permettrait de mieux appréhender le caractere (ses bases physiologiques par
nvnmn]n\ ot Aﬂ m1‘nnv ]ﬂ f]lﬁ ‘;I’\‘;‘l“ I ‘;I’\ f]ﬂ m;nnv ]ﬂ (‘Alﬂf‘f‘;f\ﬂﬂﬂf‘ (Qﬂ ~ f\‘;(“l(‘(")l’\f 1'113(‘ macglrirag AII
wvALVLLL 1\/} VL UL 111IVUA IV ULildliiil Aalliil UL 1uuvun 1v dsvivuviuiviiiivi \\/ll V1IU1D100A11lL ULD 11iIvoul v uu

caractere moins biaisées par les effets environnementaux).

L’utilisation de la SAM pour ’amélioration génétique de Ia fertilité femelle est donc
amplement justifiée puisque ce caractere présente les deux caractéristiques citées
précédemment (antagonisme avec les caracteres primaires dans les objectifs de sélection et

large variabilité environnementaie).

Facteurs influencant Uefficacité de la SAM
b

prédiction de la valeur génétique des reproducteurs par les marqueurs moléculaires est plus

rincipalement, pour un caractere donné, de la liaison entre Ies

M et leg pn]Jmnmhmme causaux : nlus la liaiso

SAM est efficace. Le degré de liaison entre les marqueurs moléculaires et les QTN dépend

19

principalement de I’état d’avancement des travaux de cartographie de Q

fisante e

par la di sp onibilité d’une densité suf

élaborées et d’une population animale d’étude adéquate.

Evolution des moyens de génotypage et disponibilité d’une bonne qualité de I’assemblage

Au cours de ce projet de these, les différentes méthodes et moyens disponibies pour la
f

de 169 microsatellites répartis sur tout le génome ce qui revient a une densité en marqueurs de
1 microsatellite tous les 18,7 cM (en considérant une longueur totale du génome bovin
d’environ 3160 cM (Ihara et al., 2004)). L’utilisation de SNP a permis de mettre a disposition

des marqueurs génétiques tres fréquents dans le génome, faciles a génotyper grice a

résolution des méthodes de cartographie utilisées. L’utilisation de la puce 50K par exemple,



permet de passer a une densit¢é de 1 SNP tous les 50 K
puissance de résolution des dispositifs mis en place pour la cartographie de QTL.

La suite de la discussion s’intéressera aux résultats des différentes études réalisées tout en
mettant 1’accent sur I’impact de I’évolution des technologies mises en ceuvre pour la
production de données génomiques et des méthodes d’analyse de ces données sur les résultats

f=4

de cartographie fine de QTL de fertilité femelle chez les bovins laitiers.

Importance du programme QTL initial dans D’élargissement du dispositif de détection de

NTT

UIL

Le programme QTL initial (Boichard et al., 2003) a permis de mettre en évidence environ 120

QTL contr6lant 24 caracteres enregistrés sur 14 familles des trois principales races bovines

femelle, mesurée par la réussite/échec de chaque IA a la fin de la période de gestation, ont été

détectés sur ce dispositif : un QTL sur ie BTAOI, un QTL sur ie BTAO7 et un QTL sur le
BTAszl.
Les premiers résultats du programme QTL initial ont été valorisés dans un programme SAM

de premicre génération ol 14 régions génomiques ont €té sélectionnées et génotypées sur de
8

nermis
1C, permis

facteur «échantillonnage » et «race ». En effet, les 78 familles choisies sont plus

n'ont pas été confirmés chez les trois races et de nouveaux QTL détectés en race
Prim’Holstein, alors qu’en race Normande et Montbéliarde, aucun nouveau QTL n’a été
détecté. En particulier, I’étude de primo-localisation n’a permis de confirmer qu’un seul des

trois QTL de fertilit¢ femelle détectés dans le programme QTL initial pour deux races
d
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confirmé chez es races. Il es

)

ucune probable que ce QTL soit un faux positif.

D’autre part, 1’ajout de nouvelles familles aux 14 familles du programme QTL initial des trois
races a permis de détecter quatre nouveaux QTL chez les deux races Prim’Holstein et

Normande : deux QTL significatifs (P<0,01) cartographiés sur les chromosomes BTAO2 et

dans I’'une de ces régions chromosomiques. En effet, Schrooten et al. (2000) ont rapporté un
QTL affectant le TNR56 sur le BTA0Z (a coté du marqueur BMZ2113) chez la race
Prim’Holstein (Schrooten et al., 2000). Aucun QTL supplémentaire n’a été détecté chez la
race Normande. Malgré 1’ajout de cinqg nouvelles familles Montbéliardes par rapport au

programme QTL initial, aucun QTL de fertilité femelle n’a été détecté chez cette race. i

dans les 14 région:

¢

familles initiales. Ceci est principalement di au fait que deux des trois peres hétérozygotes,
nnnnnnn nTT1 A Aignagitif Aa 1’Atiida Ao rrivna lanaligatinn n?2ant nag AtA 1nnliig Aang 1a
puul LU Yil, Uu Uldpusiul Ut 1 Ciuuc uc pliiju-ivcdalisauvil i vie pas cice iivlius uaild 1o

dispositif de 1’étude de cartographie (tableau D-1). En race Prim’Holstein, par contre, les QTL

initialement détectés sur les 47 familles de 1’étude de primo-localisation sur les chromosomes

RTANI RTAN)
D 1AVL

1) L 12J 1,

deux études chez cette race est di principalement au fait qu'une grande partie des peres
hétérozygotes du dispositif de primo-localisation a été incluse dans 1’échantillon des 26

familles du dispositif qui a servi pour faire 1’étude de cartographie (tableau D-2).
En conclusion, il semblerait, d’apres 1’étude de primo-localisation, que les trois QTL détectés
sur les chromosomes BTAO1, BTAO2 et BTAO3 ne ségréguent que dans la race Prim’Holstein,

alors que celui détecté sur le BTA21 ne ségrégue que dans la race Normande.
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primo-localisation et du nombre de peres hétérozygotes qui ont été inclus dans le dispositif de

cartographie sur le chromosome BTAOI chez la race Normande.

Nombre de Peres Nombre de peres
Chromosome hétérozygotes de 1’étude de hétérozygotes inclus dans
primo-iocalisation I’étude de cartographie
BTAO1 3 1

Tableau D-2 : Description du nombre total de peres hétérozygotes(P<0,05) dans le dispositif
de primo-localisation et du nombre de péres hétérozygotes qui ont été inclus dans Ié dispositif

de cartographie sur les trois QTL BTAOI, BTAO2 et BTAO3 chez la race Prim’Holstein.

Nombre de Peres Nombre de peres
Chromosome hétérozygotes de 1’étude de hétérozygotes inclus dans
primo-localisation I’étude de cartographie
BTAO1 9 6
BTAO02 5 2
BTAO3 10 8

Les régions étudiées dans I’étude de primo-localisation ne couvrent que 17% de I’ensemble

du génome (en faisant le rapport entre les distances couvertes par I’ensemble des marqueurs

génomiques influencant la fertilité femelle en race Prim’Holstein.

Discussion des résultats de I’étude de cartographie

L’ajout de nouveaux microsatellites aux quatre régions génomiques les plus significatives

dispositif et d’affiner I’intervalle de localisation des QTL détectés sur les chromosomes
BTAO1 et BTAO3 dans un échantillon de 26 familles (appartenant aux 47 familles
Prim’Holstein du dispositif de 1’étude de primo-localisation). Les 1Cqs¢ des QTL sur les
chromosomes BTAO2 et BTA21 n’ont pas été réduits car les régions couvertes par les

nouveaux microsatellites sont beaucoup plus larges que celles couvertes par les marqueurs

chromosomes BTAO1 et BTAO3) demeurent larges et ne permettent pas de faire une étude des

genes candidats dans ces régions vu le grand nombre de génes présents. L’ampleur des 1Cosq,



Les intervalles de localisation des QTL de fertilité femelle sur les chromosomes BTAO]1 et
BTAO3 permettent de faire une SAM de premiere génération dont I'efficacité est limitée

puisqu’elle ne peut étre faite qu’a I'intérieur d’'une méme famille car les alleles des marqueurs

associés a un allele donné du QTL different d’une famille a une autre. De plus, la probabilité
de recamhinaicnn antre lag marananrg ntilicde dang la SAM at 1a OTT a¢t trag Alavéa
GC 1CCULIIULIIALSUIL CLHIUC 105 IIAal{ululd UULISUS Udlld 1d D543V CLIU Y11y OS5t UTS CICveT.

L’utilisation de la puce 50K a permis de faire une cartographie fine des QTL de fertilité
femelie dans tout le génome bovin et a permis d’avoir des intervalies de localisation des QTL,
délimités par deux SNP successifs, de quelques centaines de kilobases. Les SNP délimitant
des intervalles de localisation sont en déséquilibre de liaison avec le QTL dans toute la

ART 1 1

populauon CcC qlll perme[ de faire une SAM de deuxieme generauon

Annort do Putilicatinn do nhinantvnoc do Fortilits fomollo nlic nrisric nu rotive do Ia ococtotion
£ Ore G v weeeeSGueUre GC priCrneypcs G jorvwwal jormcud pius prodes Gu COurs Gt e g5tk
Au cours de I’étude de cartographie a moyenne résolution, des TNR calculés a 56, 90 et 281

jours apres IA ont été utilisés pour ia détection de QTL. L’objectif étant de pouvoir distinguer
d
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celles du BTAO1 ou le QTL était significatif (P<0,01) avec le TNRY0 et seulement suggéré
(DN NKY avoar Ta TNIRIQ1Y Dar cantra la digtinetion entra la TNIRSA A%vin art ot Tag TNR ON
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et TNR281 d’autre part a permis de détecter deux QTL différents affectant le TNR avant et
apres 56 jours de I'IA sur le BTAO2. La similitude entre les courbes de détection avec les
TNRO0 et TNR281 et la différence entre les courbes de détection avec le TNR56 d’une part et

les TNR90 et TNR281 d’autre part est due aux corrélations entre ces TNR : elle est de 0,94
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Le QTL reporté par Schrooten et al. (2000) affectant le TNRS56 est localisé dans la méme
position que celui affectant les TNR90 et TNR281 obtenus avec nos données. Il pourrait

s’agir du méme QTL qui affecte les deux types de données dans les deux études.
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résultats de ca
L’analyse LDLA réalisée a la SGQA a I’aide d’un panel de 437 SNP a permis de réduire
I’intervalle de localisation du QTL du BTAO3 a une région de 4,77 Mb comprise entre 10,93
Mb et 15,70 Mb. Les pics des courbes LDLA sur le BTAO3, obtenus en utilisant la puce 50K
sont situés a l'extrémité télomérique de ce chromosome (figure F-1). Ces positions sont

différentes de celles obtenues, par analyse LDLA, avec le panel de 437 SNP. Les différences

b

v Une augmentation de I’informativité du dispositif due a I’augmentation de la
densité en marqueurs ; ainsi des families non informatives pour des régions situées
a la fin du BTAO3 (a cause d’une densité en marqueurs plus faible) sont devenues
informatives dans cette région permettant ainsi de détecter des régions ayant une

influence sur les phénotypes de fertilité utilisés.

7z

dispositif pourraient &tre informatives pour les nouvelles régions détectées avec la
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s de fertilité utilisés dans I’identification de QTL, avec la puce

as des TNR. Le changement des phénotypes de fertilit¢ femelle
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a
et celui détecté avec le panel de 437 SNP Q L4375np) sont indiqués avec les fléeches ao bies.

L’intervalle des pics dépassant le seuil de 1% représente le QTL détecté avec la puce 50K
(QTLspk). L’axe des abscisses représente la position, en mégabases, sur le BTAO3.
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es résultats de cartographie f

obtenus avec le panel de 437 SNP, ont été utilisés pour le choix de six genes candidats

2
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de cartographie comparée avec les génomes humain et murin. Le séquencage de certaines

régions incluant les exons de ces genes chez des individus de phénotypes extrémes issus de
narag Atdrazvonteg vigait a mavimicer lac chancae d’identifier dec nolvmoarnhigmecg
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intéressants qui pourraient étre validés ultérieurement sur I’ensemble du dispositif.

Parmi Iles 10 SNP identifiés dont Ie statut est concordant avec celui des individus au QTL,

sites de fixation de trois types de facteurs de transcription chez des especes modeles. Des
mutations dans chacun de ses facteurs de transcription identifi€s pourraient affecter d’une
maniere ou d’une autre la fertilité des vaches laiticres post partum :

v Le premier type de facteurs de transcription (HSF) est présent chez les

T A

£ e QI 1 QI N A+ Qr o
1 1ICS . I1DIr-1, rior-4 CL rnor-+. LCb

mammiferes sous la forme de trois iso
souris femelles KO pour HSF-1 ont des problemes de fertilité femelle et des

anomalies du placenta (Xiao et al., 1999). Les souris KO pour HSF-2 sont



nombre de follicules et la présence de follicules cystiques hémorragiques dus a
des défauts méiotiques. Ces souris présentent en plus des défauts de leur

réponse hormonale et des taux anormaux des ARNm des récepteurs a LH

(Kallio et al., 2002).

v Le deuxieme type de facteurs de transcription (Adrl) code pour un
activateur transcriptionnel impliqué dans 1’expression de genes régulés par la
répression du glucose. Adrl intervient dans I’expression de génes impliqués le

métabolisme du glycérol et des acides gras (http://db.yeastgenome.org/cgi-
bin/locus.pl?locus=ADR1). Des dérégulations de ces deux types de
métabolismes sont a I’origine de plusieurs maladies métaboliques associées a

une fertilité réduite chez les vaches laitieres (page 30).
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bovines laitieres Frangaises.

Aucun polymorphisme identifié dans des exons du gene ADARI n’est concordant avec le
statut des individus au QTL. Ce gene est largement exprimé chez les mammiferes et son rdle
biologique n’est pas totalement élucidé. Toutefois, on sait que ce géne code pour une enzyme
responsable de 1
au métabolisme des purines. Des souris mutantes pour deux alleles de ADART subissent une
désagrégation du foie et meurent tot au cours de I’embryogenese (jours 11,5-12,5) (Hartner et
al., 2004). 11 est important de souligner que le statut au QTL des individus n’est pas certain.

Les autres polymorphismes trouvés non concordants avec le statut prédéfini des individus, en



Le choix des six genes candidats s’est fait sur la base de leur implication dans deux processus
biologiques principaux :
- Leur r6le dans le développement embryonnaire et notamment si
I’absence du gene en question ou sa mutation est a 1’origine de
mortalité embryonnaire chez la souris.

- T anr
1r.oul

Lo}

0l
processus directement 1ié a la reproduction (mécanismes hormonaux,
régulation de produits géniques impliqués dans Ia reproduction...) chez
la souris.

Ce choix est logique étant donné que la fertilité femelle est directement affectée par ces deux

processus biologiques. Toutefois, en prenant en compte les causes de la baisse de fertilité liées

somatotrope. Les messagers principaux de ce dialogue sont les métabolites (TAG,

cholestérol ...) et les hormones (progestérone, oestradiol, insuline, leptine ...). Dans le cas

da 1°
Gl 1

complexe et 1’équilibre entre elies est plus fragile. Le choix de genes candidats affectant I’une
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Figure F-2: Représentation schématique simplifiée de [’interaction entre [l’'axe de
reproduction (aire grisée A), et [’axe somatotrope (aire grisée B). Ces interactions se font par
Uintermédiaire d’hormones, de métabolites et d’éléments nutritifs (d’apres Chagas et al.,
2007).

contribue a augmenter considérablement le nombre de geénes a étudier et par conséquent leur
séquengage devient une opération onéreuse. La multitude de criteres qui peuvent servir a
sélectionner les genes candidats provient en partie de 1’ambiguité des phénotypes utilisés dans

la détection qui est a son tour due a la globalité de ces phénotypes.

Limites des phénotypes utilisés et proposition de phénotypes alternatifs

Les TNR sont des phénotypes de fertilité femelle qui sont la résultante d’un ensemble de

les données brutes a partir desquelles les différents TNR ont été élaborées sont celles des
résultats d’IA enregistrés dans les élevages : ces mesures peuvent étre biaisées par des effets
liés a la gestion du troupeau tels que les erreurs commises lors de l’enregistrement des

données d’IA ou les inséminations qui ont lieu au mauvais moment du cycie oestral.
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des données d’TA) sont peu fiables quant a la correspondance phénotype-génotype des

2

individus.
I1 est donc important que des phénotypes plus précis basés sur des mesures de phénomenes

physiologiques liés a la reproduction soient utilisés pour le calcul d’index de fertilité femelle ;

cela permettrait d’éliminer une bonne part de la variabilité environnementale (due aux aléas
de ]a ﬂﬂ(‘f‘;f\ﬂ AII f‘l“f\l'lﬂﬂfll'l\ at nar f‘l\l’\(‘l:’lfl]‘ﬂl’\f A’Q‘I{'\‘I‘l“ 1mnaAa mn1]]nnrn f‘l\f‘f‘ﬂ(“l’\ﬁﬂf]f)ﬂf‘ﬂ ‘I’\]’\Aﬂf\f‘lﬂﬂs
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génotype permettant d’augmenter les valeurs de 1’héritabilité du caractere.

Le systeme endocrinien joue un rdle crucial dans la reproduction des mammiferes et la baisse
de fertilit¢ de la vache laitiere se traduit souvent par des dérégulations hormonales. Des
dosages hormonaux périodiques pourraient servir a une caractérisation plus pertinente des

1200

la reproaucuon chez la vache laitiere et a définir des
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exemple, est utilis€ pour caractériser des phénomenes physiologiques normaux tels que

l'outefois, les données de dosages hormonaux (de la progestérone en particulier) ne sont pas
anragictrdag an rontine dang lag cantridleg laitieare en France nar concdanent Pahtantinn de
CHUITZISULUS Ul 1Uuuliv uaiid 1S LULIUUILS 1aiutl s Tl ranule , par LULLyutiit 1 vuwiiuvil uv

telles données va engendrer des colits supplémentaires qui pourront €tre largement justifiés si

des valeurs d’héritabilité assez élevées. Pour que la caractérisation des stades physiologiques
déterminées soit fiable, une fréquence de dosage de progestérone de deux a trois fois par

semaine est nécessaire, ce qui peut paraitre difficile a réaliser dans le cadre de contréles
laitiers de routine ; toutefois des dosages mensuels de cette hormone aboutissent a des

niveaux de fiabilité acceptables. Petersson et al. (2008) ont montré que 1’analyse de données

J41N :

issues de preievemer
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reprise de 1’activité ovarienne

L

de détection de retard de la pres vélage (dans les 60 jours qui
suivent le vélage) de 1’ordre de 0,94-0,99, alors que des prélevements mensuels aboutissent a

des valeurs de 1’ordre de 0,85-0,88 (Petersson et al., 2008).

Résultats préliminaires de la puce 50K
L’étape de validation de certains SNP trouvés dans les genes candidats n’a pas pu avoir lieu

du fait de la commercialisation de la puce 50K. Le séquencage de petites portions du génome
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perspectives qu’offre la nouvelle puce. En effet, le génotypa

[6)°]

e de la puce 50K sur le dispositif
animal utilisé pour faire une détection de QTL de fertilité femelle offre 1’opportunité de
cartographier des QTL sur I’ensemble du génome bovin au lieu de s’intéresser a des régions

limitées du génome. Sachant que les caracteres de fertilité ont une faible héritabilité et une

Les premieres analyses de la puce 50K faites avec les deux index de fertilité « vache » et
« génisse » chez la race Prim” Holstein ont permis de faire une cartographie fine des QTL de
fertilité femelle dans tout le génome bovin et d’avoir des intervalles de localisation des QTL,
délimités par deux SNP successifs, de quelques centaines de kilobases. Les SNP délimitant

des intervalles de localisation sont en déséquilibre de liaison avec le QTL dans toute la
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obtenus pour chacun des index est en accord avec la multifactorialit

« génisse », soulignant des différences au niveau des mécanismes moléculaires sous-jacents

entre multipares et primipares au moins pour la race Prim’Holstein.

Résultats pre’liminaires de ’analyse des réseaux de genes

L’analyse IPA a permis d’illusirer la représentativii€¢ de réseaux de genes impliqués dans des
fonctions biologiques liées a la reproduction, dans les listes de genes introduites, par rapport a

I’ensemble du génome. Il faut toutefois noter que les fonctions biologiques identifiées

entre I’espece bovine et ces trois especes au niveau des causes de la baisse de fertilit€ (causes
vraicemhlahlamant 138ag & 1a nradnietion laitidra) lag informatiang igenieq de ceg cédnameg ne
viaiduvliividauluvllivliil 11IVLd a 1a ]_JIUUU\.«I.IUII 1ditiviv ), 1US 1HIIULLIIAUUVILILIS IdJdULS UL LS suuuuu.«o v

sont pas entierement satisfaisantes pour appréhender les causes de la baisse de fertilité femelle
chez I’espece bovine.

Le fait qu’aucune fonction biologique (représentée par un réseau de genes donné) ne soit
significative avec I’index de fertilité « vache », n’exclut pas qu’il puisse y avoir des molécules

qui peuvent affecter Ia reproduction de Ia vache et qui sont incluses dans 1’un des

de
mentionnés. L’examen de I’ensemble des molécules de tous les réseaux de
donc justifié.
Cet examen a abouti a2 un groupe de molécules candidates pouvant influencer la fertilité
femelle des bovins laitiers, sélectionnées pour chaque type d’indices, a partir d’une liste de

molécules identifiées par IPA : la sélection a concerné les molécules ayant un lien net avec la
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femelle des bovins laitiers et en se t sur ce qui a été 1
bibliographie pour expliquer les causes de la baisse de fertilité des bovins laitiers. D’autres
molécules ayant un lien moins explicite avec la fertilité n’ont pas été sélectionnées.

Les molécules sélectionnées avec I’index de fertilité « vache » peuvent étre divisées en trois
catégories : des molécules impliquées dans un rdle métabolique, des molécules impliquées

dans le systeme endocrinien contrlant la reproduction et des molécules impliquées dans le
d

« génisse » se classent dans une seule catégorie: celles impliquées dans le systéme

endocrinien contrdlant Ia reproduction.



Conclusion et perspectives :

Ce projet de these a été témoin de 1’évolution spectaculaire des moyens et des techniques de

les intervalles de localisation des QTL assés de l'ordre de quelques dizaines de
centimorgans a seulement quelques centaines de kilobases. En plus, les nouveaux moyens de
ocAnntunaca nnt narmic da rartacranhiar dag OTT Aa fartilitd famalla Aang tnnt la gdnama
E\JILUL)’PQEL« vl ]_J\.«Lllllo uv \.«au.usla JUSLI RN LW | \{11_4 UL 1uldudlile 1viiiviiv o udlid tvul 1o sbllulllb

bovin avec une résolution élevée ; ce qui n’était pas le cas avec les microsatellites ou on ne

peut s’intéresser qu’a un nombre limité de régions avec une résolution moyenne.

études d’association sont désormais possibles pour la cartographie de QTL. Toutefois, les

modeies d’association utilisés doivent tenir compte de ia forte structuration de la population

)
Qo
o
=
—
a
wn
e}
=
g,
a
2]
w
=
@]
=
o=
[¢]
—
w
p—
o
w
a=)
@]
=
=
o
=
=
(N
o
8
=
a
wn
()]
a
o=
a
=
Q2
o
a
wn
oL
(¢’]
=)
—_—
o
2]
(¢}
=)
—_—
o
2]
o
a
==
72
a
w
[¢]
=]

.........................

est un caractere tres complexe qui peut étre dii a de multiples facteurs d’origine génétique

différente. 1l est donc important, pour améliorer [’efficacité des moyens de génétique

La possibilité de 1’introduction de la pratique des dosages hormonaux dans les contrdles

laitiers est a évaluer sérieusement.
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Muiti3A

Composition en marqueurs :

Quantité
Taille Taille d amorces
Nom marqueur | , ., . | « .. Fluorescence A Chromosome
111Criculc OUPCLICUIC p4v) ]_J.LVI ]_JULll J.

individu)
BM4129 72 102 FAM 0,04 BTAO3
BMS2522 129 167 TET 0,04 BTAO3
BMS963 134 154 FAM 0,02 BTAO3
DIK?2434 244 278 FAM 0,06 BTAO3
DIK2609 188 192 FAM 0,02 BTAO3
DIK4196 187 212 TET 0,04 BTAO3
ILSTS029 156 164 HEX 0,02 BTAO3
RMO019 85 91 HEX 0,02 BTAO3

Quantité d’eau ajoutée pour 10 individus : 37,4 pl.

Marqueurs éliminés :

- BMS2904 : éliminé de ce multiplex puis réintég
- MNS-74 : éliminé lors de la mise au point.
AIIVYINId | TV Villiiiiiv 1vU1iD UL 14a 11110v a t}\}llll«
Naamhena Aa ~vnlag < 20
- 1Nullivlic uc L«y\.«lcb IV
Conditions PCR :

- Température d’hybridation : 60°C
- Temps d’hybridation : 30 secondes
- Temps d’extension : 30 secondes

- Temps d’élongation : 30 secondes




_omposition en margueurs :

el (222070 n I

Miantitd
\<uuuuu.«
Taille Taille d’amorces
Nom marqueur |, ... | .. | Fluorescence | ~~ .. Chromosome
- miericure DUPCI'ICU.I"C (LU prl pOU.I"
1 individu)
INRA006 106 120 FAM 0.04 BTA03
(MB101)
DIK2101 195 213 TET 0,03 BTAO3
MNB-65 162 184 FAM 0,04 BTAO3
BMS482 137 157 HEX 0,04 BTAOQ3
NMANTD OL 177Q N177 TIT=V N NAL NDNT AN
IVIIND=0U 170 yawi IririA U, U0 D1 AYVD
BL41 236 258 TET 0,02 BTAO3
INRA0O3 96 120 HEX 0,045 BTAQ3
(MB099)

A ezerezs nazanc Hlizsrsa i o
wviarygucecury cuamniney .
MNANCLD ALt L e o L
- CAVOD | CLIIIC Cdl 111011011101 PIIC.
- DIK4403 : éliminé lors de la mise au point
Conditions PCR :

- Température d’hybridation : 60°C
- Temps d’hybridation : 30 secondes

- Temps d’extension : 30 secondes
- Temps d’élongation : 30 secondes
- 1\Tr\m o I‘]ﬂ f“lf‘]ﬂ(‘ Qn

iANvliliviliv uv \./)’\./1\.«0 JYU

Dépot sur gel :
e ABI prism 377 : 8 ul de mélange (5 pl de produit PCR + 3 ul de bleu de charge)
® MegaBace 1000



MultiBTAO03 B

Composition en marqueurs :

Nom marqueur | Taille Inférieure Taille Fluorescence Chromosome
. Supérieure

BMS2904 83 91 FAM BTAO3
DIK069 194 197 HEX BTAO3
DIK4193 199 205 FAM BTAO03
INRA3012 252 279 FAM BTAO3
INRA3013 255 270 TET BTAQ3
INRA3015 250 265 HEX BTAO03

Conditions PCR :

- Température d’hybridation : 60°C

Temps d’hybridation : 30 secondes
Temps d’extension : 30 secondes
Temps d’élongation : 30 secondes
- Nombre de cycles : 30
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Température d’hybridation : 60

Temps d’hybridation : 30 secondes
Temps d’extension : 30 secondes

1

1

X

191

v

2

Temps d’élongation : 30 secondes

Nombre de cycles : 30

m

Quantité d’eau ajoutée pour 10 individus : 49,67 ul.




Composition en marqueurs :

Quantité
Nom Taille Taille d’amorces
marqueur Inférieure Supérieure Fluorescence (20 pM pour 1 Chromosome
individu)
DIK4208 156 168 FAM 0,015 BTAO02
BMS2519 99 127 HEX 0,03 BTAO02
BM1223 163 177 HEX 0,02 BTA02
DIK4972 222 252 HEX 0,015 BTAO02
RM041 74 94 TET 0,05 BTA02
IDVGA-2 119 147 TET 0,015 BTA02
Quantité d’eau ajoutée pour 10 individus : 49,67 pl.

Marqueurs éliminés :
- DIK4618 : éliminé car les génotypes avaient des profils illisibles.

Conditions PCR :
- Température d’hy

Cf‘

rldatlon 57°C
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Dépot sur gel :

e ABIl prism 377 : 8 ul de mélange (5 pul de produit PCR + 3 ul de bleu de charge)

e MegaBace 1000




Composition en marqueurs :

@

Muitipiex

Quantité
Nom Taille Taille d’amorces
marqueur Inférieure | Supérieure Fluorescence (20 pM pour 1 Chromosome
individu)
BMSiii7 83 103 FAM 0,03 BTA21
BMS1866 134 158 FAM 0,01 BTAO2
DIK2492 211 235 HEX 0,015 BTA21
BMS4030 162 180 TET 0,015 BTAO1
Quantité d’eau ajoutée pour 10 individus : 49,82 ul

Marqueurs éliminés :

™R ANANA

- BMS2024 : éiiminé iors de ia mise au point pour manque d’ampiification.
- BZ847519 : éliminé lors du génotypage car il est monomorphe.
- INRA3003 éliminé lors du génotypage car il est monomorphe.

- DIK2492 : éliminé lors du génotypage car il a un profil illisible.

- Temnvérature
iemperature d'ny fion

_ Tamng A’hvhridatinn + 20N garnndag
1Cmps 4 nyoriaation | 5U seConacs
Manine A% o dn aimi » 20 cnmmi Ao

- 1C llpb U CALCIIDIVILL . DU DCLUILIUCD
. 1 21 L. AN 1

- remps a eiongation : 5U secondes

Marqueur éliminé : INRA103 (BTA21)

Dépot sur gel :

e ABIprism 377 :
a MaoaocaRara 10NN
= 1v1psauabv PR VAVAV)




Composition en marqueurs :

Quantité
Nom Taille Taille d’amorces
T et o2 | Fluorescence | ,An ar .. . Chromosome
lll'cLlLiLlCLll 1111CLICUIC OUPUIICULC \AU PlV]. pum
individu)
DVEPC32 162 176 FAM 0,02 BTAO1
INRA3001 121 121 HEX 0,02 BTAO3
CC582410 233 233 TET 0,015 BTAO3
URB006 161 173 TET 0,02 BTAO3

Quantité d’eau ajoutée pour 10 individus : 49,85 pl.

Marqueurs éliminés :
- INRA3002 : éliminé iors de ia mise au point
- INRA103 : éliminé lors de la mise au point.

Conditions PCR :

Température d’hybridation : 60°C

Temps d’extension : 30 secondes
Temps d’élongation : 30 secondes

MegaBace 1000

ABI prism 377 : 8 ui de mélange (5 ul de produit PCR + 3 ul de bleu de charge)




Multiplex BTA(2

Composition en marqueurs :

Ouantité
Quantité
Nom Taille Taille d’amorces

T et e Fluorescence | ,An ax .. Chromosome
ui:uqucm 1111CI1CUIC OUPCIICUIC \LU PlVl lJUl.ll 1

individu)
BM4440 100 130 FAM 0,02 BTAO2
DIK2719 138 156 FAM 0,02 BTAO02
DIK1081 84 108 TET 0,02 BTAO02
DIK4673 207 244 TET 0,02 BTAO02
DIK?2496 177 184 HEX 0,04 BTAQ2
DIK4334 233 244 HEX 0,03 BTAQ2

Quantité d’eau ajoutée pour 10 individus : 47 pl.

Marqueurs éliminés : aucun marqueur éliminé.

Conditions PCR :
- Température d’hybridation : 58°C
— Tﬂmﬂ(‘ I']’]’\‘I]’\f“;l‘]f)f‘;nﬂ . Qn (‘Df‘f\ﬂf]ﬂ(‘
L\/llltjo u Ll.y viiuauivil . JVU dSLLuULIULVY
Mainine A2 avtnincinnm » 2N coanmnndac
- L CLIPS U CALCIISIVIL . DU SCLULIUCS
- Temps d’élongation : 30 secondes
Dépot sur gel :

e ABI prism 377 : 8 ul de mélange (5 ul de produit PCR + 3 ul de bleu de charge)
® MegaBace 1000 :
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bleau 1: Répartition par pére du nombre de femelles accouplées et de fils dans les 47
9 .

partie du programme QTL initial sont en gras italique.

T S AT

peres faisant

Numéro de famille Identifiant pere Nombre de femelles Nombre de fils
1 1 58 61
2 179 32 34
3 278 65 75
4 484 98 113
5 794 72 83
6 1022 56 65
7 1200 48 54
8 1351 43 51
9 1489 20 21
10 1551 89 99
11 1829 68 70
12 2036 37 52
13 2163 22 22
14 2230 51 66
15 2399 33 44
16 2510 30 36
17 2607 58 64
18 2788 36 39
19 2900 44 53
20 3042 31 33
21 3138 41 46
22 3267 107 136
23 3618 51 60
24 3781 51 67
25 3951 144 194
26 4434 73 96
27 4677 28 42
28 4776 63 74
29 4977 170 239
30 5557 74 99
3! 5805 65 83
32 6019 140 173
33 6473 26 30
34 6556 38 46
35 6679 104 121
36 7009 45 59
37 7159 59 67
38 7345 41 52
39 7480 51 67
40 7650 31 39
41 7752 21 28
42 7823 20 23
43 7887 24 28
44 7964 90 103
45 8248 43 55
46 8390 31 38
47 8491 70 75
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au 1 : Répariition, par pére, du nombre de femelles accouplées et de fils dans les 41

QTL initial sont en gras italique.

Race Numéro | Pere | Nombre de femelles | Nombre de fils
Prim'Holstein 1 2108 48 58
Prim'Holstein 2 3442 35 37
Prim'Holstein 3 3465 41 47

Prim'Holstein 4 3468 108 138
Prim’Holistein 5 3480 52 H8
Prim'Holstein 6 3481 142 187
Prim'Holstein 7 3487 72 95
Prim'Holstein 8 3492 28 41
Prim'Holstein 9 3498 169 237
Prim'Holstein 10 3500 76 94
Prim'Holstein 11 3501 63 83
Prim'Holstein i2 3502 i35 168
Prim'Holstein 13 3514 38 49
Prim'Holstein 14 4442 72 84
Prim'Holstein 15 4729 56 66
Prim'Holstein 16 5245 69 75
Prim'Holstein 17 5970 88 98
Prim'Holstein 18 5972 68 70
Prim'Holstein 19 5974 37 51
Prim'Holstein 20 6109 30 36
Prim'Holstein 21 6143 103 104
Prim'Holstein 22 6145 45 59
Prim'Holstein 23 6146 58 66
Prim'Holstein 24 6151 51 68
Prim'Holstein 25 6865 48 54
Prim'Holstein 26 7210 43 51
Normande i 1406 58 65
Normande 2 1528 55 59
Normande 3 1537 72 76
Normande 4 1611 62 66
Normande 5 1788 70 79
Normande 6 1855 50 51
Normande 7 1961 38 40
Normande 3 2409 64 68
Normande 9 2618 58 66
Montbéliarde 1 1103 93 101
Montbéliarde 2 1298 60 68
Montbéliarde 3 1312 72 82
Montbéliarde 4 1368 62 65
Montbéliarde 5 1531 61 65
Montbéliarde 6 1736 38 41
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Numéro | Pere | Nombre de femelles | Nombre de fils
1 2108 48 58
2 3442 35 37
3 3465 41 47
4 3492 28 41
5 3514 38 49
6 44472 72 84
7 5245 69 75
8 5970 88 98
9 5972 68 70
10 5974 37 51
11 6109 30 36
12 6143 103 104
13 6145 45 59
14 6146 58 66
15 6151 51 68
16 6865 48 54
17 7210 43 51




Annexe 3b

i

Cartes génétiques des 12 régions génomiques SAM utilisées lors de 1’étude de primo-

localisation.
Chromosome Marqueur ,DiSt:aﬁ,c Yen;g\é‘iéthie
= (carte USDA) (cM)

BTAO1 BM4307 30
BTAO1 BM1312 50
BTAO1 INRAO73 68
BTAO1 BM1824 100
BTAO02 BMS778 0
BTAO02 BM2113 30
BTAO03 BMS871 0
BTAO3 ILSTS096 30
BTAO03 INRA023 60
BTAO3 HUJI177 84
BTAO06 BM143 59
BTAO06 DIK82 64
BTAO06 INRAK 95
BTAQ7 INRABERN192 84
BTAOQ7 ILSTS006 114
BTAQ7 INRAO53 128
BTA14 ILSTS039 0
BTAI14 CSSM066 5
BTA15 SPS115 8
BTA15 INRA224 14
BTA15 BMS2684 41
BTA19 CSSMO065 85
BTA19 BMS1069 93
BTA19 ETH?3 105
BTA19 BMC1013 125
BTAZ20 BM1225 6
BTA20 TGLA126 33
BTA20 DIK2695 44
BTA20 BM4107 50
BTA20 UWCAO026 78
BTA21 ILSTS103 52
BTA21 TGLA122 80
BTA21 CSSMO018 100
BTA23 BOLA 41
BTA23 BM7233 57
BTA26 BMS907 12
BTA26 HELI11 21
BTA26 INRAOS81 27
BTA26 RMO026 40




7,1 . I TNRON .t Ao MY A 14 Too rdellamtlmmbe N morbie Ao ccod N
vdiculs dcs 1I1NRYU CL dCS LU dcs 10 1S PICSCICCUOIIICS a pdlul dc quauc peres

hétérozygotes.

ID_2005 ID_Pere_2005 Classe TNR90 CD_90j
2245 3536 -/- -0,0701 0,6857
2882 3536 -/- -0,0289 0,6292
1518 3537 -/- -0,0557 0,592
4088 4373 -/- -0,0414 0,5681
4108 4373 -/- -0,0683 0,6046
4143 4373 -/- -0,0806 0,6166
4418 4582 -/- -0,0274 0,9813
4423 4582 -/- -0,0469 0,9716
1963 3536 +/+ 0,0275 0,6556
2238 3536 +/+ 0,0281 0,6586
2249 3537 +/+ 0,066 0,6426
4093 4373 +/+ 0,0295 0,656
4136 4373 +/+ 0,0308 0,6494
4146 4373 +/+ 0,0465 0,6666
4422 4582 +/+ 0,0007 0,6815
4441 4582 +/+ 0,0419 0’9793
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Tableau 1 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun
des 26 peres Prim’Holstein de I’étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR90
sur le BTAOI. Les peres hétérozygotes (P<0,05) sont en gras et en couleur rouge.

FEffet de subgtitution
Identifiant_pere WAt Erreur standard Valeur du test-T
alu:lu.luc
2108 0,0052 0,010194 0,5074
3442 0,0311 0,012037 2,5875
3487 -0,0027 0,007355 0,3727
3492 0,0121 0,010806 1,1224
3468 0,0064 0,006604 0,9641
3481 0,017 0,006639 2,5596
3480 0,0010 0,008436 0,1203
3498 06,0141 0,004728 2,9849
3500 0,0013 0,007432 0,1725
3502 0,0034 0,005631 0,6046
3465 -0,0014 0,009722 0,1418
3501 -0,0029 0,009521 0,3089
3514 -0,0103 0,010541 0,9816
4442 0,0026 0,008288 0,3153
4729 0:0118 (;,01062 1:1114
5245 0,0117 0,008168 1,4304
5970 -0,0051 0,007092 0,7157
5972 0,0016 0,009031 0,1757
6143 -0,0136 0,007285 1,8666
6145 -0,0081 0,009834 0,8206
6146 0,0128 0,009158 1,3926
5974 -0,0054 0,009273 0,5838
6151 -0,0099 0,009198 1,0797
6109 0,0029 0,022442 0,1306
6865 «0,0217 0,00998 2,1744
7210 0,0376 0,010663 3,5225
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bleau 2 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun

des 26 peéres Prim’Holstein de ['étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR281

sur le BTAOI. Les péres hétérozygotes (P<0,05) sont en gras et en couleur rouge.

Identifiant_pere Effet de S,u.bStltllthl‘l Erreur standard Valeur du test-T

allélique

2108 0,0062 0,010878 0,5692
3442 0,0402 0,012828 3,1328
3487 -0,0019 0,007855 0,2376
3492 0,0074 0,01147 0,644
3468 0,0053 0,006994 0,7536
3481 0,0177 0,007041 2,5127
3480 -4,0E-4 0,008922 0,0411
3498 0,0152 0,005036 3,0098
3500 0,0011 0,007867 0,1398
3502 0,0018 0,005982 0,3087
3465 3:0E—4 02010346 G:GBG2
3501 -0,0059 0,010123 0,5817
3514 -0,0072 0,011183 0,6417
4442 0,0021 0,008763 0,2367
4729 0,0179 0,011265 1,5846
5245 0,0128 0,008636 1,4843
5970 -0,0055 0,007539 0,7267
5972 —0:00 14 0:009644 0: 1462
6143 -0,0109 0,007792 1,4029
6145 -0,0093 0,010418 0,8943
6146 0,0165 0,009767 1,6938
5974 -0,0016 0,009843 0,1662
6151 -0,0131 0,009692 1,3568
6109 0,0095 0,02363 0,4016
6865 -0,0189 0,01063 1,7734
7210 0,0325 0,011216 2,8939




BTA02:

Tableau 3 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun
des 26 péres Prim’Holstein de I’étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR90
sur le BTAO2. Les peres hétérozygotes (P<0,05) sont en gras et en couleur rouge.

o en N Effet de substitution - . < . _
Identifiant_peére T Erreur standard Valeur du test-T

2108 “0511? 0,012016 1,204

3442 -0,0036 0,012493 0,289

3487 0,0196 0,00833 2,3549
3492 0,0108 0,010066 1,0707
3468 0,014 0,007725 1,8151
3481 8,00E-04 0,008142 0,095

3480 -(,0267 §,010301 2,5939
3498 0,0017 0,004895 0,3435
3500 0,0075 0,00869 0,8634
3502 -0,0119 0,00642 1,8572
3465 -0,0122 0,01041 1,1725
3501 -0,0091 0,009722 0,9317
3514 -0,0277 0,010083 2,7497
4442 0,0089 0,009796 0,9121
4729 8,00E-04 0,01043 0,0763
5245 -0,0069 0,009055 0,7573
5970 -0,0046 0,0086006 0,5397
5972 0,0013 0,01286 0,1008
6143 -0,0025 0,006259 0,3954
6145 0,002 0,009263 0,2209
6146 -0,0069 0,008292 0,8321
5974 0,0026 0,000148 0,2815
6151 0:0105 02009156 1:1511
6105 -0,0177 0,013275 1,3354
6865 0,0228 0,0608798 2,5949
7210 -0,0199 0,010434 1,9107




Tableau 4 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun
des 26 peéres Prim’Holstein de ['étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR281
sur le BTAOZ. Les péres hétérozygotes (P<0,05) sont en gras et en couleur rouge.
Identifiant_pere Effet de s,u.bstltutlon Erreur standard Valeur du test-T
allélique
2108 0,0135 0,01202 1,1196
3442 -4,0E-4 0,013319 0,0294
3487 0:0159 0:008266 1:9207
3492 0,01 0,010803 0,9254
3468 0,0152 0,007694 1,9769
3481 -9,0E-4 0,008792 0,1008
3480 -0,03 0,010406 2,8793
3498 0,0019 0,004993 0,3762
3500 0,0079 0,008651 0,9124
3502 -0,0123 0,0064 1,9273
3465 -0,0107 0,011015 0,972
3501 -0,0025 0,0097 0,2622
3514 -0,0267 0,010652 2,5084
4442 0,0097 0,009981 0,9725
4729 9,0E-4 0,010421 0,0864
5245 -0,0166 0,010182 1,6313
5970 -0,0029 0,008611 0,3348
5972 0,,0074 0:012922 0:5703
6143 -0,0026 0,006629 0,391
6145 -0,0025 0,009881 0,2559
6146 -0,0156 0,008765 1,7743
5974 0,0029 0,009792 0,2941
6151 0,0067 0,009711 0,6933
6109 -0,0222 0,014159 1,5691
6865 0,02587 0,009488 2,7049
7210 -0,022 0,01218 1,8103
BTA21:

Tableau 5 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun
des 9 peres Normands de ’étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR56 sur le

BTA21. Le pere hétérozygote (P<0,05) est en gras et en couleur rouge.

Identifiant_pere Effet q?‘fgbstytutlon Erreur standard Valeur du test-T
aliélique
1406 0,0057 0,008987 0,6314
1528 -0,0168 0,009055 1,8522
1537 0,0263 0,008684 3,0306
1788 -0,0068 0,012739 0,5303
1611 0,0048 0,0101 0,4763
1961 0,0214 0,013494 1,5842
1855 0,0304 0,019336 1,5699
2409 -0,009 0,013471 0,6648
2618 0,0271 0,01774 1,5296




BTA03
v" Etude de cartographie 2 moyenne résolution

Tableau 6 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun
des 26 péres Prim’Holstein de 1’étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR90

sur le RTAQ3. Les pores hétérozvootes (P<(0 (05) sont en oras et en couleur rouge
rle B1TAOS. Les peres heterozygotes (FP<0,005) sont en gras et en couleur rouge.

Identifiant_pere Eiret ut::‘S,':l'qutitutIO‘i Erreur standard Valeur du test-T
aliélique

2108 0,0075 0,008918 0,8439
3442 0,0015 0,011835 0,1229
3487 -0,0085 0,00712 1,2006
3492 -0,0133 0,010152 1,3109
3468 0,0013 0,005952 0,218

3481 -0,0023 0,004953 0,4661
3480 -0,0056 0,008784 0,6428
3498 -0,0055 0,004264 1,2796
3500 -0,0086 0,007026 1,2276
3502 9,00E-04 0,005588 0,1597
3465 0,0048 0,009654 0,4955
3501 0,0072 0.,008496 0.,8427
3514 0,0187 0,009536 1,9623
4442 $,0217 0,007491 2,896

4729 0,0178 0,008636 2,059

5245 -0,0059 0,008141 0,7285
5970 -0,0108 0,006513 1,6524
5972 0,0101 0,00859 1,1711
6143 -0,0025 0,005697 0,4358
6148 -0,0213 $,008648 2,458¢6
6146 0,0143 0,007702 1,8583
5974 00,6087 0,60908 0,962

6151 -0,0279 0,009796 2,8457
6109 0,0091 0,012488 0,7249
6865 0,0081 0,010061 0,8079
7210 0,0122 0,009257 1,318
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bleau Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun

des 26 peéres Prim’Holstein de ['étude de cartographie a moyenne résolution pour le TNR281

sur le BTAO3. Les péres hétérozygotes (P<0,05) sont en gras et en couleur rouge.

Identifiant_pere Effet de s,u.bstltutlon Erreur standard Valeur du test-T

allélique

2108 0,0107 0,009524 1,1185
3442 -0,0010 0,012733 0,0813
3487 -0,0091 0,007609 1,2011
3492 -0,0126 0,010824 1,1619
3468 5,0E-4 0,006305 0,0731
3481 -0,0023 0,005301 0,4296
3480 -0,0066 0,009478 0,7013
3498 -0,0069 0,00455 1,5231
3500 -0,0098 0,007492 1,3079
3502 -6,0E-4 0,005906 0,0984
3465 G,’GG69 02010421 (‘;,665
3501 0,0102 0,008991 1,1365
3514 0,0149 0,010154 1,4662
4442 0,0195 0,007948 2,4544
4729 0,0224 0,009354 2,3997
5245 -0,0033 0,00876 0,3749
5970 -0,0080 0,0070 1,1379
5972 0,,013 0,(‘109356 1:3943
6143 -0,0016 0,006124 0,2603
6145 -0,0197 0,009165 2,1512
6146 0,0155 0,008229 1,8891
5974 0,0087 0,009666 0,9018
6151 -0,0278 0,010338 2,6872
6109 0,0112 0,013176 0,8505
6865 0,0059 0,010926 0,5445
7210 0,0156 0,009843 1,584




v" Etude de cartographie fine

Tableau 8 : Effets de substitution allélique, erreur standard et valeur du test-T pour chacun
des 17 peres Prim’Holstein de 1’étude de cartographie fine sur le BTAO3 pour le TNR90. Les
peres hétérozygotes (P<0,05) sont en gras et en couleur rouge.

Identifi X Effet de substitution Erreur Valeur du test-
entifiant_pere allélique standard T

2108 0,0046 0,009899 0,4606
3442 0,0055 0,013403 0,4077
3492 0,01 0,01054 0,9454
3465 -0,0037 0,011139 0,335

3514 0,0216 0,010524 2,0521
4442 0,0253 0,008075 3,1349
5245 0,0022 0,008531 0,2637
5970 0,0086 0,006531 1,3173
5972 -0,0039 0,008476 0,4549
6143 -0,0033 0,00574 0,5802
6145 0,0264 0,008961 2,9448
6146 0,0195 0,007909 2,4717
5974 0,0077 0,009065 0,8442
6151 0,0249 0,010051 2,4803
6109 -0,0211 0,013336 1,5827
6865 0,0056 0,010078 0,5587
7210 -0,0142 0,009732 1,4635




