EN

REPUBLIQUE +

FRANCAISE 2COlE »
enV‘ vétérinaire

Université
de Toulouse

ANNEE 2023 THESE : 2023 — TOU 3 — 4045

SIGNATURES MOLECULAIRES DES GENES SOUMIS A
EMPREINTE PARENTALE CHEZ LE PORC

THESE D’EXERCICE pour obtenir le titre de
DOCTEUR VETERINAIRE
DIPLOME D’ETAT

présentée et soutenue publiquement
devant I'Université Paul-Sabatier de Toulouse

par

JACOMET Eva, Lucie

Directeur de thése : M. Alain DUCOS

JURY
PRESIDENT :
M. Cédric LE CAIGNEC Professeur a I'Université Paul Sabatier de TOULOUSE
ASSESSEURS :
M. Alain DUCOS Professeur a 'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE
Mme Christelle CAMUS Maitre de Conférences a I'Ecole Nationale Vétérinaire de TOULOUSE

MEMBRES INVITES :
Mme Julie DEMARS Chargée de recherche a 'lNRAE, UMR GenPhySE
M. Jean-Noél HUBERT Chercheur post-doctorant a 'INRAE, UMR GenPhySE






J école
r nationale
‘ vetérinaire
toulouse

Ministére de I'Agriculture et de I’Alimentation
ECOLE NATIONALE VETERINAIRE DE TOULOUSE

Liste des directeurs/assesseurs de thése de doctorat vétérinaire

Directeur : Professeur Pierre SANS

PROFESSEURS CLASSE EXCEPTIONNELLE

BERTAGNOLI Stéphane, Pathologie infectieuse

BOUSQUET-MELOU Alain, Pharmacologie, thérapeutique

BRUGERE Hubert, Hygiéne et industrie des aliments d'origine animale
CHASTANT-MAILLARD Sylvie, Pathologie de la reproduction
CONCORDET Didier, Mathématiques, statistiques, modélisation
DELVERDIER Maxence, Anatomie pathologique

ENJALBERT Francis, Alimentation

GAYRARD-TROY Véronique, Physiologie de la reproduction, endocrinologie
HAGEN-PICARD Nicole, Pathologie de la reproduction

MEYER Gilles, Pathologie des ruminants

SCHELCHER Francois, Pathologie médicale du bétail et des animaux de basse-cour
Mme TRUMEL Catherine, Biologie médicale animale et comparée

=zzgz==x
(0]

==
3 3
IS

==

PROFESSEURS 1¢ CLASSE

M. BAILLY Jean-Denis, Hygiéne et industrie des aliments

Mme BOURGES-ABELLA Nathalie, Histologie, anatomie pathologique
Mme CADIERGUES Marie-Christine, Dermatologie vétérinaire

M. DUCOS Alain, Zootechnie

M. FOUCRAS Gilles, Pathologie des ruminants

M. GUERIN Jean-Luc, Aviculture et pathologie aviaire

M.  JACQUIET Philippe, Parasitologie et maladies parasitaires
Mme LACROUX Caroline, Anatomie pathologique, animaux d’élevage
Mme LETRON-RAYMOND Isabelle, Anatomie pathologique

M. LEFEBVRE Hervé, Physiologie et thérapeutique

M. MAILLARD Renaud, Pathologie des ruminants

M. MATHON Didier, Pathologie chirurgicale

PROFESSEURS 2¢m CLASSE

Mme BOULLIER Séverine, Immunologie générale et médicale

M.  CORBIERE Fabien, Pathologie des ruminants

Mme DIQUELOU Armelle, Pathologie médicale des équidés et des carnivores

M.  GUERRE Philippe, Pharmacie et toxicologie

Mme MEYNADIER Annabelle, Alimentation animale

M. MOGICATO Giovanni, Anatomie, imagerie médicale

Mme PAUL Mathilde, Epidémiologie, gestion de la santé des élevages avicoles

M. RABOISSON Didier, Médecine de population et économie de la santé animale
M.  VOLMER Romain, Microbiologie et infectiologie



MAITRES DE CONFERENCES HORS CLASSE

M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
Mme

BERGONIER Dominique, Pathologie de la reproduction

BIBBAL Delphine, Hygiene et industrie des denrées alimentaires d'origine animale
CAMUS Christelle, Biologie cellulaire et moléculaire

JAEG Jean-Philippe, Pharmacie et toxicologie

LYAZRHI Faouzi, Statistiques biologiques et mathématiques

PALIERNE Sophie, Chirurgie des animaux de compagnie

PRIYMENKO Nathalie, Alimentation

MAITRES DE CONFERENCES CLASSE NORMALE

M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
Mme
Mme
M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
Mme
M.
M.
Mme
Mme
M.

ASIMUS Erik, Pathologie chirurgicale

BRET Lydie, Physique et chimie biologiques et médicales

BOUHSIRA Emilie, Parasitologie, maladies parasitaires

CARTIAUX Benjamin, Anatomie, imagerie médicale

CONCHOU Fabrice, Imagerie médicale

DANIELS Héléne, Immunologie, bactériologie, pathologie infectieuse
DAVID Laure, Hygiéne et industrie des aliments

DIDIMO IMAZAKI Pedro, Hygiene et industrie des aliments

DOUET Jean-Yves, Ophtalmologie vétérinaire et comparée

FERRAN Aude, Physiologie

GRANAT Fanny, Biologie médicale animale

JOURDAN Géraldine, Anesthésie, analgésie

JOUSSERAND Nicolas, Médecine interne des animaux de compagnie
LALLEMAND Elodie, Chirurgie des équidés

LAVOUE Rachel, Médecine Interne

LE LOC’H Guillaume, Médecine zoologique et santé de la faune sauvage
LIENARD Emmanuel, Parasitologie et maladies parasitaires
MEYNAUD-COLLARD Patricia, Pathologie chirurgicale

MILA Hanna, Elevage des carnivores domestiques

NOUVEL Laurent, Pathologie de la reproduction

VERGNE Timothée, Santé publique vétérinaire, maladies animales reglementées
WARET-SZKUTA Agnés, Production et pathologie porcine
PALIERNE Sophie, Pathologie chirurgicale

GAIDE Nicolas, Anatomie Pathologique

INGENIEURS DE RECHERCHE

M.
Mme
Mme

AUMANN Marcel, Urgences, soins intensifs

AUVRAY Frédéric, Santé digestive, pathogénie et commensalisme des entérobactéries
CASSARD Hervé, Pathologie des ruminants

CROVILLE Guillaume, Virologie et génomique cliniques

DEBREUQUE Maud, Médecine interne des animaux de compagnie

DIDIER Caroline, Anesthésie, analgésie

DUPOUY GUIRAUTE Véronique, Innovations thérapeutiques et résistances
GAILLARD Elodie, Urgences, soins intensifs

GEFFRE Anne, Biologie médicale animale et comparée

GRISEZ Christelle, Parasitologie et maladies parasitaires

JEUNESSE Elisabeth, Bonnes pratiques de laboratoire

PRESSANTI Charline, Dermatologie vétérinaire

RAMON PORTUGAL Félipe, Innovations thérapeutiques et résistances
REYNOLDS Brice, Médecine interne des animaux de compagnie

ROUCH BUCK Pétra, Médecine préventive

DELPONT Mattias, Clinique Aviaire

POUJADE Agnés, Anatomie pathologique Vétérinaire

LAYSSOL-LAMOUR Catherine, Imagerie Médicale

Mme SAADA Chloé, Gestion intégrée de la santé des ruminants



A Monsieur le Professeur Cédric Le Caignec
Professeur des Universités

Praticien Hospitalier

Génétique

Merci d’avoir accepté d’évaluer ce travail et de présider mon jury.

A Monsieur le Professeur Alain Ducos
Professeur de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Génétique

Merci d’avoir accepté d’étre mon directeur de thése. Merci pour vos précieux conseils pour la
rédaction de ce manuscrit, et merci par ailleurs pour vos enseignements en Génétique.

A Madame le Docteur Christelle Camus
Maitre de Conférence de I’Ecole Nationale Vétérinaire de Toulouse
Biologie moléculaire

Merci d’avoir accepté d’étre membre de mon jury, et merci par ailleurs pour vos enseignements
en Biologie moléculaire.

A Madame le Docteur Julie Demars

Chargée de recherche a I’Institut National de Recherche pour 1'Agriculture, 1'Alimentation et

I'Environnement
Genétique

Merci de m’avoir fait découvrir le monde de la recherche et de m’avoir intégrée dans votre
équipe. Merci pour votre encadrement sans faille, et pour votre aide pour ce manuscrit.

A Monsieur le Docteur Jean-Noél Hubert

Post-doctorant a 1’Institut National de Recherche pour 1'Agriculture, 1'Alimentation et

I'Environnement
Génétique

Merci pour votre bienveillance et pour votre accompagnement dans la rédaction de ce
manuscrit.



Liste des productions scientifiques associées a la thése

Ce projet de these a été soutenu par le projet PIPETTE ANR-18-CE20-0018
Communications affichées dans un colloque national ou international (3)

Hubert JN, Iannuccelli N, Cabau C, Jacomet E, Billon Y, Serre RF, Vandecasteele C,
Donnadieu C, Demars J. 4 methyl-seq tool to capture genomic imprinted loci. Genomic

Imprinting — from Biology to Disease, 22-24 mar 2023, Cambridge, Royaume-Uni.

Hubert JN, Perret M, Iannuccelli N, Jacomet E, Cabau C, Demars J. 4 bioinformatics pipeline
to detect imprinting from methyl-seq trio data. Genomic Imprinting — from Biology to Disease,

22-24 mar 2023, Cambridge, Royaume-Uni.

Hubert JN, Iannuccelli N, Cabau C, Serre RF, Vandecasteele C, Jacomet E, Brenot S, Billon
Y, Hebrard W, Donnadieu C, Demars J. Vers une carte de l'imprintome porcin : comparaison
de deux méthodes de méthyl-seq. Journées Scientifiques du Département de Génétique

Animale, 13-15 sep 2022, Bordeaux, France.

Communication orale dans un colloque international (1)

Hubert JN, Iannuccelli N, Cabau C, Serre RF, Vandecasteele C, Jacomet E, Brenot S, Billon
Y, Hebrard W, Donnadieu C, Demars J. Targeting the pig imprintome: a comparative approach
using two methyl-seq technologies. Advances in Genome Biology and Technology Agriculture

(AGBT-Ag), 4-6 avr 2022, San Diego, United States.

Article soumis dans une revue a comité de lecture (1)

Hubert JN, Iannuccelli N, Cabau C, Jacomet E, Billon Y, Serre RF, Vandecasteele C,
Donnadieu C, Demars J. 4 methyl-seq tool to capture genomic imprinted loci. bioRxiv, 2023,

https://doi.org/10.1101/2023.02.21.529206




Table des matiéres

PARTIE 1 : SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 14
I. L'ADAPTATION DE LA FILIERE PORCINE FRANCAISE 14
1.1. DETERMINISME GENETIQUE DES CARACTERES ......ooiitiiiiiiiieeitieeeeeeeieeeeeeeeeeeesaeesvessaessaeessnneens 15
1.1.1. Caractéres a déterminiSme MONOZENIQUE ........eeveerreerreerreerreerreesseesseesseesseesseesseesesssesssesssesssesssenss 15
1.1.2. Caractéres a déterminisme POLYZENIQUE ........evveereeriereerieeriesieeseesteesteeseesseesseesseesseesseeseesseesses 16
1.1.3. Du modéle monogénique au modeéle OMNIZENIQUE.......eevvverreerieereeriieriieiiesieesieerieesseeseeseeseesees 17
1.2. L’ELEVAGE PORCIN EN FRANCE .......cuiiiiiiiiiiiiinicisicittetce ettt 19
1.2.1. Historique de la filiére porcine frangaiSe ..........cccceerierierienienieeniieriieseeieeee et 19
1.2.2. Organisation de la filiére porcine actuelle : un systéme pyramidal ............cccceevevieviienciiencreennnenn. 21
1.2.2.1. L7€tage de SEIECTION ...cuviieiieiiie ettt etee ettt e et e et e e s beesabeessbeeesbaeesbaeesaeesseessaessseenssenns 22
1.2.2.2. L’¢étage de MUItiPliCAtION ....cc.veeeiiieiiicieecieecie ettt ettt eee e e eesbeessbeessbeeesneesssaeensneenes 22
1.2.2.3. L7€tage de ProAUCTION .......cccuieiiiiiesiieieeie et et eteeie et e eteesbeesteesseesbeesseesseesseessessseassesssesssenssenns 23
1.2.2.4. Une rationalisation au niveau de la filiére comme au niveau de I’€levage...........cccccvervvereennen. 23
1.2.3. Notions de genétique QUANTITALIVE ......ccuverieriereerieereeseesteesteesseesseesseesseesseeseesseesseesseesseesseesseesses 24
1.2.3.1. Composantes influengant le phénotype d’un individu..........cceoererieiinininiinininieceee 24
1.2.3.2. Estimation de la valeur génétique additiVe .........cceerieiieiieiieieeeeeeeeee e 25
1.2.3.3. Estimation des parametres SENELIGUES ......cccvveerrieereeerieerreesireesireesseeesreeesseeessseessseessseesssessssenns 26
L T T B T 1o 1 TSRS 26
1.2.3.3.2. Les COITélations ZENELIQUES .....ccvverreerieerrierieesriesteesseesseesseesseesseeseesseesseessesssesssesssesssesssesssesssenns 28
1.2.4. Evolution des méthodes de SEIECHON ...............cc.evevrvereeeeeeeeeeeeeeeeseeseesees e eee s sssesees 29
1.2.4.1. Principes d’amelioration ZENELIQUE...........eerueeruierrierrierieesieesteesteeseesseeseeseesseessessseesesssesssesssenns 29
1.2.4.2. Sélection polygénique CIASSIQUE .....cceevvverieerierieeriieriiesieesieesieesieesteesseesseesseesseesseesseesseesseesseeses 30
1.2.4.3. BLUP-MOd@Ie animal .........ccceeruieriieriieiiiiieriieseesitesttesiee et esieeste e st e st e st esseesteesseeseenseenseenseas 30
1.2.4.4. Introduction a la sélection gENOmMIque (SG) ..cecveerrierierieniieniienieereereerte ettt 31
1.2.5. Evolution des 0bjectifs de SEIECHON. ..........o..ovovrveiveeeeeeeeeeeeeeeeseeeee e 31
1.2.6. Vers de nouveaux objectifs de SEIECtION ........c.eeevuiieciiieciieiiiecieecee e 34
II. LES RESSOURCES OMIQUES COMME SUPPORT DE L’EVOLUTION DE LA

SELECTION PORCINE 36
2.1. LA GENOMIQUE ......couiiiiiiiiiieieieietete ettt ettt 36
2.1.1. Les années 1990 : les Marqueurs SENETIQUES .......ceevvverreerreereereereeseesieesseesseesseesseesseesseesseesseensees 36
2.1.1.1. Historique de I'utilisation des marqueurs ZENEtIQUES .........eeeerueriereeriererieneenieneneeeenienieeaeene 36
2.1.1.2. Quelques applications des Marqueurs SENETIGUES ......cecueerueererrieereeriierieereenieesieesteesteeseeeneeeneeas 37
2.1.2. &S PUCES A€ ZENOTYPALZE . ..eeuveenveeieertientietieteesteesteesteenteesteeteesteesteesseenseeseeseeseenseenseenseenseeseansean 38
2.1.3. En quoi la sélection génomique (SG) représente-elle une révolution technologique 7 ............... 40
2.1.4. Le développement des techniques de séquencage en trois révolutions ...........cecvveveerveerveerveennens 41
2.1.4.1. 1%°révolution : le séquengage SANGET (1977) ..cvovevieevevereieeeeeeeeeeeeeee e 41
2.1.4.2. 2™ révolution : le séquengage nouvelle génération (ou NGS : Next Generation Sequencing)42
2.1.4.3. 3% réyolution : longues lectures et séquencgage de la molécule d’ADN native....................... 44
2.2. LES ELEMENTS NON MENDELIENS MAIS TRANSMISSIBLES......cc.tetrttrieterieiesienieeeneesesneseeneeneeneneennes 46
2.2. 1. EPIGENGHIQUE. ......ooveoeeeeeeeee e naenaes 47
2.2.1.1. Définition de I EPigenetiqUe. .......ccueeruieriieriieieeriiesieeteet et te st et ettt ettt e te e bt esbeesbeebeeseeneeas 47
2.2.1.2. L’épigénétique transgénérationnelle ...........ccoecoveeeeiiiiiiieiiieiieeciee et 48
B 163 (o) o3 TSRS 50
2.2.3. Génome MitoChONAITAL.......cc.oiiiiiiiiiiie ettt et 52



2.2.4, HETItAZE CUITUTCL.....cuiiiieiieiieiieseeseeeeeee ettt ettt ettt e e e be e beesseesseessaessaensaenseenseensaensens 52

II1. LES GENES SOUMIS A EMPREINTE PARENTALE 54
3.1. UNE EXPRESSION GENIQUE SINGULIERE........ccutttiiiutieeiitereeetteeseieeeessnseesssnneesssssseesssseesssseessssnes 54
3.1.1. Découverte des génes soumis a empreinte parentale ...........cocceecveereerieerieeieeieeseeeee e 54
3.1.2. CyCle de PPe@MPIEINTE .......veeeeiieiiieeiieeiieeiie et et e e eteesteeebeeesbeeestaeetaeessaeessseessseessseesssessssesesseanes 57
3.1.2.1. Etape 1 : I’établissement de 1’empreinte parentale ................ooeveeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeseseeeenenen 58
3.1.2.2. Etape 2 : le Maintien et 12 I8CHUIE ..........c.v.oveiveeeeeeeeeeeeeeeeeee e 59
3.1.2.3. Etape 3 : I’effacement des marques d’empreinte .............o.ov.veeeeeveeeeeeeeeeeeeesessseeseseeeneenen 60
3.1.3. Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation des génes soumis a empreinte parentale
................................................................................................................................................................ 61
3.1.3.1. MécaniSme INSUIALEUL .........cccuiiiiiiieiiieiie et ettt e et e e bt eeteeeeaeestbeesaseesabeesaseeensesesneenes 62
3.1.3.2. Mécanisme avec action de longs ARN non codants (ARNING) ........cccceeveeiieiiniieiiiiieiees 63
3.1.3.3. Roles des petits ARN NON COAANTS ......cueiiiuiiiiiiiiiieeiieeieeeieeeiteeieeeiveesveesveesbeesseeeveeesneenes 64
3.1.3.4. L’empreinte non-canonique : un autre type de marque d’empreinte.........coeevveveveeecreeeceeenneenns 65
3.1.4. Une expression tissu-dépendante des génes SOUMIS & CMPIEINLE ......c.ecvveevveerreerreerreerveeieerveaneans 66
3.1.4.1. Le placenta, un organe clef pour les mécanismes d’empreinte parentale...........c.ccccvevveerreennnns 66
3.1.4.2. Exemple du gene growth factor receptor bound protein 10 (Grb10)........ccceevevininiiencnenenee. 68
3.2. UNE INFORMATION TRANSGENERATIONNELLE JOUANT UN ROLE DANS LES FONCTIONS DE
DEVELOPPEMENT ET CROISSANCE ......uuvttiiitteeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeteeseeaseessaseessassseesseaseesseseeessssseessasseessaes 69
3.2.1. Role des geénes soumis & empreinte Parentale...........oceereeriierierieeieesieeie e 69
3.2.1.1. Roles dans le développement embIyONNAITe. .......c..cccveeeevieeerieeriieerieesveesieeereeereesreeeveeeseneenes 69
3.2.1.2. Role sur le développement et la physiologie du systéme nerveux central............cceevveeveannnnns 70
3.2.1.3. Role sur le développement de la glande Mammaire ..........cccoeeveeeveeeieerieenieenieecreereereeseeseeneens 71
3.2.2. Connaissances comparées entre I’Homme, la souris €t 1€ POrc .........ccevvvevieevieeciiecieciieieeieenens 72
3.2.3. Lien entre empreinte parentale et santé chez PHOMME ............ccveevieciieiiieienieeceeeeeeeee s 73
3.2.3.1. Syndrome d’Angelman (SA) ...cc.coirieiriniiteeee ettt 74
3.2.3.2. Syndrome Prader-Willi (PWS) .....cooiiiiiieieieeeeee ettt ettt et 75
3.3. LES THEORIES SUR LE SUCCES EVOLUTIF DE L’EMPREINTE PARENTALE ......ccccoerteiriinienieieieeienaens 76
3.3.1. Théorie de la prévention de la parth€nogenese..........occueeeeiiiiiiiiiiiieiii e 77
3.3.2. Théorie de la « bombe a retardement OVATIENNE » .......cccueerueeriierieeriieieeie et 77
3.3.3. Théorie de 1'antagoniSme SEXUECL .......cc.ecvvieriieriieriieiierieteesreesteeteereereereeseesseereesseesseessesssesssenns 78
3.3.4. Théorie du conflit parental (ou « 1a bataille des SEXES »)..ccveevrierrieriieriieieeriieie e e e ereereane e 78
3.3.5. Théorie de la coadaptation foeto-maternelle...........c.eecverieerieeniieciieciieieee e 79
PARTIE 2 : ETUDE EXPERIMENTALE DES SIGNATURES MOLECULAIRES DE
L’EMPREINTE PARENTALE SUR LA REGION H19-IGF2/KCNQI-CDKNIC .......cc.ceoonsvnsuncee 81
I. CONTEXTE 81
1.1. INTERET DU CROISEMENT RECIPROQUE POUR L’ETUDE DE L’EMPREINTE ........coovvviiiiiieeiineeeeenneee. 81
1.2. DONNEES NECESSAIRES A L’EVALUATION DES MECANISMES D’EMPREINTE.......ccccovineienieieneenes 82
1.2.1. Les dONNEES SENOMIGUES ....evvereveeerieeieeeieeessreesreesseesseessessseessssessssessssesssseessseesssessssesssssesnsseees 82
1.2.2. Les dONnées EPigenomiQUES. ........uerueerreerreerreerreesseesseesseesseesseesseesseessesssesssesssesssesssesssesssesssesssesssenss 83
1.2.3. Les données tranSCriPLOMIQUES .......cuverveerrrerieereereesseesseesseesseesseesseesseesseesseesseessassseessesssessseessesssens 84
1.3. CHOIX DE LA REGION D ETUDE .....oviuiiiiiiiiiiieteitnteitneetteteteseeset ettt ese st se et st eses et ese et saeseesenes 85
II. MATERIELS ET METHODES 86
2.1. LES ELEMENTS DISPONIBLES AVANT MON ARRIVEE .......ccutriiuieiiiiinienienieitetesiententeseeieese st seeeeneseesnes 86
2.1.1. Les animaux et €Chantillons ..........cccueeiiiiiiiiiiiii ettt e et ve e e eavea s 86



2. 1.2, LLES AOMIMEES ...oeeiieeeeeiieeee ettt ettt e oo et e e e s et e e e e s e s et e e eeesessaa bt e eeeesase it eeeeeearanraareeas 87

2.2. ANALYSES BIOINFORMATIQUES ......uteuteteteeeeeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeseeeeeeseeseseeseeeesesseeseeeeseeeseseeseeeanes 88
2.2.1. Séquencage de I'EPIZENOME. .......c.eeiuieiuieriieiieieerie ettt ettt et et e ste e bt e bt e bt e beesteesbeebeebeenseeneean 88
2.2.1.1. Détermination des haplotyPes........cocieriiriiiiiieiee ettt 89
2.2.1.2. Identification des DMRS candidates ...........ccccerieiieniieniiinienieenieesieeieeiee et 89
2.3. PROTOCOLES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE .........ceeoieitieeteeetieeteeeteeeseesseeeseeeseeeseeeseesseesseesseesseenseeses 90
2.3.1. Design des amorces Selon 188 EXPEIICNCES ......c.uivierriereeriieriiesieesieereeteesseesseesseesseesseeseesseeseessees 90
2.3.1.1. Amorces de génotypage via la méthode PACE® ...........ccccoveiviievienieniieeeeeseeeeieee e 90
2.3.2. Conditions PCR Selon [8S EXPETIENCES .......cvuiirieeriierrieiieiieieesieesieesieesteesseesseesseesseesseesseesseesseesens 94
2.3.2.1. PCR pour la méthode PACE®........cc.ccociiiiiiiiieiiiicteei ettt 94
2.3.2.2. PCR pour le SEqUENGAZE SANGET .......ceruiirtieriieriieniientientienteesteesteesteesteesseenseesseesseesseesseesseenseenseas 94
2.4. LOGICIELS ET SITES UTILISES ....oeittiiiteeeeteeeteeeteeeeteeeeaeeeeteeeeeeeesaeeenseeesesensesenseseessseassseensesensesenseean 95
II1. RESULTATS 96
3.1. ORIGINE PARENTALE DES ALLELES ......ccvtiitiiitieeteeeteeeteeeteeeteeeteeeseeeseeeseaessenseeseenssenseenseenssensesnseanseans 97
3.1.1. Sélection bioinformatique de variants informatifs.............ccevvieviiivieiiinieece e 97
3.1.2. Validation deS GENOLYPES ..e.vverveerierrierriesieesieestiesieesreeseeseesseesseesseesseaseesseessesssesssesssesssesssesssesssenns 98
3.2. IDENTIFICATION DE REGIONS HEMI-METHYLEES .......cctriiuiiiiiinieiinieieieieiereteteetneeesseseseeseseeneeeneneas 99
3.2.1. Analyse des données EPIgENOMIQUES .......ccuerueruteruiriirieterterieeetertenie st eatentesbesieete st sbeestentesbeeaeenees 99
3.2.2. Méthylation dépendante de 1’origine parentale...........ccoccvereerieneneniienininieiereneeeee e 101
3.2.2.1. Identification bioinformatique de DMR candidats ...........ccccevoeeriiniinieniinierienie e 101
3.2.2.2. Validation de DMR parentale-SpecifiqUe ..........ccceerviieeiiiiiiiieiie e eere e e sveeevee e 101
3.3. IDENTIFICATION DE L’EXPRESSION PARENTALE-SPECIFIQUE .....uuveiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeereeeeeeeens 103
3.3.1. Analyse des données tranSCriPLOMIGUES .......ecvvervrerrrerrerresrerresreseessessresssesssesssesseessssssesssensns 104
3.3.2. Premicéres expériences de validation de I’expression de génes soumis a empreinte.................. 105
IV. DISCUSSION 106
4.1. MISE EN EVIDENCE DE DEUX REGIONS SOUMISES A EMPREINTE PARENTALE........c.ccccooerveueeueneenen 106
4.2. UNE APPROCHE MULTIOMIQUE LOCALE POSANT DES BASES POUR LA CARACTERISATION DE

L IMPRINTOME PORCIN ......0ettiiiiiiiiitiieeeeeeiittteeeeeeeeiettreeeeeeeeeessesseseeeaaissssssaeeeaasssssssseseesasrssesaseessssssseeens 108
CONCLUSION 110
BIBLIOGRAPHIE 111
ANNEXE 138




Liste des figures
FIGURE 1 : REPRESENTATION SCHEMATIQUE DE LA DISTRIBUTION DE LA POPULATION POUR UN CARACTERE

(0187 ¥ N 1 SRR 17
FIGURE 2 : UN CONTINUUM ALLANT DU DETERMINISME MONOGENIQUE AU DETERMINISME OMNIGENIQUE........... 18
FIGURE 3 : SYNTHESE DES GRANDES ETAPES DE LA STRUCTURATION DE LA FILIERE PORCINE FRANCAISE. ............ 21
FIGURE 4 : LA FILIERE PORCINE, UN SYSTEME PYRAMIDAL A TROIS NIVEAUX (PINEL 2023). .....ccovvvevrieieriereneee, 22
FIGURE 5 : ORGANISATION DE LA CONDUITE EN 7 BANDES AVEC UN SEVRAGE A 28 JOURS. ......cccveevvrecreeereeeneeennen. 23
FIGURE 6 : ESTIMATION DE L'HERITABILITE VIA LA REGRESSION PARENT-ENFANT. ......ccoooviiiiirieiineeeeenneeeeneeeeneeas 27
FIGURE 7 : DESEQUILIBRE DE LIAISON ET RECOMBINAISON LORS DE LA MEIOSE. .....cc.ccooviiitieeiieieeereeeteeereesneeeanens 28
FIGURE 8 : ETAPES D’UN SCHEMA DE SELECTION. .......vueveeeveeeseeeeeeeseeeeseeeeseseeseseesesesesesssessesesseseseesessesessessessseees 29
FIGURE 9 : EVOLUTION DES OBJECTIFS DE SELECTION EN PRODUCTION VIANDE. <.......evoveeeeeeeeeeeeeseeeeeeseereeenees 33
FIGURE 10 : EVOLUTION AU COURS DU TEMPS DES CARACTERES GMQ (A) ET PORCELETS NES VIFS PAR PORTEES

(B) DANS LES RACES LWF, LR, PIET AUNIVEAUDE LA GTTT..c..oooiiiiiiiiiiiiiiiieececeeceeeee 33
FIGURE 11 : LES ENJEUX AUXQUELS LE MONDE DE L'ELEVAGE DOIT FAIRE FACE. ......c.ccovvuiiieiieeeeeeeeeeeeeeneeeeneeeas 35
FIGURE 12: PRINCIPES DES PUCES DE GENOTYPAGE. .....veciuviiitieiitieiteeereeeteeeseesteeeseeeseeeeseesseesessessesesseensesssessssesnnens 39
FIGURE 13 : EVOLUTION DU COUT DU SEQUENCAGE DU GENOME HUMAIN ENTRE 2001 ET 2021, .....ovveeeeveeeann. 41
FIGURE 14 : PRINCIPE DU SEQUENCAGE SANGER........ccittiiitieetiieiteeeteeeteesteeeseestseesseessseessesssseessessssessssssssesssssssseenses 42
FIGURE 15 : PRINCIPE DE LA TECHNOLOGIE ILLUMINAL. ......0tiiiititeiiiieeitieesieeesteeeeereesseseeessseeesssseessssesesssesesssssesnnnes 43
FIGURE 16 : AVANTAGES DES LONGUES LECTURES POUR LE NGS. ......uiiiiiiiiiiiiieeiee ettt 44
FIGURE 17 : SCHEMATISATION DE QUELQUES ETAPES CLES DE LA REVOLUTION TECHNOLOGIQUE DANS LE

DOMAINE DE LA GENETIQUE. .....eeitiiitieetieitiestteeteesteeeseessessseesseessseasssessssesssssssssssessssessssesssessssssssessessssesssesans 46
FIGURE 18 : CONCEPT DE L'EPIGENTIQUE TRANSGENERATIONNELLE. .....cccvteitieitiieiteeereenteeeereeseesereesseeseressssessseennes 49
FIGURE 19 : SCHEMATISATION DE L’EXPRESSION MONO-ALLELIQUE PARENT-DEPENDANTE DES GENES SOUMIS A

EMPREINTE. .....ccoiietieitreereeiteeeiteesteeereessseeseeseseeseessseenseesaseesens
FIGURE 20 : EXPERIENCES DE TRANSFERT DE NOYAUX (SOLTER). .....

FIGURE 21 : EXPERIENCES DE TRANSLOCATION (CATTANACH). ......tectieuieteetieeeeeeeteeneessesneesseenaesseensesseensesseensesseenes
FIGURE 22 : CYCLE DE L’EMPREINTE PARENTALE CHEZ LA SOURIS. ......cuvviiiiiiiiiiieeeeeiineeeeeeeirreeeeeeenreeeeeeeesneeeeeans 58
FIGURE 23 : VARIATION DU NIVEAU DE METHYLATION AU COURS DU CYCLE DE L’EMPREINTE. ........c.coovveeereeennne.. 59
FIGURE 24 : LES MECANISMES DE DEMETHYLATION : LA DEMETHYLATION PASSIVE VERSUS LA DEMETHYLATION

ACTIVE VIA L’ACTION DES ENZYMES TET . ..ottt ettt 61
FIGURE 25 : REGULATION EPIGENETIQUE BASEE SUR LE MODELE INSULATEUR : EXEMPLE DES GENES IGF2 ET H19.

........................................................................................................................................................................ 63
FIGURE 26 : REGULATION EPIGENETIQUE BASEE SUR LE MODELE INSULATEUR : EXEMPLE DU CLUSTER IGF2R. .....64
FIGURE 27 : COMPARAISON DES STRATEGIES DE REPRODUCTION ET DE L’EXISTENCE DE L’EMPREINTE GENOMIQUE

CHEZ DIFFERENTS GROUPES DE VERTEBRES. .....ccvtiitiiitiietieiiteeeteeeeteeeteeeiseesteeeisseeseseseeeseseseesssesseesseessseesesans 66
FIGURE 28 : COMPARAISON HISTOLOGIQUE SIMPLIFIEE DES DIFFERENTES PLACENTATIONS EN FONCTION DES

ESPECES. . uveeiuteeetee et eeteeeteeeeteeeeteeete e e seeeaeeeseeeseeerteeeteeeeseeseseseeesesenseeeaeeaeeeateeeeeeetesenreeeaeeenteeeaeeeteeateeereenteeans 67
FIGURE 29 : SCHEMA RESUMANT LES ROLES PHYSIOLOGIQUES DE LA PROTEINE IGF2 DECRITS CHEZ L'HOMME ET

MODELES DE SOURIS. ....ccuvtitieiteeeteeeeteeeeeeeteeeseeeseeeseeessseesesaiseeesesesesssseaseessssasseesesassessssenseesssesseesssesnssensesans 68
FIGURE 30 : REPARTITION DES GENES SOUMIS A EMPREINTE CONNUS CHEZ L'HOMME (A), LA SOURIS (B) ET LE PORC

() TSRS 73
FIGURE 31 : SCHEMA DE LA REGION 15Q11-2-Q13 IMPLIQUEE DANS LES SYNDROMES D’ ANGELMAN ET PRADER-

WVILLL ¢ttt e ettt e oot eeeate e e ete e e eaaeeeeateeeeaseeeesseeeeaseeeeaseeeansseeetaeeeenteseenteeeeteeeeatteeeenteeeennees 74
FIGURE 32 : CROISEMENT RECIPROQUE DANS LE CADRE DE L ETUDE. .....uvtiiitiiiiiiieiieeeeeeieeeeaeeseseeeeseseeessnnseesnneeas 81
FIGURE 33 : PRINCIPE DE LA CONVERSION AU BISULFITE DE L’ADN......cooiiiiiiiiiiiiie e 83
FIGURE 34 : ORGANISATION DE LA PARTIE EXPERIMENTALE EN TROIS AXES PRINCIPAUX. ....cc.ccovveeveeererereeereeennen 86
FIGURE 35 : LES TROIS FAMILLES UTILISEES POUR CETTE ETUDE. EN ROUGE SOULIGNES : LES INDIVIDUS DONT LES

DONNEES DE SEQUENCAGE D’ ADNG TRAITE SONT DISPONIBLES. .....uvtiiiiiiiiitiieieteeeeieeeeeneeesiaeeessneessneeesnns 86
FIGURE 36 : SCHEMA SIMPLIFIE DU PIPELINE UTILISE POUR LA DETECTION DES VARIANTS. .......covveivieereeereeeneeennenn 90
FIGURE 37 : PROGRAMMES PCR UTILISES POUR LA PACE® SUR ADNG.......ccoiiiiiiiieiieiieeeteeeeeeetee et 94
FIGURE 38 : PROGRAMME PCR CLASSIQUE UTILISE. ....coeuuiiiiiieeitiieeeeeeeeeeeeeteeeeeseessenseesensesessssessnssesssssessssssesnneens 95
FIGURE 39 : FICHIER D’ ANNOTATION DU GENOME PORCIN UTILISE GTF SUSSCROFA 11.1.109........cccoeeviiriinenne. 96

10



FIGURE 40 : LOCALISATION DES 21 VARIANTS SELECTIONNES. .. .uvvttiiiiiiiiieeeeiitieeeeeeesieeeeeeeesanseeessesnnseeessssnseeeessns 97

FIGURE 41 : GENOTYPAGE SUR ADNG A L’AIDE DE LA METHODE PACE®.........ccooiiiiiieieececeeeeee e 99
FIGURE 42 : VISUALISATION DES DONNEES EPIGENOMIQUES DE L’ INDIVIDU 128 A L’AIDE DE IGV...................... 100
FIGURE 43 : COMPARAISON DES DETECTIONS BIOINFORMATIQUE ET VISUELLE DES REGIONS HEMI-METHYLEES. 100
FIGURE 44 : EXEMPLE DU VARIANT 1 384 751 PB DISCRIMINANT LES CPG METHYLEES ET NON METHYLEES. ...... 101
FIGURE 45 : ELECTROPHORESE SUR GEL D’ AGAROSE DES PRODUITS PCR OBTENUS AVEC LES AMORCES DE MS-

o O S SRS 102
FIGURE 46 : CHROMATOGRAMME DU FRAGMENT METHYLE ISSU DE MUSCLE POUR LE VARIANT 1 384 751 PB.....103
FIGURE 47 : VISUALISATION DES DONNEES TRANSCRIPTOMIQUES AVOISINANT 2 VARIANTS D’INTERET. ............. 104

FIGURE 48 : GENOTYPAGE SUR ADNG ET ADNC DU VARIANT 1 645 662 PB L’ AIDE DE LA METHODE PACE®.... 105
FIGURE 49 : SCHEMATISATION DES RESULTATS OBTENUS CONCERNANT L’EMPREINTE PARENTALE DE LA REGION
H19-IGF2/KCNQ1-CDKN1C CHEZ LE PORC (CHROMOSOME 2, ENTRE LES POSITIONS 1 381 838 BP ET 2 059

Liste des tableaux
TABLEAU 1 : ESTIMATION DE L’HERITABILITE OBTENUE DANS UNE POPULATION NORVEGIENNE DE LANDRACE NES

ENTRE 1990 ET 2000, .....oo ittt ettt e et e e e e e et e e et e e eetaeeeeateeeetaeeeeaneeeenaeeeeseeeennees 27
TABLEAU 2 : EXEMPLES DE CORRELATIONS GENETIQUES ENTRE CARACTERES (HOLM ET AL. 2004)...........coo........ 29
TABLEAU 3 : ECHANTILLONS ET DONNEES DISPONIBLES. .......vevveteeeeseeeeseeseseseeseseesessesesessssssesessesesessessesesssssessenees 88
TABLEAU 4 : AMORCES UTILISEES POUR LA PACE® SUR ADNG......cccutioiiiieeetieeceeeeeeeeeeetee et e eetes e enee s 92
TABLEAU 5 : AMORCES UTILISEES POUR LE SEQUENCAGE SANGER SUR ADNG POUR LE SNP N°9 (1 859 450 PB). 93
TABLEAU 6 : AMORCES UTILISEES POUR LA PCR METHYLATION-SPECIFIQUE. .......ecoiviiiiiieeeeeeeeieeeeeeeeeeeeeeesaneeas 93
TABLEAU 7 : RECAPITULATIF DES 21 VARIANTS SELECTIONNES SUR LA REGION D’ETUDE. .......ccoecevueeererereeeneeennen. 98

Liste des encadrés

ENCADRE 1 : LA PENETRANCE. .....uviiittiiuieeeteeetteeeteeeteeeseeeseeeseesaseeeseesasseeseesasseesesssseesssssseeassesnssesteseseeesessseeaseesarens 16
ENCADRE 2 : LE DESEQUILIBRE DE LIAISON. .....cuvttiiutieeiteteieteeeenteeeeeseeeesseseeseeesnnessesseesesesssnsssssssssssssesssssssesssees 28
ENCADRE 3 : TECHNOLOGIE DE SEQUENCAGE A L'AIDE D'UN NANOPORE. .......ccviiuiierieeereeiteeereenteeereensesereesseesanens 45
ENCADRE 4 : HERITAGES CULTUREL ET ECOLOGIQUEL. ......oeiiouiieiteieeereeeeeeeeeteeeeesneseeseeeesessenssessnnseessssessssseesnnneeas 53
ENCADRE 5 : PRINCIPE DE LA PACE®. .....cooiiiiiiiiiiieiee ettt ettt et e veeetaesae e taeeaveetessaveenaeeanen 82

11



Liste des abréviations

A : POTENTIEL GENETIQUE ADDITIF OU VALEUR GENETIQUE ADDITIVE
AB : AGRICULTURE BIOLOGIQUE

ADN : ACIDE DESOXYRIBONUCLEIQUE

ADNC : ADN COMPLEMENTAIRE

ADNG : ADN GENOMIQUE

AQOP : GENE AQUAPORINE

ARN : ACIDE RIBONUCLEIQUE

ARNLNC : ARN LONG NON CODANT

ARNR : ARN RIBOSOMIQUE

ASCL2 : GENE « ACHAETE-SCUTE COMPLEX HOMOLOG 2 »

AOC : APPELLATION D’ ORIGINE CONTROLEE

AOP : APPELLATION D’ORIGINE PROTEGEE

ASP : AGENBCE DE SELECTION PORCINE

BLAST : « BASIC LOCAL ALIGNMENT SEARCH TOOL »

BLUP : « BEST LINEAR UNBIASED PREDICTOR » OU MEILLEURE PREDICTION LIENAIRE NON BIAISEE
CG : DINUCLEOTIDE CYTOSINE-GUANINE

CM : CENTIMORGAN

CNAG : COMISSION NATIONALE D’ AMELIORATION GENETIQUE

CPG : CYTOSINE-PHOSPHATE-GUANINE

D : POTENTIEL GENETIQUE DE DOMINANCE

DDNTP : DIDESOCYRIBONUCLEOTIDE

DL : DESEQUILIBRE DE LIAISON

DMR : « DIFFERENTIALLY METHYLATED REGION » OU REGION DIFFERENTIELLEMENT METHYLEE
DNMT : ADN METHYLTRANSFERASE

DNTP : DESOXYRIBONUCLEOTIDE

DOK?7 : GENE DOCKING PROTEIN 7

E : CONDITIONS DE L’ENVIRONNEMENT

G : POTENTIEL GENETIQUE

G X E : INTERACTION ENTRE POTENTIEL GENETIQUE ET ENVIRONNEMENT
GDS : GROUPEMENT DE DEFENCE SANITAIRE

GIS : GROUPEMENT D’INTERET SCIENTIFIQUE

GRBI10 : GENE « GROWTH FACTOR RECEPTOR BOURND PROTEIN 10 »
GWAS : « GENOME WIDE ASSOCIATION STUDY”

H2 : HERITABILITE

HALN: GENE DE SENSIBILITE A L’HALOTHANE MUTE

I : POTENTIEL GENETIQUE D’INTERACTION

IA : INSEMINATION ARTIFICIELLE

ICE : « IMPRINTED CONTROL ELEMENT »

ICR : « IMPRINTED CONTROL REGION »

IFIP oU ITP : INSTITUT FRANCAIS DU PORC

IGF2 : GENE « INSULINE-LIKE GROWTH FACTOR 2 »

IGF2R : GENE « INSULINE-LIKE GROWTH FACTOR 2 RECEPTOR »

IGP : INDICATION GEOGRAPHIQUE PROTEGEE

IGV : LOGICIEL « INTEGRATED GENOME VIEWER »

INRA : INSTITUT NATIONAL DE RECHERCHE POUR L’ AGRICULTURE
IYD : GENE « IODOTYROSINE DEIODINASE »

KCNQI1 : GENE « POTASSIUM VOLTAGE-GATED CHANNEL SUBFAMILY Q MEMBER 1 »
KDMIB : LYSINE DEMETHYLASE 1B

LDL : « Low DENSITY LIPOPROTEIN”” OU PROTEINE DE FAIBLE DENSITE
LR : LANDRACE

LW : LARGE WHITE



MIARN : MICROARN

MS-PCR : PCR METHYLATION-SPECIFIQUE

NDN : GENE « NECDIN »

MS : MEISHAN

NHGRI : « NATIONAL HUMAN GENOME RESEARCH INSTITUTE » OU INSITUT NATIONAL AMERICAIN DE
RECHERCHE SUR LE GENOME HUMAIN

ONT : « OXFORD NANOPORE TECHNOLOGIES »

OSBPLS5 : GENE « OXYSTEROL BINDING PROTEIN LIKE 5 »

OSP : ORGANISME DE SELECTION PORCINE

P : PERFORMANCE

PACE : PCR ALLELE-SPECIFIQUE

PB : PAIRE DE BASE

PCR : « POLYMERASE CHAIN REACTION » OU REACTION POLYMERASE EN CHAINE

PEG 5 : GENE « PATERNALLY EXPRESSED GENE 5 »

PEG 10 : GENE « PATERNALLY EXPRESSED GENE 10 »

PGH : PROJET GENOME HUMAIN

PI : PIETRAIN

PIARN : ARN INTERAGISSANT AVEC LES PROTEINES PIWI

PIC : « PIG IMPROVEMENT COMPAGNY »

PRKAGS3 : GENE « PROTEIN KINASE AMP-ACTIVATED NON CATALYTIC SUBUNIT GAMMA 3 »

PSE : « PALE, SOFT, EXSUDATIVE »

PWS : PRADER-WILLI SYNDROME

QTL : « QUANTITATIVE TRAIT LOCUS »

RISC : « RNA-INDUCED SILENCING COMPLEX »

RN : GENE « RENDEMENT NAPOLE »

RYRI1 : GENE « RYANODINE RECEPTOR 1 »

SA : SYNDROME D’ ANGLEMAN

SAM : SELECTION ASSISTEE PAR MARQUEURS

SFMBT2 : GENE « SCM LIKE WITH FOUR MBT DOMAINS 2 »

SG : SELECTION GENOMIQUE

SIARN : ARN INTERFERENT

SNOARN : ARN NUCLEOLAIRE

SNP : « SINGLE NUCLEOTIDE POLYMORPHISM »

SNRPN : « SMALL NUCLEAR RIBONUCLEOPROTEIN POPYPEPTIDE N »

TET : « TEN ELEVEN TRANSLOCATION ENZYME », OU ENZYME DE TRANSLOCATION 10-11 »

TSA : TROUBLE DU SPECTRE AUTISTIQUE

TSSC4 : GENE « TUMOR SUPPRESSING SUBTRANSFERABLE CANDIDATE 4

UBE3A : GENE « UBIQUITIN PROTEIN LIGASE E3A »

UPRA : UNITE NATIONALE DE PROMOTION DES RACES AGREES

ZBDF2 : GENE « ZINC FINGER DBF-TYPE CONTAINING 2 »

ZFP57 : « ZINC FINGER PROTEIN 57 » OU PROTEINE EN DOIGTS DE ZINC 57

ZFP445 : « ZINC FINGER PROTEIN 445 » OU PROTEINE EN DOIGTS DE ZINC 445

SHMC : 5-HYDROXYMETHYLCYTOSINE

SMC : 5-METHYLCYTOSINE

13



PARTIE 1 : Synthése bibliographique

I. L'ADAPTATION DE LA FILIERE PORCINE FRANCAISE

La plupart des espéces sont diploides, ce qui signifie que chaque individu hérite d’une
combinaison de segments de chromosomes parentaux composant un génome nucléaire unique,
fruit de facteurs que 1’on peut examiner a différentes échelles. L’échelle populationnelle est
souvent la plus pertinente pour appréhender les grandes forces évolutives et leur impact sur
facon dont la variation génétique est répartie. Classiquement, quatre grandes forces évolutives
sont décrites (Allendorf et al. 2022) :

(i) La mutation (pouvant survenir au sein de la lignée somatique et donc influencer uniquement
I’individu porteur ou bien au sein de la lignée germinale ce qui implique une transmissibilité a
la descendance), qui représente la source premiére de variation en produisant de nouveaux
alléles,

(ii) La sélection (naturelle ou artificielle), qui désigne le processus de tri des individus selon la
valeur adaptative relative de leur génotype, et qui peut aboutir a la perte de certains alléles,
(iii) La migration, qui désigne 1’apport d’alléles issus d’autres populations, et qui tend a
augmenter la variation génétique disponible en méme temps qu’a homogénéiser génétiquement
les populations connectées,

(iv) La dérive, qui traduit I’effet aléatoire 1i¢ a la taille finie de la population, et qui peut

provoquer la perte d’all¢les.

La variation génétique constitue une base dans laquelle la sélection va pouvoir puiser pour
retenir les variants d’intérét. Dans le cas des populations domestiquées soumises a une sélection
artificielle, les programmes de sélection peuvent conduire a une baisse soutenue de la diversité
génétique, puisqu’ils consistent a ne faire reproduire qu’une fraction des individus a chaque
génération. Or, un appauvrissement de la variation génétique disponible peut contribuer a
I’augmentation de la proportion d’all¢les récessifs délétéres dans la population et a diminuer le
nombre de variants associés aux caractéres non sélectionnés, d’ou I’intérét d’adopter des
pratiques permettant de limiter la perte de diversité génétique au cours du temps tout en

sélectionnant (Doublet et al. 2019).

C’est donc la présence de variation génétique au sein d’une population, sous I’effet de forces
évolutives comme la mutation et la migration, qui rend possible la sélection de certains

caracteres d’intéréts présentant des modeles de déterminisme variés.
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1.1. Déterminisme génétique des caracteéres

1.1.1. Caracteres a déterminisme monogénique

Un caractére a déterminisme monogénique est classiquement défini comme étant gouverné par
un seul gene. Dans les maladies a déterminisme monogénique, une seule mutation pathogene
peut donc étre causale bien qu’il puisse exister de I’hétérogénéité¢ allélique (différentes

mutations au sein d’un méme gene peuvent avoir le méme effet).

Un exemple de déterminisme monogénique est fourni par le géne de sensibilité a [’halothane
chez le porc. Une mutation récessive (notée Hal") touchant le géne ryanodine receptor 1 (RYRI)
est en effet a I’origine de plusieurs effets zootechniques (Fujii et al. 1991). Les individus
homozygotes pour 1’alléle muté (Hal™) vont ainsi développer une hyperthermie maligne suite
a une anesthésie gazeuse a I’halothane, en raison d’un hypermétabolisme des muscles
squelettiques. De plus, un lien entre ce génotype et le phénotype « viande PSE » (Pale, Soft and
Exsudative) a été¢ mis en évidence. Cet état de la viande PSE est une conséquence d’une réponse
exacerbée au stress généré par le transport et la zone d’attente avant abattage, et est un des
problémes de qualité de viande les plus fréquents (Salas, Mingala 2017). Chez le porc, un autre
gene impliqué dans la glycogénolyse musculaire a un effet majeur sur la qualité de la viande. 11
s’agit du geéne Protein Kinase AMP-Activated Non-Catalytic Subunit Gamma 3 (PRKAG?3),
initialement nommé Rendement Napole (RN), qui est associ¢ au phénotype « viande acide »
(Milan et al. 2000). La viande des sujets porteur de I’allele muté RN- (allele dominant) présente
une perte de poids importante a la cuisson ainsi qu’une acidité élevée (en raison d’une
augmentation de la teneur du muscle en glycogéne, conduisant au moment de 1’abattage a la
production d’acide lactique en grande quantité), contrairement a la viande des sujets

homozygotes rn+ (allele récessif) (Salas, Mingala 2017).

Dans ces cas, un seul géne est responsable du phénotype, ce qui simplifie la contre-sélection
des individus porteurs des alléles défavorables. Par exemple pour le caractére « sensibilité a
I’halothane », un test se basant sur la détection de la mutation impliquée dans ce phénotype a
pu étre commercialisé. Cependant le lien entre génotype et phénotype pour un caractére
monogénique peut s’avérer difficile a mettre en évidence en cas de pénétrance incompléte

(Encadré 1) par exemple ou de pléiotropie.
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Encadré 1 : La pénétrance.

La pénétrance est la proportion d'individus possédant un génotype donné qui exprime le phénotype. Par
exemple, dans le cas d’un locus a deux alléles A et a (avec a récessif responsable d’une affection héréditaire
par exemple) : on dira que la pénétrance est de 0,8 (donc incompléte) si 80% seulement des individus de
génotype aa ont le phénotype auquel le génotype aa prédispose (Kingdom, Wright 2022). Par exemple, chez
les bovins le caractére culard, bien connu des éleveurs et se traduisant par une hypertrophie musculaire, est 1ié
a la présence d’un alléle récessif mh du geéne codant pour la myostatine. Tous les individus homozygotes
mh/mh, ne présenteront pas le phénotype culard (Chelh et al. 2009). La pénétrance incompléte peut s’expliquer
par la présence de variants situés dans des régions régulatrices, par des phénomenes épigénétiques, ou encore

par des facteurs environnementaux (Kingdom, Wright 2022).

1.1.2. Caracteres a déterminisme polygénique

Les caracteres a déterminisme polygénique (encore appelés caractéres quantitatifs ou caracteres
complexes) sont des caracteéres influencés par plusieurs genes et par le milieu. Chaque effet
individuel d’un alléle muté est a lui seul insuffisant pour induire un phénotype quantifiable. En
revanche, la présence simultanée de plusieurs alleles mutés chez un méme individu conduit a

l'apparition du phénotype.

Comprendre I’architecture génétique d’un caractere contribue a I’amélioration des programmes
de sélection, mais nécessite d’autant plus d’informations que le caractére a appréhender est
complexe. Pour établir ces connaissances, des approches de cartographie génétique ont
largement été utilisées, permettant de mettre en évidence les régions du génome impliquées
dans la variation des caracteres quantitatifs ; ces régions étant nommeées « Quantitative Trait
Locus » (QTL). En effet, I'utilisation de marqueurs génétiques dont on connait I’ordre et la
position les uns par rapport aux autres permet de localiser dans le génome un QTL affectant un
caractére d’intérét. L’identification des QTL responsables d’un phénotype a été rendue possible
grace (i) aux développements technologiques permettant d’exploiter et d’analyser un grand
nombre de marqueurs simultanément et (i) au progres des méthodes de calculs et notamment
grace aux outils bioinformatiques. Les caractéres complexes sont notamment étudié€s via des
études d’association a 1’échelle du génome (Genome-Wide Association Study, GWAS) dont le

but est de mettre en évidence les variants génomiques associé€s a un caractere particulier.

Néanmoins, si les méthodes d’analyse des données ne semblent plus étre un frein a I’étude de
caracteéres polygéniques, pour certains de ces caracteres la limite principale est la quantité de

données disponibles comme c’est le cas pour la cryptorchidie chez le porc, qui est une anomalie
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congénitale a déterminisme polygénique, mais dont 1’étude du déterminisme exact est

compliquée par un manque de données (Riquet et al. 2016).

Une comparaison des caractéres a déterminisme monogénique, digénique et polygénique est
proposée dans la Figure 1. La variabilit¢ au sein de la population pour un caractére
monogénique (3 états possibles) est distribuée différemment de la variabilité d’un caractere
digénique et a fortiori d’un caractére polygénique. En effet, si 1’équilibre de Hardy-Weinberg
est vérifié dans la population étudiée, les caracteres a déterminisme polygénique vont présenter
une distribution continue, tandis que les caractéres a déterminisme monogénique vont présenter

une distribution discreéte.

a)  Distribution d’un caractére monogénique b) Distribution d’un caractére digénique  c¢) Distribution d’un caractére polygénique
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d) Exemple : distribution normale de la taille chez I’homme
Figure 1 : Représentation schématique de la distribution de la population pour un caractére quantitatif.

a), b) et c) : représentation de la distribution d’un caractére ne présentant pas de relation de dominance entre les
alléles dans une population a I’équilibre vérifiant les lois de Hardy-Weinberg selon que son déterminisme soit (a)
monogénique (un locus bi-allélique o avec effet(4) = +1 et effet (a) = -1), (b) digénique (deux loci bi-alléliques a
et f avec effet(4) = effet (B) +1 et effet (a) = effet(b) = -1) ou (c) polygénique, (d) : Exemple imagé de la
distribution normale de la taille chez I’ Homme, les femmes étant habillées en blanc et les hommes en noir.

1.1.3. Du modele monogénique au modéle omnigénique

La frontiere entre caractéres monogéniques et polygéniques reste floue et est remise en
question. Par exemple, chez I’Homme la maladie de I’artére coronaire peut étre le résultat d’un
déterminisme monogénique ou polygénique selon les patients et selon le phénotype considéré
(Jacob, Hegele 2022). Cette maladie aussi appelée hypercholestérolémie familiale est le plus
souvent causée par des mutations déléteres dans les genes codants pour le récepteur des

lipoprotéines de basse densité, de [’apolipoprotéine B et de la protéine convertase
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subtilisine/kexine de type 9. Ces mutations nuisent considérablement a I’élimination des
particules de lipoprotéines de basse densité (LDL) de la circulation par les récepteurs, entrainant
une exposition a des taux plasmatiques élevés de cholestérol LDL (LDL-C) et, par conséquent,
un risque accru de maladie cardiovasculaire athéroscléreuse. Cependant, seule une partie des
patients atteints diagnostiqués cliniquement est porteuse d’un variant délétére au sein d’un de
ces génes, donc seule une partie des patients présente un déterminisme monogénique de cette
maladie. En effet, il a été reconnu que le phénotype d’hypercholestérolémie familiale peut étre
polygénique (D’Erasmo et al. 2021; Jacob, Hegele 2022). Ainsi, I’appréciation du déterminisme

nécessite une connaissance de plus en plus fine du phénotype.

Le modele dit « oligogénique », illustré par ’exemple de la coloration du pelage au niveau des
extrémités chez le lapin, est un modele de déterminisme intermédiaire. En effet, il existe des
interactions épistatiques impliquant des geénes clefs ayant un effet fort et d’autres génes ayant
de faibles effets (Demars et al. 2022). Un gene dicte si la pigmentation se produit, un autre est
responsable de la localisation du dépot de pigment et des interactions entre quatre autres génes
semblent impliquées dans la gamme de coloration. Ces résultats soulignent I’importance de
considérer les alleéles impliqués comme une combinaison spécifique et non individuellement.
En théorie, tous les génes du génome pourraient contribuer a un caractére donné, ce qui a
conduit a la proposition du modéle a déterminisme omnigénique, qui reste cependant un concept
débattu. Ainsi, la représentation des différents types de déterminisme génétique pourrait étre

vue comme un continuum allant du modéle monogénique au modele omnigénique (Figure 2).

Nombre de génes impliqués

\/

[(Omnigénique) ]

lMonogéniquel [Oligogéniqu ] [Polygénique ]
\e
\

\

Exemples de caracteéres :

) Sensibilité a I’halothane (RYRI) (porc) e Coloration du poil aux ° Taille de portée (porc)
e  Acidité viande (RN) (POI'C) extrémités (lapin) e Qualité de la semence (porc)
o Caractére culard (bovins) ) Production laitiére (bovins,

ovins, caprins)

Figure 2 : Un continuum allant du déterminisme monogénique au déterminisme omnigénique.
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1.2. L’élevage porcin en France

L’amélioration génétique des populations animales d’élevage a pour but d’obtenir, génération
apreés génération, une descendance présentant des phénotypes meilleurs que ceux de la
génération précédente pour certains caracteres choisis. Ces phénotypes sé€lectionnés répondent
aux attentes des éleveurs et des autres acteurs de la filiere (transformateurs, distributeurs,

consommateurs) (Saugére 1989).
Deux stratégies d’amélioration génétique sont utilisées de longue date dans la filiere porcine :

(i) La sélection, qui consiste a mettre a la reproduction des individus males et femelles qui
présentent des caractéristiques particuliéres (exemple : absence d’un alléle néfaste) ou, plus
globalement, qui ont les valeurs génétiques additives les plus favorables pour les caractéres pris

en compte dans les objectifs de sélection ;

(ii) Le croisement, permettant de bénéficier de I’effet d’hétérosis (supériorité des animaux
croisés par rapport a la moyenne des races parentales, due a I’effet non additif de certains génes)
et de I’effet de complémentarité entre races. Par exemple, le croisement est utilisé dans la filicre
porcine pour obtenir des truies reproductrices hybrides via un croisement des races Large White
et Landrace. Dans ce croisement, la race Large White présente I’avantage de produire une
viande de bonne qualité et de présenter une bonne productivité numérique ; tandis que la race
Landrace est plutdt choisie pour ses qualités maternelles et sa précocité sexuelle (GDS Mayenne

2019).

Nous nous focaliserons dans ce manuscrit sur la sélection.

1.2.1. Historique de la filiére porcine francaise

Les caractéristiques de la filiere porcine frangaise actuelle (Roguet 2023) sont le produit d’une

évolution qui a été initiée des les années 1950 (Figure 3).

La période des Trente Glorieuses s’est accompagnée d’une augmentation du niveau de vie
moyen de la population frangaise, ce qui a entrainé un changement de comportement,
notamment alimentaire, avec une consommation de produits animaux en forte croissance
(Hebel 2013). En parall¢le, durant les années 1960, la filiére porcine a connu une crise liée a la
mise en place du marché commun agricole. La concurrence s’est traduite par la disparition de

nombreux élevages et par un déficit commercial. Un plan de relance a alors été mis en place et

19



a permis de restructurer la filiere (Ministere de 1’agriculture de I’alimentation de la péche et des

affaires rurales 2004).

En 1966, la loi sur I’élevage a participé a la restructuration de 1’élevage porcin frangais en
appuyant la mise en place de structures visant a 1’amélioration génétique du porc en France.
Durant cette période, plusieurs structures d’encadrement de la sélection ont été créées : le
comité consultatif de la Commission Nationale d’Amélioration Génétique (CNAG), I’Unité
nationale de sélection et de Promotion des Races Agréées (UPRA porcine) en charge de la
gestion des livres généalogiques ainsi que des orientations et des modes de sélection
notamment, le secteur sélection de L’Institut Frangais du Porc (IFIP) en charge du contrdle des
performances et du controle des schémas de sélection notamment, et le département de
Génétique Animale de I’Institut National de Recherche pour I’ Agriculture (INRA) (BIDANEL
et al. 2020). Cette loi a également contribué¢ au développement des dispositifs de contrdle de
performances, produisant les données indispensables aux activités de sélection (Ollivier et al.

1986).

Dans le méme temps, une organisation pyramidale de 1’¢élevage porcin classique a vu le jour.
Cette organisation présente trois niveaux : les sélectionneurs, les multiplicateurs et les
producteurs. Si les sélectionneurs étaient au départ des éleveurs indépendants, des groupements
de producteurs, tout comme des entreprises privées, se sont progressivement organisés et
développés aux dépens des éleveurs indépendants. En 1994, 1’ Agence de la Sélection Porcine
(ASP) a été créée afin d’assurer des missions de promotion de la génétique porcine frangaise
(anciennement accomplies par I’'UPRA porcine disparue au profit de I’ASP), et des missions
d’expertise. L’arrété du 7 Mars 1994 a modifié¢ assez drastiquement I’organisation de la
sélection porcine en donnant naissance aux Organisations de Sélection Porcine (OSP) dont les
roles sont les suivants: sélection de populations porcines, production de reproducteurs

hybrides, tenue de livres généalogiques, tenue de registres zootechniques.

Enfin, les évolutions récentes portent sur la structuration des activités de Recherche et
Développement de la filiére avec la création de structures dont le but est d’unir les compétences
et les connaissances. Par exemple, en 2003, les OSP et I’IFIP se sont unis sous la forme d’une
association nommeée d’abord Bioporc et aujourd’hui Alliance R&D, visant a la mise en place
de technologies de génétique moléculaire, de Sélection Assistée par Marqueurs (SAM), puis de
la Sélection Génomique (SG) dans les schémas de sélection porcins francais (Hiboost 2018;
Bidanel et al. 2020). Ces événements historiques de la filiére porcine frangaise ont laissé en

héritage le systéme pyramidal qui est toujours d’actualité.
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1960 1966 1994 2000°s

IA  Loisur I’élevage Arrété 7 Mars 1994 Loi d’orientation
agricole

Amélioration génétique : Organisation sélection porcine : — Structuration R&D :
— Création CNAG —» Définition des OSP e 2002 : création GIS Agenae (groupement
— Identification des animaux — Création de I'ASP d'intérét ‘;.’f;""””“.‘.; Analyse du génome des

K role des orfe COQ . o . ammaux d elevage
— C\‘)mmlg dm‘purtormanuu — Développement méthodologie e 2003 création de Bioporc
o Rg'gl&_.lm._nlanm? fk.'\ centres BLUP-modéle animal — 2006 : loi d’orientation agricole
d’insémination artificielle

— 2015 : construction station de phénotypage
(INRA et France Génomique Porc)

Création de structures :
— UPRA porcine
— Secteur sélection de I'ITP (1FIp)
— Etablissements Départementaux
de I’Elevage
— Département Génétique Animale
de 'INRA

Consequence :

Organisation pyramidale

Figure 3 : Synthése des grandes étapes de la structuration de la filiére porcine frangaise.

Données extraites de (Bidanel et al. 2020). IA : Insémination Artificielle, CNAG : Commission Nationale
d’Amélioration Génétique ; UPRA : Unité nationale de sélection et de Promotion des Races Agréées ; ITP (IFIP) :
Institut frangais du Porc ; INRA : Institut National de Recherche pour I’Agriculture ; OSP : Organisation de
Sélection Porcine ; ASP : Agence de Sélection Porcine ; BLUP : « Best Linear Unbiased Predictor » ou Meilleure
Prédiction Linéaire non Biaisée ; GIS : Groupement d’Intérét Scientifique.

1.2.2. Organisation de la filiére porcine actuelle : un systéme pyramidal

Actuellement, 1’¢élevage porcin conventionnel frangais est toujours organisé selon le systeme

pyramidal a trois niveaux : les sélectionneurs, les multiplicateurs, et les producteurs (Figure 4).

Les races (ou variétés de races sélectionnées de manicre indépendante par les OSP)
communément sélectionnées en élevage conventionnel sont les suivantes: Large White
(sélectionnées en voie male et en voie femelle), Landrace (voie femelle) et Piétrain (race
présentant des qualités boucheéres exceptionnelles notamment en termes de musculation, utilisée
sur la voie male) (GDS Mayenne 2019). D’autres races ou lignées (Duroc, lignées composites
sino-européennes, par exemple) sont également utilisées sur les voies male ou femelle, mais
représentent une part beaucoup plus faible de la génétique présente chez les porcs charcutiers,

produits ultimes de la filiére (Bidanel et al. 2020).

Cette organisation pyramidale de la filiere a permis la généralisation de 1’'usage des truies
hybrides en production puisque le croisement est assuré ainsi par les multiplicateurs (Bidanel

et al. 2020).
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Elevages de Multiplication 450 truies Type Nombre Nombre
Obtention d'hybrides d’élevage d’élevages de porcs
> 300 porcs 9253 23107 683
Production
\l <300 porcs 4 877 181189
TOTAL 14130 23 288 872

Sources : Agence de la Séfection Porcine 2021, traitements IFIP, donndes BD Porc

Figure 4 : La filiére porcine, un systéeme pyramidal a trois niveaux (Pinel 2023).

Les chiffres présents sur cette figure sont des données de ['année 2021. En 2021, les 9 253 sites (65%) ayant
produit plus de 300 porcs (porcelets + porcs a I'engraissement) dans I’année réalisaient 99,2% de la production
de porcs charcutiers.

1.2.2.1. L’étage de sélection

La génétique porcine est un outil utilisé principalement par les acteurs situés au sommet de la
pyramide, c’est-a-dire les OSP qui sont chargées de choisir la meilleure génétique au sein de
lignées pures et qui vont par la suite diffuser cette génétique aux étages en aval. Cette
organisation de 1’élevage porcin a notamment été rendue possible par la démocratisation de
I’insémination artificielle a la fin des années 1980, qui permet aux sélectionneurs de diffuser a

bien plus grande échelle leur génétique (Le Roux 2002; Bidanel et al. 2020).

Actuellement, trois OSP « historiques » dominent le marché de la génétique porcine en France
: Choice Genetics, Axiom et Nucléus, aujourd’hui aux cotés d’autres OSP comme Topigs-
Norsvin, Hypor, ou Pig Improvement Company (PIC) (Ministére de I’ Agriculture et de la
Souveraineté alimentaire 2022). Ces OSP sélectionnent désormais exclusivement des
populations « autonomes » (c’est-a-dire privées), méme si certaines ont contribué dans le passé
a la sélection de populations collectives inscrites sur des livres généalogiques, résultant

d’accords sur I’orientation de la sélection (Bidanel et al. 2020).

1.2.2.2. L’étage de multiplication

Les multiplicateurs produisent des truies hybrides (truies Large White x Landrace par exemple)
qui seront utilisées pour la production. L’utilisation de truies hybrides a connu une réelle
expansion puisque ces dernicres représentaient 36% des truies en 1964, 67% en 1981 et plus de

90 % en 1994) (Bidanel et al. 2020).
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1.2.2.3. L’étage de production

L’étage de production regroupe des naisseurs, des engraisseurs et des naisseurs-engraisseurs. A
cet étage, les ¢éleveurs sont chargés de produire des porcelets puis des porcs charcutiers qui
seront engraissés jusqu’a environ 6 mois et 110 kg de poids vif en moyenne. Les porcelets sont
généralement les produits d’une truie Large White x Landrace et d’un verrat Piétrain (ou plus
rarement Large White x Piétrain). En 2021, 65% des exploitations (soit 9253 exploitations) ont
produit plus de 300 porcs (porcelets et porcs a I’engraissement). Ces exploitations représentent
99,2% de la production de porcs charcutiers. En terme de nombre d’exploitations, la majorité
d’entre elles sont engraisseurs, cependant la majorité des porcs charcutiers (57,6%) est produite
par les exploitations de type naisseurs-engraisseurs (Pinel 2023). Par ailleurs, concernant la
répartition des truies, en 2020 sur les 8448 exploitations agricoles de 100 porcs ou 20 truies et

plus, 44% sont naisseurs-engraisseurs et détiennent 79% des truies (Roguet 2023).

1.2.2.4. Une rationalisation au niveau de la filiére comme au niveau de I’élevage

Le marché mondial trés concurrentiel dans lequel évoluent les éleveurs porcins francais les
oblige a réduire a (ou a minima maitriser) leurs colits de production. Cette réduction des colits
a incité les €leveurs a rationaliser et optimiser I’¢élevage des animaux, notamment par la mise
en place de la conduite en bande (Hebert et al. 2007). Une bande regroupe des individus au
méme stade (stade physiologique pour les truies, age ou poids pour le porc en engraissement),
et chaque bande est séparée par un écart d’age constant. Cette méthode d’¢levage permet une
organisation et une industrialisation du travail dans un but de gain de temps et de maitrise
sanitaire. La pratique la plus répandue depuis les années 80 est la conduite en 7 bandes avec un

sevrage a 28 jours (Figure 5).

Semaine 1 5 6 7 8 12 13 14 15 16 17 18 19 20

e @OOOBEO000000000000000
ende2 (J)O@OOL@E@O000000000000
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sandes (] (J)OO000C00000@O0Lae000
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. Mise bas D Lactation . Sevrage . Saillie D Gestation

Figure 5 : Organisation de la conduite en 7 bandes avec un sevrage a 28 jours.

Cycle de production de la truie : durée du cycle sexuel : 21 jours ; durée de gestation : 114-117 jours selon les
populations ; durée d’allaitement : 21 a 28 jours en élevage conventionnel, au moins 40 jours en agriculture
biologique ; intervalle sevrage-cestrus : 5 jours ; durée du cycle de production : 147 jours avec un sevrage a 28
Jours ou 140 jours avec un sevrage a 21 jours.
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Une autre solution pour faire face a ce contexte économique serait d’optimiser la valeur des
animaux élevés, et c’est vers cela que tendent de plus en plus les programmes d’amélioration
génétique, dont le but est de fournir aux éleveurs des animaux « optimisés ». Les OSP qui
pilotent cette amélioration génétique organisent leurs activités de création de progres génétique

via des méthodes et objectifs de sélection en perpétuelle évolution.

1.2.3. Notions de génétique quantitative

1.2.3.1. Composantes influencant le phénotype d’un individu

Le phénotype d’un individu résulte de I’effet et de 1’interaction entre deux composantes : (i) les
facteurs environnementaux et (i) les nombreux genes controlant ces caractéres. Ceci peut se

traduire par I’équation (1) (Ducrocq 1992; Minvielle 1992; Falconer, Mackay 1996) :
(1) :P=G+E+GxE

Avec P la performance, G le potentiel génétique, E les conditions de 1’environnement et G X E
I’interaction entre le potentiel génétique et I’environnement.

Jusqu’a peu, le potentiel génétique était considéré comme le seul terme de 1’équation se
transmettant a la descendance, et a donc été utilisé afin d’estimer les performances d’un
individu descendant a partir de celles d’individus parents. Cependant, les connaissances
actuelles permettent d’affirmer que le potentiel génétique n’est pas le seul terme de 1’équation
transmissible a la descendance. Ces ¢léments feront I’objet de développements spécifiques au

Chapitre II.

Le potentiel génétique d’un individu (pour un caracteére quelconque) se décompose a son tour

en une somme d’effets :
2):G=A+D+1I
Avec:

A (potentiel génétique additif ou valeur génétique additive) : > effets moyens des genes
présents chez un individu, hérités pour moitié¢ du pére et pour moiti¢ de la mere. Dans le cadre
de la sélection, seule la valeur génétique additive (A) est utilisée (les « index » calculés et
utilisés dans les schémas de sélection sont des prédictions de valeurs génétiques additives). Un

individu reproducteur transmettant a chacun de ses descendants la moiti¢é de son génome,
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transmet aussi, en espérance, la moiti¢ de sa valeur génétique additive, ce qui constitue le

fondement de la sélection ;

D (potentiel génétique de dominance) : ) effets produits par les interactions entre alleles
présents au sein d’un méme locus (somme pour les différents loci). Le potentiel génétique de

dominance dépend des relations de dominance entre alleles pour les différents loci.

I (potentiel génétique d’interaction) : Y effets produits par les interactions entre génes présents

a des loci différents.
En combinant les équations (1) et (2) il vient :
(3) : P=A+D+I+E+(A+D+I)xE

Décomposer ainsi la performance permet de mieux cibler les leviers d’amélioration génétique
d’une population. En effet, comme annoncé dans I’introduction, les deux grandes stratégies
pour améliorer une population sont : la sélection (qui vise, pour chaque caractére de 1’objectif
de sélection, a améliorer la valeur génétique additive moyenne des individus d’une population,
génération apres génération) et le croisement (qui vise, en accouplant des reproducteurs de races
différentes, a reconstituer chez les descendants des associations alléliques originales se
traduisant par de forts effets de dominance). Nous nous focaliserons ici sur la sélection, qui
s’intéresse a la valeur génétique additive A. Pour plus de précision sur la génétique quantitative,

il est possible de se référer aux documents suivants : (Ducrocq 1992; Minvielle 1992).

1.2.3.2. Estimation de la valeur génétique additive

I1 a été¢ démontré que la valeur génétique additive A était une bonne approximation du potentiel
génétique d’un individu (Hill, Goddard, Visscher 2008). De plus, il s’agit du paramétre le plus
facilement estimable parmi les trois affectant le potentiel génétique. C’est pourquoi, dans les

modeles actuellement utilisés, G a été approximé par A.

Ainsi, en espérance, et en négligeant les effets d'interaction spécifiques a chaque descendant,

ona:

1
(4) : E(Gdescendant) = 3 (Apére + Amére)

1
Adescendant = 5 (Apére +Amére) + w

avec w = aléa de méiose et E(w) =0
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S’il est possible d’estimer la valeur génétique additive des parents, il sera possible d’en déduire
celle des descendants, qui est une approximation de leur potentiel génétique (Hill, Goddard,
Visscher 2008). Il faut donc prédire la valeur génétique additive des candidats a la sélection,

qui est aussi appelée « valeur/index de sélection ».

Cependant, comme mentionné précédemment, il n’y a pas que la valeur génétique additive qui
contribue aux variations de la valeur phénotypique. Il ne faut en effet pas perdre de vue le fait
que cette approche reste une approximation de la valeur génétique d’un individu. Des modeles
plus complexes peuvent étre proposés dans le but de prendre en compte les autres termes de la
décomposition de la valeur phénotypique. Par exemple, les interactions épistatiques affectent
la réponse a la sélection en modulant la variance génétique additive utilisée en sélection
(Forneris et al. 2017). De facon générale, il est important de savoir dans quelle mesure la
variance génétique additive intervient dans la variation phénotypique observée. C’est ce que

nous indique un autre parametre génétique nommeé « héritabilité ».

1.2.3.3. Estimation des paramétres génétiques

1.2.3.3.1. L’héritabilité

L’héritabilité mesure la contribution des genes a la variation des caracteres. Elle peut étre
définie au sens large ou étroit. L. héritabilité au sens large (H?) est la proportion de la variance
phénotypique pouvant étre attribuée a la variance des valeurs génotypiques (Baril, Bergonzini

1994; Lynch, Walsh 1998). Avec les notations introduites précédemment, H? s’écrit :

var (G)

(4): H* = var (P)

L’héritabilité au sens étroit (h?) concerne la part attribuable aux seules différences de valeurs
génétiques additives entre les individus d’une population (Minvielle 1992). h? s écrit alors :

_var (4)

(5): h* = var (P)

Lorsque le terme d’héritabilité est employ¢é sans précision particuliere, il désigne généralement
I’héritabilité au sens étroit. Défini comme un rapport de variances, 1’héritabilité est un
parametre compris entre 0 et 1, qui est estimé pour un caractére et une population donnés, et
qui est susceptible d’évoluer dans le temps. Plus 1’héritabilité est proche de 1, plus la valeur

phénotypique des descendants s’approche de celle des parents (Figure 6). Il s’agit d’un
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indicateur de I’efficacité avec laquelle on pourra sélectionner un caractere, et donc des moyens

a mettre en ceuvre pour sé¢lectionner un caractere.

Valeur phénotypique moyenne
des descedants

Valeur phénotypique moyenne des parents

Valeur phénotypique moyenne
des descedants

Figure 6 : Estimation de l'héritabilité via la régression parent-enfant.

Valeur phénotypique moyenne des parents

Extrait de (Visscher, Hill, Wray 2008). La figure montre la valeur phénotypique de descendants en fonction de la
valeur phénotypique moyenne de leurs parents. La pente de la droite de régression est une estimation de
I’héritabilité pour des caracteres présentant une héritabilité de 0,2 (a) et 0,8 (b) et une variance phénotypique de
1. La variance des observations autour de la droite de régression est de 0,98 (a) et 0,68 (b), ce qui démontre que
la valeur phénotypique moyenne des parents est un meilleur prédicteur de la valeur phénotypique des descendants
lorsque l'héritabilité est grande.

Comme D’illustre le Tableau 1, les caractéres de reproduction sont en moyenne peu héritables

(a ’exception de 1’4ge a la mise a la reproduction), tandis que les caracteres de production sont

moyennement héritables, et que les caracteres de qualité de la viande sont fortement héritables

(a Pexception du score de qualité).

Caractére Héritabilité

Reproduction Age a la mise a la reproduction 0,37 0,1
Nombre de porcelets nés vivants dans la premicre portée 0,10+ 0,01

Nombre de porcelets nés vivants dans la seconde portée

Intervalle sevrage - premier service aprés la 1 portée 0,06 + 0,02
Intervalle sevrage - premier service aprés la 2°™ portée 0,03 + 0,02

Production Age ajusté a 100 kg de poids vif 0,30 = 0,03
Consommation d’aliments pour une croissance de 25 a 100 kg de 0,22 0,03

poids vif sur les verrats nourris ad libitum

Qualité de la Teneur en viande maigre 0,58 +£ 0,04
viande Epaisseur du lard dorsal 0,44 + 0,03
Score : teneur et répartition des matieres grasses dans le muscle 0,23 £0,03

Tableau 1 : Estimation de I’héritabilité obtenue dans une population norvégienne de Landrace nés entre 1990

et 2000.

Extrait de (Holm et al. 2004).
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Pour décider de sélectionner un caractere, il ne suffit pas de prendre en compte son héritabilité.
Il faut aussi s’assurer que I’on ne risque pas de sélectionner en méme temps un caractcre
défavorable. On peut apprécier les conséquences d’une sélection conjointe sur plusieurs

caractéres génétiquement li€s en estimant les corrélations génétiques entre ces caracteres.

1.2.3.3.2. Les corrélations génétiques

La corrélation entre deux caractéres mesure ’intensité et la direction de leur relation, qui
dépend notamment de deux phénomeénes génétiques. Le premier phénomene est la pléiotropie :
un méme gene peut intervenir et réguler plusieurs caractéres. Le deuxiéme phénoméne est
I’existence du déséquilibre de liaison (DL) (Encadré 2), qui rend compte de la transmission non

aléatoire de groupes d’all¢les (haplotypes) (Figure 7).

Encadré 2 : Le déséquilibre de liaison.

Le déséquilibre de liaison désigne des associations préférentielles entre alléles de deux (plusieurs) loci
différents. Lors de la méiose, deux alléles de deux loci différents (on parlera « d’haplotype ») ont tendance a

étre transmis ensemble s’ils sont & proximité sur le méme chromosome (séparés en cas de crossing-over)

AIM Bl

A2 B2

Meéiose
Crossing-over

Absence de recombinaison Recombinaison

AlIM Bl A2 B2 AlM B2 A2 Bl

Figure 7 : Déséquilibre de liaison et recombinaison lors de la méiose.

Inspiré de (Boichard et al. 1998a). Soient A1, A2 deux alléles d’un locus A et Bl, B2 deux alleles d’un locus B.
L’alléle (ou marqueur) M est proche de Al et en déséquilibre de liaison avec Al. Al et M sont donc transmis
ensemble méme lors de la méiose, contrairement a l’allele B1 qui est sur le méme chromosome que Al et M avant
recombinaison mais qui n’est plus sur le méme chromosome aprés recombinaison.

La corrélation génétique permet donc de mesurer les conséquences d’une éventuelle sélection
d’un caractere sur les autres caractéres qui lui sont liés. Par exemple (Tableau 2), la corrélation
entre les caracteres « age a 100 kg de poids vif » et « nombre de porcelets nés vivants dans la
premiere portée » est assez ¢élevée (0,60). Ainsi, le fait de sélectionner pour diminuer I’age a
100 kg de poids vif implique le risque de diminuer le nombre de porcelets nés vivants dans la

premicre portée. Par ailleurs, la corrélation entre la teneur en viande maigre et le nombre de
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porcelets nés vivants dans la premiere portée est négative, ce qui signifie que la sélection de
I’un va entrainer une contre-sélection de ’autre. Ainsi la connaissance de la corrélation

génétique entre caractéres implique la nécessité de faire des compromis entre les caracteres.

Caractére Age a 100 kg de poids vif | Teneur en viande maigre

Nombre de porcelets nés vivants 0,60 + 0,05 -0,12+0,07
dans la premiére portée

Intervalle sevrage — premier 0,16 £0,07 -0,09 +£0,10
service aprés la 1 portée
Tableau 2 : Exemples de corrélations génétiques entre caractéres (Holm et al. 2004)

1.2.4. Evolution des méthodes de sélection

1.2.4.1. Principes d’amélioration génétique

En élevage, la sélection des meilleurs reproducteurs pour un caractére est organisée selon le
schéma présenté sur la Figure 8. Tout d’abord, les objectifs de sélection doivent étre définis et
varient notamment en fonction des attentes de la société. Puis, il s’agit de vérifier si les
caracteres ciblés sont effectivement améliorables. Cette vérification nécessite d’estimer
différents parameétres génétiques pour le caractére considéré comme I’héritabilité ou les
corrélations entre le caractére a améliorer et les autres caracteéres d’intérét pour une filiére
donnée. Si ces caractéres sont effectivement améliorables, il faut ensuite mettre en place des
dispositifs de contrdle des performances afin de pouvoir réaliser 1’évaluation génétique des

candidats a la sélection (permettant d’obtenir un index).

Contexte économique et social
Environnements et systémes d’élevage

,

— [ Définition des objectifs de sélection ] —_——

. N
[ Analyse des résultats ] Recueil des informations
t (dispositifs de controle des performances)

«¢— Analyse de la variation

[ Diffusion des reproducteurs ]

[ Evaluation génétique ]
A ‘

/

N ~

— [ Choix des reproducteurs ] —

Organisation du programme de sélection
Place du croisement

Nature des épreuves de sélection

Figure 8 : Etapes d’un schéma de sélection.

Extrait de (Verrier, Milan, Rogel-Gaillard 2020).
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Le choix des reproducteurs est effectué par troncature dans la population en choisissant les
individus aux meilleurs index pour le caractere sélectionné, permettant ensuite de diffuser la
génétique de ces reproducteurs (via I’insémination artificielle notamment). Le gain génétique
va dépendre de la pression de sélection appliquée, de la précision avec laquelle les index sont

calculés, et de I’héritabilité du caractére.

1.2.4.2. Sélection polygénique classique

Les méthodes de sélection ont évolué¢ avec les progreés scientifiques et techniques dans les
domaines de la génétique quantitative et moléculaire, de I’algorithmique et de 1'informatique.
En effet, entre 1966 et 1994 I’évaluation génétique des reproducteurs s’est tout d’abord appuyée
sur la théorie des indices de sélection « classiques ». Jusqu'en 1985, ces indices ne prenaient en
compte que les performances propres des individus candidats a la sélection, ou celles de leurs
descendants. C’est a partir du milieu des années 1980 que les performances des collatéraux
(germains et/ou demi-germains) ont également été prises en compte dans le modele, permettant
de calculer des indices de sélection qualifiés de « combinés ». Cependant, ces indices ne
permettaient alors qu’une comparaison intra-bande ou intra-élevage (Ollivier 1986; Bidanel et

al. 2020).

1.2.4.3. BLUP-Modéle animal

Les méthodes de sélection ont connu un nouvel élan a partir de 1994 avec le déploiement de la
méthodologie « BLUP » (Best Linear Unbiaised Predictor ou Meilleure Prédiction Linéaire non
Biaisée) associée au Modéle animal (Henderson 1963; 1975). Avec cette nouvelle méthode, il
a ¢été possible d’estimer les indices de sélection d’un individu en utilisant les données de
performances d’individus collatéraux et les données de généalogie alors qu’aucune donnée de
performance n’était connue au sein de sa bande. On est ainsi passé d’une sé€lection intra-bande
ou intra-élevage a une sélection a 1’échelle de la population. Cependant, I’obtention d’indices
fiables pour un candidat a la sélection via la méthode BLUP-Mode¢le animal nécessitait de
disposer d’un grand nombre de descendants de cet individu, et donc ne peut étre réalisée
qu’apres plusieurs années de vie de I’animal candidat (Phocas 2012). L’efficacité de la sélection
a été sensiblement améliorée, notamment pour les caractéres les moins héritables (prolificité
des truies notamment) qui ont pris, & compter de cette date, une importance majeure dans les

objectifs de sélection.
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Cette révolution a notamment été permise par trois facteurs: la démocratisation de
I’insémination artificielle (permettant de créer les indispensables connexions entre bandes,
entre élevages), la mise en place d’un systeme efficace de centralisation rapide des données
généalogiques et phénotypiques et I’accroissement des capacités de calcul permise par les

progres informatiques (Bidanel et al. 2020).

1.2.4.4. Introduction a la sélection génomique (SG)

A partir de la fin des années 2010, il est devenu possible de prédire les valeurs génétiques
additives des individus candidats a la sélection de fagon treés précoce grace a la mise en place
de dispositifs d’évaluation génomique. La sélection en filiére porcine est passée d une sélection
basée sur des critéres phénotypiques et de généalogie a une sélection basée sur des données de
génotypage moléculaire. En effet, aujourd’hui, I’information génétique d’un individu peut
suffire a elle seule a calculer ses index (dans la mesure ou une population de référence existe),
c’est-a-dire qu’il est possible d’estimer les index d’un individu dés sa naissance, via un

¢chantillon biologique. La SG sera abordée de fagon plus détaillée dans la partie II.

1.2.5. Evolution des objectifs de sélection

Des objectifs de sélection sont établis pour chaque population animale sélectionnée. Ils
consistent a faire des choix sur les caractéristiques des individus que 1’on souhaite obtenir.
Formellement, ces objectifs sont des combinaisons linéaires de caracteéres, les pondérations
correspondant a I’importance économique relative et/ou aux progres génétiques souhaités pour
chacun d’eux (les différents caracteres étant liés/corrélés entre eux de facon positive ou
négative : ainsi, ’effort de sélection consenti pour un caractére a des conséquences sur

I’ensemble des autres).

Les objectifs de sélection concernaient dans un premier temps des caracteres de production
comme la croissance ou la composition de la carcasse (Figure 9). Puis, dans les années 1980,
I’efficacité alimentaire a été intégrée dans les objectifs de sélection, ainsi que les qualités
technologiques de la viande (celles-ci ayant été dégradées en raison des critéres de sélection
précédemment choisis). Le caractére « qualités technologiques de la viande » a été pris en
compte via une combinaison linéaire de plusieurs facteurs physico-chimiques impliqués dans

la qualité¢ de la viande (pH, couleur, pouvoir de rétention d’eau...). Au méme moment, un
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deuxiéme objectif était 1’éradication des individus porteurs de 1’allele de sensibilité a

I’halothane.

Puis c’est a partir des années 1990 que des objectifs de prolificité (nombre de porcelets nés
totaux par exemple) ont ¢été ajoutés au modele. En paralléle, une séparation progressive des
lignées males et femelles s’est mise en place dans la race Large White avec des objectifs
différents (lignée Large White « femelle » sélectionnée pour les aptitudes maternelles et lignée
Large White « male » sélectionnée pour les aptitudes boucheres). En raison de la concentration
des programmes de sélection sur les caractéres de prolificité, les taux de mortinatalité et de
mortalité naissance-sevrage se sont accrus, ce qui a poussé les sélectionneurs a modifier les
objectifs de sélection pour remplacer le nombre de porcelets nés totaux par le nombre de
porcelets nés vivants et le nombre de tétines fonctionnelles dans les critéres de sélection des

races Large White et Landrace dans les années 2000.

Par la suite, de 2010 a 2014, d’autres critéres ont €été¢ ajoutés afin d’enrichir ce modele : le
nombre de porcelets sevrés ainsi que le poids moyen a la naissance (Bidanel et al. 2020). Plus
récemment, les sélectionneurs se sont intéressés a des critéres comportementaux. Par exemple,
le taux de survie des porcelets est parfois réduit en raison d’un taux d’écrasement important
dans I’espece porcine. Or, il existe des facteurs génétiques liés a la truie qui peuvent étre

sélectionnés (Brenaut 2021; Canario 2021).

Les objectifs de sélection évoluent également en fonction des enjeux sociétaux et
environnementaux. Par exemple, le bien-étre animal est une notion au cceur des attentes
actuelles de la société, et la génétique pourrait s’avérer €tre un levier utile pour s’orienter vers
de nouvelles pratiques d’¢élevage. Par exemple, la castration des porcelets est un sujet
controvers¢. En effet, les hormones sexuelles des verrats sont a 1’origine d’une odeur
indésirable de la viande qui peut incommoder certains consommateurs. Dans ce contexte, et
jusqu’a une période tres récente, la majorité des élevages porcins pratiquaient une castration
chirurgicale des porcelets males (en général durant la premiére semaine de vie). Pour des
raisons économiques, cet acte était le plus souvent réalisé sans prise en charge de la douleur, ce
qui souleéve des questionnements éthiques. Un arrété du 24 février 2020 interdit désormais cette
castration chirurgicale sans anesthésie et analgésie. Des alternatives a la castration (dont le cotit
a augmenté¢ avec la nécessité de prendre en charge la douleur des porcelets) ont vu le jour et se
sont développées : I’¢levage de porcs males entiers et la vaccination notamment. La génétique

pourrait étre un levier dans la mesure ou il serait possible d’imaginer une sélection sur ce
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caractére d’odeur indésirable (Parois et al. 2018). Les critéres de sélection actuels relevent
également de plus en plus des enjeux environnementaux, c’est pourquoi les recherches se
tournent de plus en plus vers des critéres de robustesse des individus dans ’optique d’une

transition agroécologique des systémes d’¢levages (Revilla et al. 2019; Ducos et al. 2021).

\/ e  Croissance
e  Composition de la carcasse
1950-1979
e  Efficacité alimentaire
e  Qualités organoleptiques
e  Eradication des individus porteurs de I’allele de
1980-1989 sensibilité a I’halothane
e  Prolificité (nombre de porcelets nés totaux)
e  Séparation des lignées male et femelle
1990-1999
e  Nombre de porcelets nés vivants
e  Nombre de mamelles fonctionnelles
e  Nombre de porcelets sevrés
2000-2014 e  Poids moyen a la naissance
e  Comportement maternel
e  Robustesse
2014-2023

Figure 9 : Evolution des objectifs de sélection en production viande.

Inspiré de (Roy, Ducos, Phocas 2019).

La sélection, au travers des choix qui sont faits concernant les objectifs de sélection, a contribué
a faire évoluer les phénotypes des populations porcines utilisées en élevage conventionnel. Par
exemple, tandis que 1’indice de consommation (rapport entre consommation alimentaire et gain
de poids de I’individu) a diminué, le pourcentage de viande maigre et le gain moyen quotidien
se sont accrus (Figure 10).
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Figure 10 : Evolution au cours du temps des caractéres GMQ (a) et porcelets nés vifs par portées (b) dans les
races LWF, LR, PI et au niveau de la GTTT.

Pl

(Bidanel et al. 2020), GMQ = Gain Moyen Quotidien ; LWF = Large White Femelle ; LR = Landrace ; Pl =
Piétrain ; GTT = Gestion technique des troupeaux de truies.
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1.2.6. Vers de nouveaux objectifs de sélection

Durant les cinquante dernieres années, la sélection en filiére porcine a été réalisée dans le but
premier d’optimiser la productivité, dans des environnements trés contrdlés (élevage hors sol,
conduite en bande suivant un calendrier au jour prés) conduisant a une standardisation des
animaux utilisés et donc a une perte de diversité génétique intra-population et une dégradation
de certains caractéres (robustesse, qualités maternelles... ) (Roy, Ducos, Phocas 2019).
L’utilisation du croisement en filiére porcine permet cependant de réduire I’impact de la perte

de diversité des races pures.

En France, les consommateurs prennent peu a peu conscience des enjeux environnementaux et
¢thiques qui concernent 1’¢élevage, et le systéme porcin conventionnel se retrouve de plus en
plus en rupture avec ces enjeux. L’évolution des systémes d’¢élevage integre de plus en plus les
attentes des consommateurs et les sujets clés sont, par ordre d’importance : les conditions de
vie des animaux et le bien-étre animal de maniere générale (notamment le développement de
I’¢élevage plein air), la sécurité sanitaire et la qualité des produits, la compétitivité des élevages
et la protection de I’environnement (Delanoue 2017). En 2015, un autre sondage visant un
public de jeunes adultes suggérait déja que le bien-Etre animal était considéré comme 1’enjeu
majeur pour 1’élevage, devant les enjeux environnementaux (Roguet, Delanoue 2015). Par
ailleurs, I’intérét porté par la société au bien-étre animal a contribué a influencer le 1égislateur
sur certains textes de lois relatifs au bien-&tre des porcs en élevages : notamment avec
I’interdiction de la castration a vif des porcelets prononcée dans 1’arrété du 24 Février 2020
évoqué précédemment. De la méme facon, la Commission Européenne a voté le 10 Juin 2021
I’interdiction de I’élevage en cage d’ici 2027 (Parlement Européen 2021). Ainsi, le défi pour
les filiéres de productions animales, et pour la filiere porcine en particulier, consiste a concilier
les enjeux économiques, environnementaux et soci¢taux (Figure 11). Les enjeux
environnementaux concernent notamment la limitation des rejets polluants et de I’empreinte
carbone de I’¢levage. Les enjeux économiques relévent en premier lieu de la rentabilité des
¢levages, qui doivent permettre aux ¢éleveurs de dégager des ressources suffisantes pour vivre
de la vente de leurs produits, mais concernent aussi I’accessibilité des produits animaux aupres
de la population, de manieére a permettre d’assurer une alimentation variée a chacun. Par
ailleurs, les enjeux sociaux regroupent, comme évoqué précédemment, le bien-&tre animal qui
est une réelle préoccupation des consommateurs, mais également le bien-étre au travail des
¢leveurs qui font face a des évolutions multiples, ainsi que le renouvellement des générations

d’¢leveurs qui est une problématique majeure (Depoudent, Ponet, Bernard 2023).
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Enjeux sociétaux :
— Bien-étre animal
— Sécurité alimentaire et sanitaire
— Qualité des produits

Enjeux économiques :
— Accessibilité des produits
animaux

— Rentabilité des élevages
pour les éleveurs

— Maintien de ’emploi

Enjeux environnementaux :
— Limitation rejets polluants
— Limitation impact carbone

Figure 11 : Les enjeux auxquels le monde de l'élevage doit faire face.

Une diversification des systémes d’élevage est observée avec I’émergence de systémes
alternatifs comme les élevages labellisés (Label rouge, Indication Géographique Protégée
(IGP), Appellation d’Origine Controlée (AOC), Appellation d’Origine Protégée (AOP),
Agriculture Biologique (AB) ...), les ¢élevages de races locales (porc basque, porc de Bayeux,
porc blanc de I’Ouest...). Cependant, ces systémes alternatifs restent bien moins nombreux que
les ¢élevages conventionnels. A titre d’exemple, les produits porcins labellisés AB et ceux
labellisés Label Rouge représentaient respectivement 1,2% et 3,7% de la production porcine
francaise en 2021. Leur part de marché pourrait diminuer prochainement comme en témoigne
la crise de I’agriculture biologique qui touche également le porc labellisé AB, conséquence du

désengagement des consommateurs face a I’inflation (Kressmann 2022).

Les nouveaux systemes d’¢élevage sont des systémes aux environnements moins controlés que
ne ’est le systéeme conventionnel ce qui implique la nécessité de repenser 1’organisation de
I’¢levage porcin. En effet, ces nouveaux systémes d’élevage nécessitent des animaux qui soient
beaucoup plus résilients. La résilience constitue I’aptitude d’un animal ou d’un systeme a
absorber et/ou répondre a des perturbations, en particulier a des perturbations soudaines et
imprévisibles (par exemple de nature nutritionnelle ou sanitaire), en mobilisant des capacités
tampon (réallocation temporaire de ressources), d’adaptation ou de transformation (Roy,
Ducos, Phocas 2019). De plus, les enjeux d’aujourd’hui et de demain concernent la compétition
pour les ressources, le bien-&tre animal ainsi que 1I’impact environnemental des ¢levages. Dans
ce contexte, des caractéres comme le rejet de gaz a effet de serre sont étudiés afin d’envisager

d’orienter la sélection vers ces caractéres (Verrier, Milan, Rogel-Gaillard 2020).
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L’¢levage porcin frangais, conventionnel (trés majoritaire) et alternatif (en développement), se
trouve actuellement & un tournant. Afin que 1’élevage porcin puisse prendre ce virage de
transition agroécologique et corresponde plus aux attentes actuelles de la société, la prise en
considération de la génétique et d’autres composantes pourrait étre un réel outil d’amélioration
(David et al. 2019; Ducos et al. 2021). Bien qu’il semble utopique de penser concilier
parfaitement les trois enjeux sociétaux, économiques et environnementaux, 1’objectif pourrait

étre d’essayer de trouver un équilibre acceptable entre ceux-ci.

II. LES RESSOURCES OMIQUES COMME SUPPORT DE
L’EVOLUTION DE LA SELECTION PORCINE

2.1. La génomique

2.1.1. Les années 1990 : les marqueurs génétiques

2.1.1.1. Historique de I’utilisation des marqueurs génétiques

Comme évoqué précédemment, les caractéres a déterminisme polygénique (constituant la
majorité des caractéres d’intérét en génétique animale) sont étudiés via I’utilisation de
marqueurs génétiques permettant de cibler des QTL d’intéréts. La SAM a ainsi été proposée en
1990 par Lande et Thompson (Lande, Thompson 1990). L’utilisation de marqueurs pour
détecter des QTL est rendue possible par le DL liant le marqueur et le QTL, qui constitue la clé
de volte de la SAM. La SAM a permis ’estimation de la valeur génétique des animaux en
utilisant un « score moléculaire », permettant de diminuer I’importance des relations de parenté
fondatrices du modéle infinitésimal (exemple BLUP-Mod¢le animal). En effet, si jusqu’a
présent le lien entre génotype et phénotype était réalisé via 1’utilisation de données de
généalogie et de performances des apparentés, ce lien peut désormais se faire via 1’utilisation

de marqueurs moléculaires.

L’utilisation des marqueurs est certes indispensable a I’étude des caractéres a déterminisme
polygénique, cependant elle est également utile pour sélectionner des caracteres a déterminisme
monogénique dont la mutation causale est encore inconnue. Par exemple, I’éradication de
I’allele de sensibilité a 1’halothane de la population de porc Landrace a partir du milieu des
années 1980 a constitu¢ 1’'une des premieres applications de SAM chez les animaux d’¢élevage.
Le test a I’halothane ne permettait d’identifier que les homozygotes sensibles. Or, deux

marqueurs étaient en fort DL avec le locus HAL dans cette population. Une sélection basée sur
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les alleles de ces deux marqueurs a ainsi permis de détecter aussi les hétérozygotes porteurs, et
donc de réduire tres fortement la fréquence de ’allele responsable de la sensibilité a I’halothane
dans la population Landrace en quelques années (Saugere 1989). La découverte de la mutation
causale au début des années 1990 (Fujii et al. 1991) et la mise au point d’un test moléculaire
ont ensuite permis d’éliminer les derniers animaux porteurs (Bidanel et al. 2020). Si la SAM a
¢té mise en place dés le début des années 2000 dans quelques races bovines laitiéres, ce n’est
qu’a partir des années 2010 et grace au développement des puces de génotypage que la SAM a

commencé a intéresser la filiere porcine (Boichard et al. 2002; Tribout 2011).

L’utilisation des marqueurs n’a pu se développer que grace aux avancées de la biologie
moléculaire. Ces outils ont notamment permis la réalisation de cartes génétiques (Verrier,
Milan, Rogel-Gaillard 2020). Les deux principales avancées historiques dans ce domaine, a
cette époque, sont la découverte des microsatellites et le développement de la « Polymerase
Chain Reaction » (PCR). Jusqu’en 1970 la principale limite a la constitution des cartes
génétiques était le manque de marqueurs polymorphes. Bien qu’en 1980 le polymorphisme de
longueur des fragments de restriction ait ét¢ découvert, leur utilisation a grande échelle s’est
révélée complexe car leur analyse était lente et difficilement automatisable. En 1989, la
découverte des microsatellites pouvant jouer le role de marqueurs a donc €té une véritable
révolution puisqu’elle a répondu a un réel besoin (Bidanel et al. 1996; Boichard et al. 1998b).
Les microsatellites sont des séquences d'ADN constituées de répétitions en tandem de di- ou
tri-nucléotides. Ils présentent 1’avantage d’étre trés nombreux, bien répartis sur le génome, et
surtout de présenter un polymorphisme important li€¢ a une variation du nombre de répétitions
du motif nucléotidique (Boichard et al. 1998b). Ces nouveaux marqueurs vont permettre un
enrichissement considérable des cartes génétiques des especes d’élevage (Moore et al. 1991;
Beckman, Weber 1992). Par exemple, en 1993 la carte génétique porcine contenait 30
marqueurs polymorphes et 20 marqueurs microsatellites ont alors été ajoutés augmentant

nettement le nombre total de marqueurs (Ellegren et al. 1993).

2.1.1.2. Quelques applications des marqueurs génétiques

La cartographie génétique consiste a établir a partir de données familiales I’ordre et la distance
génétique d’une série de loci positionnés physiquement sur le méme chromosome. La distance
génétique (exprimée en centimorgan (cM)) est proportionnelle au taux de recombinaison
existant entre marqueurs polymorphes portés par le méme groupe de liaison, au moins pour des

distances faibles (I ¢cM correspond a 1% de recombinaison) (Vaiman 2000). Les cartes
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génétiques ont été tres utilisées en sélection mais également pour la publication des premiers
génomes, puis leur utilisation a diminué avec la révolution du séquencage. En plus de
I’établissement des cartes génétiques, les marqueurs ont pu étre utilisés a d’autres fins. Par
exemple, ils ont permis d’identifier des génes majeurs impliqués dans un caractere, 1’objectif

¢étant de trouver un marqueur toujours plus proche de ceux-ci (Boichard et al. 1998b).

Ainsi, grace aux progres de la biologie moléculaire, la SAM a pu étre mise en place. Elle
présente I’avantage de rendre possible une sélection précoce des candidats a la reproduction
(Chevalet, Boichard 1992). Cependant, les principales limites de la SAM sont liées aux
évenements de recombinaison qui diminuent le pouvoir prédictif des marqueurs au cours du
temps, et dans la nécessité d’un ré-étalonnage régulier qui engendre un certain cott (Elsen

2011).

2.1.2. Les puces de génotypage

Le développement du séquencage a permis la mise en évidence de centaines de milliers puis de
millions de marqueurs SNP (« Single Nucleotide Polymorphism »). Le premier génome
eucaryote entiérement séquencé est celui de la levure dans le courant des années 90, en
combinant les données acquises par un consortium de laboratoires. Le génome de ’Homme a
été le premier grand génome complexe séquencé dans le cadre du Projet Génome Humain
(PGH), qui a été lancé en 1989 et s’est achevé en 2004, 3 ans apres la premiére publication
d’une séquence brute en 2001 obtenue a partir de la méthode de séquencage Sanger (Bidanel,
Boichard, Chevalet 2008; Zhang et al. 2011). Puis les génomes des especes modeles et des
espéces d’intérét agronomique ont été séquencés. Le premier génome d’une espece
agronomique a avoir été rendu public est celui de la poule en 2004 (Roy, Ducos, Phocas 2019).

Le génome du porc a lui été séquencé en 2012 (Groenen et al. 2012).

Les SNP sont des polymorphismes qui impliquent le changement d'un nucléotide (Adénine (A),
Guanine (G), Thymine (T), Cytosine (C)) en un locus donné. Ils sont de maniere générale bi-
alléliques (m, M). Trois génotypes sont donc possibles pour chaque SNP, les deux génotypes
homozygotes (mm et MM) et le génotype hétérozygote (mM). Les SNP constituent une source
d’information riche puisqu’ils apparaissent en moyenne tous les 100 a 1000 nucléotides dans
I’ ADN chez les mammifeéres : on peut trouver plusieurs millions de SNP dans le génome d’une
méme espece. Leur connaissance permet de caractériser 1’état du segment de chromosome ou

ils se trouvent (Robert-Granié, Legarra, Ducrocq 2011).
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Les marqueurs SNP ont alors représenté un grand intérét pour les entreprises de biotechnologies
car il devenait possible de génotyper simultanément plusieurs marqueurs. Les puces a ADN ont
alors été développées dans les années 1990 (Schena et al. 1995) avec au début des puces
permettant de génotyper 96 SNP en méme temps, puis plus récemment plusieurs milliers voire
plusieurs millions comme certaines puces utilisées chez ’Homme (Kelly et al. 2023). Dans
I’espece porcine, plusieurs puces a ADN commerciales existent permettant de génotypage
d’environ 60 000 marqueurs ou de 600 000 marqueurs. Deux types de puces existent : celles
reposant sur le principe d’hybridation et celles reposant sur le principe de la PCR all¢le-

spécifique (Figure 12) (LaFramboise 2009).

La possibilité de génotyper simultanément des milliers de marqueurs polymorphes de type SNP
a conduit a la proposition du concept de la SG par Meuwissen et ses collegues en 2001
(Meuwissen, Hayes, Goddard 2001; Robert-Grani¢, Legarra, Ducrocq 2011; Roy, Ducos,
Phocas 2019).
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Figure 12: Principes des puces de génotypage.

a) Puce reposant sur le principe d’hybridation : des fragments d’ADN (ou sondes) sont localisés en positions
connues sur la puce (al) ; I’ADN de l'individu (ou cible) a génotyper est fragmenté et marqué par un
fluorochrome puis déposé sur la puce. Cet ADN cible est ensuite déposé sur la puce : en cas d’hybridation
sonde/cible, un signal lumineux est émis (a2). b) Puce reposant sur le principe de la PCR alléle-spécifique
(Illumina [sans date]) : b.1) Sondes en position connue sur la puce, positionnées sur des billes ; b.2) Ajout de
I’ADN cible et hybridation sur les sondes correspondantes ; b.3) Ajout de nucléotides marqués (4,T,G,C) et
d’ADN polymérase permettant la synthése du nucléotide manquant, I’ajout de ce nucléotide émet un signal
lumineux dont la couleur permet d’identifier ce dernier (la couleur jaune étant la somme de [’émission de vert et
de rouge).
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2.1.3. En quoi la sélection génomique (SG) représente-elle une révolution technologique ?

La SG a tout d’abord été déployée en France pour 1’espéce bovine en 2012 (Boichard et al.
1998b). La différence majeure entre la SAM et la SG repose sur le choix des marqueurs : dans
la SAM le choix des marqueurs est biaisé puisque ceux-ci sont en nombre limité et choisis a
priori, tandis que dans la SG aucune hypothese sur le nombre et la localisation des marqueurs
n’est faite et toutes les données sont utilisées sans a priori. Le principe de la SG est le méme
que celui de la SAM. Il s’agit d’exploiter le DL existant entre marqueurs moléculaires et des
genes causaux affectant les caractéres a sélectionner. Des équations permettent de prédire les
valeurs génétiques a partir des données de performances (phénotype) et de marqueurs
(génotype) observés chez les mémes animaux d’une population de référence. Ces équations
peuvent ensuite étre appliquées a d’autres animaux sans performances connues afin de prédire
la valeur génétique des candidats a la sélection dés leur naissance (en pratique dés que 1’on peut

extraire I’ADN).

La SG a constitué une véritable révolution technologique puisqu’elle a permis d’augmenter
considérablement le nombre de marqueurs pris en compte dans les modeles. Par exemple, a
partir de 2008 les puces bovines permettent de génotyper les individus pour 50 000 marqueurs
SNP. Ces puces ont permis un développement de la SG a grande échelle dans les principales
races bovines laitiéres en France (Boichard et al. 2012). Concernant la filiére porcine, une puce
contenant 60 000 SNP a été proposée en 2009. Cependant, la SG ne s’est pas tout de suite mise
en place car elle nécessitait une réorganisation complete des méthodes de sélection au sein de
la filiere (Tribout 2011). Le développement de la SG chez le porc a ¢été facilité par la mise au
point de la méthode « Single Step genomic BLUP » (SS-gBLUP) ou BLUP génomique
(Legarra et al. 2014; Bidanel et al. 2020). Une évaluation génomique pour les caracteres de
reproduction a ¢été mise en place en race Landrace en 2016 et en race Large White (lignée

femelle) en 2017 (Bouquet 2017; Bidanel et al. 2020).

Grace a la SAM, la valeur génétique d’un individu peut étre estimée dés sa naissance, a partir
d’un échantillon biologique. La SG a permis quant a elle d’augmenter considérablement le
nombre de marqueurs pris en compte, améliorant la précision de 1’évaluation génétique. La SG
a également permis d’envisager [’analyse de nouveaux caractéres peu héritables ou
difficilement mesurables (caractéres de santé¢ et de bien-&tre animal, qualité de viande...)

(Robert-Granié, Legarra, Ducrocq 2011).
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L’utilisation de la SG dans les filieres de production animale a notamment €té rendue possible
par la diminution drastique des colits de génotypage et de séquencage (Figure 13). Le
séquencage du génome humain, a titre d'exemple, a représenté un cotit d’environ 3 milliards de
dollars (Lander et al. 2001; van Dijk et al. 2018). En 2004, 1'Institut national américain de
recherche sur le génome humain (NHGRI) a lancé un programme visant a ramener le colt du
séquencage du génome entier a 1 000 dollars en 10 ans (Schloss 2008; van Dijk et al. 2018). Ce
projet a participé a ’impulsion du développement de nouvelles techniques de séquengage plus
rapides et moins couteuses. En effet, 10 ans plus tard, le colt du séquencage a drastiquement
diminué (d’un facteur 100 000) et a effectivement atteint 1’objectif vis¢ de 1 000 dollars en

2014 (van Dijk et al. 2014)
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Figure 13 : Evolution du coiit du séquencage du génome humain entre 2001 et 2021.

(National Human Genome Research Institute 2023)

2.1.4. Le développement des techniques de séquencage en trois révolutions

2.1.4.1. 1% révolution : le séquencage Sanger (1977)

Il s’agit d’'une méthode de séquengage de I’ADN basée sur I’incorporation sélective de
didésoxyribonucléotides (ddNTP, nucléotide sans groupement hydroxyle en position 3”) de
terminaison de chaine par I’ADN polymérase (Figure 14). Le mélange comprend I’échantillon
d’ADN a séquencer, des amorces spécifiques, de 1I’ADN polymérase, des
désoxyribonucléotides (ANTP : dATP, dCTP, dGTP et dTTP) et un des ddNTP (ddATP,
ddCTP, ddGTP et ddTTP). Une réaction d’¢élongation a partir de I’amorce va ainsi étre initiée,
jusqu’a DP’incorporation aléatoire d’un ddNTP. L’incorporation de ce ddNTP empéche la
formation de la liaison phospho-diester reliant les nucléotides d’une séquence et empéche donc
la poursuite de I’¢longation de I’ADN par I’ADN polymérase. En d’autres termes, un seul type

de ddNTP est incorporé par réaction. Des fragments d’ADN de tailles variables sont ainsi
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obtenus et peuvent tre séparés en fonction de leur taille par électrophorese. Par exemple, si le
ddATP est incorporé, plusieurs fragments de tailles variables seront obtenus, tous se terminant
par le nucléotide A (adénine), permettant de déterminer la position des nucléotides A (Sanger,
Nicklen, Coulson 1977). Néanmoins, la technologie Sanger présente 1’inconvénient de ne pas

pouvoir séquencer plus de 2 000 pb simultanément derriére I’amorce (Metzker 2010).
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Figure 14 : Principe du séquencage Sanger.

2.1.4.2. 2¢m¢ révolution : le séquencage nouvelle génération (ou NGS : Next Generation
Sequencing)

Une nouvelle approche a été utilisée de facon transitoire et a constitué les prémices des
technologies de séquencage dites de « nouvelle génération ». Cette nouvelle approche est
désignée par les termes de « shotgun sequencing » et a été¢ développée sous I’impulsion du
Projet Génome Humain. Dans cette approche, I’ADN est segmenté sous action enzymatique ou
mécanique pour former de petits fragments qui seront clonés et séquencés au sein de vecteurs.
Cette technologie a constitué¢ un socle pour le développement des technologies de séquengage

nouvelle génération (Zhang et al. 2011).

Depuis, plusieurs méthodes de séquencage NGS ont vu le jour, s’appuyant sur des technologies
d’hybridation ou de synthese. Celles-ci sont abordées dans la revue de Sarah Goodwin et ses
collégues, ou encore dans la revue de Slatko et ses colléegues. (Goodwin, McPherson,
McCombie 2016; Slatko, Gardner, Ausubel 2018). Alors que le séquengage Sanger permettait
de séquencer avec une trés bonne qualité des fragments allant jusqu’a 2 000 pb en une
expérience, le séquencage nouvelle génération permet lui de séquencer le génome entier en une
expérience. Le séquencage nouvelle génération présente également 1’avantage d’étre plus

rapide et que le séquencage Sanger.
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Nous détaillerons ici 'une des technologies les plus utilisées : la technologie basée sur le
séquencage de lectures courtes proposée par [llumina® reposant sur le séquencage par synthese.
Tout d’abord, ’ADNg est fragmenté par réaction enzymatique ou mécanique en petits
fragments. Suite a cette fragmentation, une étape de ligation intervient pour lier des adaptateurs
aux extrémités de chacun des petits fragments d’ADNg. Ceci constitue une banque NGS. Les
deux fonctions principales des adaptateurs sont : (i) I’accrochage puis 1’amplification sur une
cellule de flux (de I’anglais « flow cell » : plaque en verre ou se déroulent les réactions de
séquengage et la visualisation des nucléotides incorporés) et (ii) I’hybridation d’une amorce qui
sert de point de départ pour le séquencage. La technologie [llumina® repose sur deux grandes

étapes : ’amplification en pont puis le séquencage (Figure 15) (van Dijk, Thermes 2021).
A o

_IOICOIC I [C\I [C\\I

@ Une molécule simple @ Un brin complémen- ® La molécule d'origine @ L'extrémité libre ® Un brin complémen-
brin s’hybride & un oligo- taire (C) est synthétisé. (O) est enlevée. s’hybride. taire est synthétisé.
nucléotide fixé a la
cellule de flux.
o C

c o ﬂ /o\ f:\\ ﬂ ol c[ ol ¢[ o 0
® Les deux brins, @ Les extrémités libres ® Nouvelle synthese ® Dénaturation suivie @ Seuls les brins
attachés de  facon s’hybrident. des brins complémen- par lenlevement des identiques a la molécule
covalente a la cellule de taires. brins complémentaires a d'origine restent et se-
flux, sont séparés par la molécule d'origine. ront séquencés.
dénaturation.

B C o

J ]
W ‘/<° °t
[| B | »

Figure 15 : Principe de la technologie Illumina.

(van Dijk, Thermes 2021). (A) Amplification en pont des clusters sur la cellule de flux (trait noir). Les
adaptateurs et les oligonucléotides complémentaires présents sur la cellule de flux sont indiqués en rouge et
vert, les fragments d’ADN a séquencer en bleu. La molécule s’ étant initialement fixée a la cellule de flux, et les
brins dont la séquence est identique, sont notés O ; les brins complémentaires sont notés C. La croix rouge
represente le clivage. (B) Différentes molécules d’ADN sont amplifiées puis séquencées en méme temps sur une
méme cellule de flux. (C) Séquencgage : une polymérase synthétise un brin complémentaire (jaune) au brin situé
sur la cellule de flux (bleu) en incorporant des nucléotides qui portent des groupes fluorescents (bleu, rose,
orange, ou vert) et un groupe « stop » qui bloque la polymérisation. S ensuit une étape d’imagerie afin
d’identifier le nucléotide incorporé. Ensuite, les groupes fluorescents et « stop » sont enlevés et le processus se
répete.
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Par la suite, un traitement bioinformatique va étre appliqué en fonction du but recherché : (i)
pour construire un génome de référence, un assemblage de novo est nécessaire tandis que pour
(ii) identifier des variants ou remaniements, un alignement sur le génome de référence doit étre
réalisé (les lectures courtes sont mises bout a bout afin de reconstituer la séquence compléte).
Au fil des années, Illumina a agrandi sa gamme de séquenceurs et propose aujourd’hui des
machines qui peuvent générer de 4 millions a 1,2 milliard de séquences par run, avec une

longueur de lecture allant de deux fois 25 a deux fois 300 pb (Illumina 2023).

2.1.4.3. 3%™¢ révolution : longues lectures et séquencgage de la molécule d’ADN native

L’une des principales limites des technologies de NGS est qu’elles sont basées sur le
séquencage de courtes lectures comprises entre 50 pb et 300 pb. Or, les génomes contiennent
souvent de nombreuses séquences répétées qui sont plus longues que les lectures NGS, ce qui
peut entrainer des défauts d'assemblage et un manque d’information dans certaines régions du
génome. L’utilisation de longues lectures permet de faciliter ’assemblage des lectures (Figure

16a). Le séquencgage longues lecture est aussi appelé séquencage de troisieme génération
(van Dijk et al. 2018).
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Figure 16 : Avantages des longues lectures pour le NGS.

(van Dijk et al. 2018). a) Exemple montrant la résolution d'une région répétée du génome par assemblage a
lecture courte ou lecture longue. Les courtes lectures tombant dans les répétitions (lectures « bleues ») ne
peuvent étre alignées de facon unique au contraire des lectures longues. b) Reconstruction des haplotypes. Le
SNP (A ou C) et les variations plus importantes (rouge ou bleu) entre les alleles des deux haplotypes qui sont
trop éloignés pour étre couverts par une seule lecture seront difficile a mettre en phase. Cela conduira a des
trajectoires ambigués qui entrainent des assemblages fragmentés.
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Le séquencage longue lecture consiste a s€quencer la molécule d’ADN native, ce qui permet
d’obtenir directement les informations d’haplotype et de phase et donc de traverser des régions
d’homozygotie qui, dans le cas des lectures courtes, représentent un obstacle a la détermination
des haplotypes (van Dijk et al. 2018) (Figure 16b). Cependant, cette technologie n’est pas
infaillible puisque 1’obstacle des grandes régions d’homozygotie peut perdurer lorsque la taille
de celle-ci dépasse la taille des lectures, méme dans le cas des longues lectures. De plus, une
des limites des longues lectures réside dans la qualité du séquengage : en effet, le taux d’erreur
est plus élevé dans le cas des longues lectures par rapport aux lectures courtes qui ont donc
I’avantage de présenter une meilleure qualité. Différentes méthodes de séquencage longues

lectures existent, un focus sur I’utilisation d’un nanopore est présentée dans 1’Encadré 3.

Encadré 3 : Technologie de séquencage a l'aide d'un nanopore.

L’idée de séquencer a 1’aide d’un nanopore n’est pas neuve puisqu’elle date des années 1980 (Deamer, Akeson,
Branton 2016). La technologie de séquencage a I’aide d’un nanopore a été utilisée par Oxford Nanopore
Technologies (ONT) qui a fourni le premier séquenceur nanopore (MinlON) en 2014 (Deamer, Akeson,
Branton 2016; Jain et al. 2016). La technologie repose sur un pore protéique d’échelle nanométrique (d’ou le
nom « nanopore »). Dans une solution électrolytique, une tension constante est appliquée pour produire un
courant ionique : ainsi les molécules d’ADN ou ARN chargées négativement sont entrainées a travers le
nanopore vers le coté chargé positivement. Le passage de la séquence dans le nanopore entraine des
modifications électriques, chaque nucléotide provoque un signal électrique spécifique ce qui permet, aprés
analyse des données électriques via des algorithmes, de déterminer la séquence nucléotidique (Deamer, Akeson,

Branton 2016).

Pour conclure, durant les vingt dernieres années une véritable révolution technologique s’est
opérée pour I’étude du génome des espéces et du génotype des individus (Figure 17). Le
développement d’outils technologiques de plus en plus performants s’est également
accompagné d’une baisse des colits permettant leur diffusion pour des applications comme
I’appui a la sélection animale. Cette révolution technologique est toujours en cours, et
maintenant que la séquence génomique humaine est considérée comme complete (Nurk et al.
2022), de plus en plus d’études s’intéressent a des variants de natures différentes, non plus
« contenus dans » mais « portés par » la séquence, comme c’est le cas des modifications
épigénétiques. L’objectif d’ensemble reste le méme : accroitre notre compréhension des

mécanismes moléculaires impliqués dans les caractéres complexes.
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Figure 17 : Schématisation de quelques étapes clés de la révolution technologique dans le domaine de la
génétique.

(Laver et al. 2015; Genotoul 2017; Jordan 2017, Roy, Ducos, Phocas 2019; van Dijk, Thermes 2021, Illumina
2021; Oxford Nanopore Technologies).

2.2. Les éléments non mendéliens mais transmissibles

Comme décrit précédemment, 1’estimation des performances (P) d’un individu par son seul
potentiel génétique (G) s’est révélée tres efficace pour la sélection. Cette approximation revient
a ne considérer que les ¢léments transmissibles de fagon mendélienne. Or, de nombreux
¢léments non mendéliens mais transmissibles entre générations influencent le phénotype d’un
individu. En vue d’une connaissance et une prédiction toujours plus précise des caractéres
d’intérét en élevage, les généticiens s’intéressent de plus en plus a d’autres facteurs contribuant
a I'hérédité mais non transmis a partir du matériel génétique lui-méme (c’est-a-dire non transmis
par la séquence nucléotidique du génome nucléaire). Cette hérédité fait partie du concept
« d’hérédité manquante » (Manolio et al. 2009). Elle peut avoir pour support un matériel
biologique autre que la séquence nucléotidique (épigénétique (Trerotola et al. 2015; Gayon
2016), microbiote (Sandoval-Motta et al. 2017), génome mitochondrial) ou bien aucun vecteur

transmissible d’information a priori (héritage culturel) (David et al. 2019).
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2.2.1. Epigénétique

2.2.1.1. Définition de I’épigénétique

Le terme « épigénétique » a été introduit pour la premiere fois par Waddington en 1942, qui a
suggéré l'interaction de facteurs externes avec le génome, et que cette interaction pourrait
affecter le développement des individus (Waddington 2009). L'épigénétique a €té reconnue
comme modulatrice de ’expression des génes (Hyde, Friso, Choi 2020). En effet, les
mécanismes épigénétiques vont participer a la régulation de 1’expression des genes : des
marques ¢épigénétiques ont pour effet de modifier I’accessibilit¢ de I’ADN au complexe
d’initiation de la transcription, sans pour autant altérer la séquence nucléotidique. Ainsi,
I'épigénétique concerne les modifications moléculaires portées par I'ADN qui peuvent réguler
l'activité des genes et qui sont indépendantes de la séquence d'ADN et mitotiquement stables
(L1 2021). Selon les définitions, les modifications épigénétiques peuvent comprendre : (1) la
méthylation des cytosines au sein des dinucléotides Cytosine-Guanine (CG), appelés CpG
(enchainement de dinucléotides cytosine-guanine, séparés par un phosphate), chez les
eucaryotes ; (2) les modifications post-traductionnelles des protéines histones et le remodelage
de la chromatine ; et (3) les mécanismes basés sur les petits ARN non codants (Gibney, Nolan
2010). Les marques épigénétiques ont la particularité d’étre transmissibles au cours de la mitose
voire de la méiose (épigénétique transgénérationnelle), dynamiques et réversibles,

contrairement aux modifications de la séquence (mutations).

Les marques épigénétiques sont le reflet de I’impact du milieu sur 1’expression génique, elles
évoluent au cours du temps. Le milieu correspond a I’environnement dans lequel vit (ou a vécu)
I’individu étudié, et comprend notamment I’alimentation ou encore ’exposition a des
substances toxiques (Reamon-Buettner, Mutschler, Borlak 2008; Tiffon 2018). L’effet de
I’environnement est illustré par les différences phénotypiques observées entre jumeaux
monozygotes. En effet, des jumeaux monozygotes partagent la méme séquence d’ADN (Li et
al. 2014), donc le méme génome, aux quelques mutations somatiques post-zygotiques pres. Or,
ces jumeaux présentent généralement des phénotypes (légerement) différents. Cette variation
phénotypique peut s’expliquer par une expression génique différente entre les jumeaux, en
raison de différences dans I’apposition des marques €pigénétiques, pouvant résulter de 1’effet
d’environnements différents (Fraga et al. 2005; Castillo-Fernandez, Spector, Bell 2014). Dans
le cas de pathologie comme le cancer du sein, il a ét¢ montré qu’une seule des jumelles
monozygotiques pouvait développer la maladie en raison de profils épigénétiques différents

entre jumelles. Ces jumelles ne different pas par leur information génétique mais par le taux de
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méthylation au niveau du gene docking protein 7 (DOK7). Ainsi, I'hyperméthylation de DOK7
peut constituer un biomarqueur pouvant permettre d’identifier précocement certains cancers,
puisqu’elle survient plusieurs années avant le diagnostic histologique (Heyn et al. 2013). Cet
exemple témoigne de I’effet de 1’environnement d’un individu sur son épigénome, et donc sur

son expression génique et sur son phénotype (Kaminsky et al. 2009).

L’impact de I’environnement sur la mise en place de marques épigénétiques conduisant a une
expression différentielle et donc a des phénotypes différents peut aussi étre illustré par
I’exemple du géne agouti chez la souris. Ce géne contribue a déterminer la couleur de la robe.
Or, certaines souris possédant toutes le méme allele Avy (et donc la méme séquence
nucléotidique) présentent des pelages de couleurs différentes. Ceci est rendu possible par une
expression différente du géne agouti en fonction du degré de méthylation d’un élément
transposable localis¢ en amont du gene dans une séquence régulatrice. Lorsque 1’élément
transposable n’est pas méthylé, le gene agouti est fortement exprimé, et exprimé de fagon
ectopique. Les mélanocytes ne synthétisent alors que de la phéomélanine et le pelage est jaune.
En revanche, lorsque 1’élément transposable est fortement méthylé, le géne agouti est exprimé
normalement, les deux types de mélanine (eumélanine et phéomélanine) sont synthétisés et le
pelage est brun (agouti). Ces modifications épigénétiques sont notamment influencées par
I’alimentation de la mére au cours de la gestation, ce qui témoigne de l’influence de
I’environnement précoce sur I’épigénome et par conséquent sur I'expression génique et sur le

phénotype des individus (Martin, Cropley, Suter 2008).

Un autre exemple illustrant les conséquences des marques €épigénétiques sur le phénotype est
I’exemple des abeilles melliferes (Apis mellifera). En effet, en fonction de 1’alimentation recue
par les larves (gelée royale ou non), celles-ci deviendront des reines ou des ouvriéres, or ces
deux types d’abeilles possédent des morphologies et comportements treés différents

(Rasmussen, Amdam 2015).

2.2.1.2. L’épigénétique transgénérationnelle

De nombreuses études se sont intéressées aux effets des modifications €épigénétiques chez
I’Homme (Battram et al. 2022) et chez les plantes (Cortijo et al. 2014), mais peu ont été réalisées
chez des espéces d’intérét agronomique (Ibeagha-Awemu, Zhao 2015; Khatib 2021). Or,
I’épigénétique peut fortement contribuer a 1’héritabilité manquante des caractéres et donc a

affiner les modé¢les de prédiction. En effet, parmi les modifications épigénétiques, certaines sont
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transmissibles a la descendance suivante (épigénétique intergénérationnelle) et sur plusieurs
générations successives (épigénétique transgénérationnelle). L’épigénétique
transgénérationnelle correspond a la transmission d’information épigénétique via la lignée
germinale, en I’absence de toute exposition environnementale directe (Figure 18) (Skinner
2011). L ¢épigénétique transgénérationnelle permettant une hérédité non mendélienne a tout
d’abord été découverte chez les plantes (Brink 1956), puis pour la premiere fois chez un
mammifére en 2006, avec des expériences utilisant la souris comme mode¢le (Rassoulzadegan
et al. 2006). Les mécanismes a 1’origine de la transmission entre générations de 1’information
épigénétique font 1’objet de recherches qui permettront de mieux cerner le réle joué par
I’information épigénétique dans le phénotype (Fitz-James, Cavalli 2022). L’empreinte
génomique parentale est un cas particulier de transmission d’information épigénétique

transgénérationnelle ; ce mécanisme particulier sera détaillé dans le Chapitre III.

Facteur environnemental

Génération FO

- Femelle gestante Phénotype différent de FO Phénotype différent de FO

Programmation

méthylation
de 'ADN
. Génération F2 .. Génération F3
, nt une . . .
Cellules germinales de 'embryon F1 - 'egelmi“a‘e P"esef“: de VADN Lignée germinale présentant une
ugn:on |a méthylati altération de la méthylation de TADN
altéra!
F1: Embryon Adulte >
Y Y
Légende : Intergénérationnel Transgénérationnel

Figure 18 : Concept de l'épigéntique transgénérationnelle.

Inspiré de (Skinner 2011). Lorsqu'un individu (F0) est exposé a une agression environnementale, l'épigénome
des cellules somatiques et germinales peut étre affecte. De plus, s'il s'agit d'une truie gestante, le foetus (F1) et
ses cellules germinales, qui donneront lieu a une prochaine génération (F2) sont directement touchés. Ainsi, si
ces marques épigénétiques persistent chez les générations suivantes (F3 et au-dela si I’exposition a eu lieu chez
une truie gestante, F2 et au-dela si ’exposition a eu lieu sur un verrat ou une truie non gestante), il y aura une
transmission transgénérationnelle.
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Les parameétres de I’environnement qui semblent exercer une influence sur 1’épigénome chez
des espéces d’intérét agronomique sont 1’alimentation (exemple de 1’impact de la nutrition
maternelle chez les ovins (Pankey et al. 2021)), la présence de substances épigénotoxiques
(exemple de ’effet de la génistéine (perturbateur endocrinien) chez les cailles (Leroux et al.
2017)), ou encore les parameétres environnementaux (exemple de I’influence de la chaleur chez
les poulets (Loyau et al. 2016; Pitel et al. 2019)). L’espece porcine a constitu¢ une espéce
d’intérét agronomique pionniere concernant 1’étude de I'épigénétique transgénérationnelle. En
effet, le régime alimentaire (standard ou enrichi en micronutriments méthylants) recu par les
verrats de la génération FO, influence les caractéristiques de la carcasse des descendants F2
mais également leur profil d’expression génique ainsi que leur profil de méthylation au niveau

du geéne iodotyrosine deiodinase 1 (IYD) (Braunschweig et al. 2012).

Les données épigénétiques pourraient ¢galement servir dans le futur a étudier les facteurs de
stress chez les populations animales, en utilisant les marques épigénétiques comme
biomarqueurs (Nery da Silva et al. 2021). Les données sur I’épigénome des populations
d’¢levage intéressent de plus en plus les sélectionneurs puisqu'elles peuvent contribuer a affiner
les modeles d’estimation des performances (Goddard, Whitelaw 2014). En raison de cet intérét
croissant pour I’épigénome, des technologies permettant d’évaluer 1’état de méthylation ont peu
a peu été développées. Ces approches, basées sur la conversion des cytosines par traitement
chimique ou enzymatique pour la grande majorité, peuvent s’intéresser a quelques régions
d’intérét ou a tout le génome (Li 2021; Mehrmohamadi et al. 2021; Halabian et al. 2021). A
titre d’exemple, des puces ciblant des milliers de dinucléotides CpG sont actuellement mises au
point pour des applications agrigénomiques (Arneson et al. 2022). Cependant, la plus grande
difficult¢ qui subsiste pour évaluer I'impact de 1’épigénétique sur un phénotype est de

discriminer entre 1’effet des polymorphismes génétiques et des marques €pigénétiques.

2.2.2. Microbiote

Le microbiote désigne I’ensemble des microorganismes vivant en symbiose avec leur héte.
Différents types de microbiotes existent (digestif, respiratoire, cutané...), le terme microbiote
(singulier) sera utilisé pour désigner I’ensemble de ces différents types de microbiotes. Parmi
eux, le microbiote digestif joue des roles cruciaux pour I’hdte qui sont bien documentés chez

les espeéces d’¢levage : intervention dans le développement de I’épithélium intestinal,
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interaction avec le systéme immunitaire, régulation du métabolisme, et communication avec le
systéme nerveux (lien entre le microbiote et le comportement) (Calenge et al. 2014). Le
microbiote est un domaine de recherche trés important chez I’Homme puisque son implication
dans de nombreuses pathologies humaines est avérée (Chen, Zhou, Wang 2021). L’ensemble
des génomes des microorganismes constituant le microbiote est appelé microbiome. L’espece
porcine est la premicre espéce pour laquelle un catalogue du microbiome intestinal a été
constitué (Xiao et al. 2016). Il s’agit de la troisiéme espece a bénéficier d’un tel catalogue apres

I’Homme et la souris. Le catalogue porcin a récemment été étendu (Chen et al. 2021).

Chez le porc, des études se penchent sur le lien entre le microbiome et les parametres de
production, notamment sur le lien avec le parameétre d’efficacité alimentaire qui pourrait étre
amélioré via le contrdle du microbiome (Maltecca, Bergamaschi, Tiezzi 2020). Une meilleure
connaissance du microbiote porcin offre également une perspective d’amélioration des
parameétres de santé, comme la résistance a certaines infections comme les salmonelloses
(Argiiello et al. 2019). En effet, il est possible que le recours a la transplantation fécale, déja
utilisée chez I’Homme et en développement chez les carnivores domestiques, se déploie aussi

dans I’espece porcine (Barko et al. 2018; Canibe, O’Dea, Abraham 2019).

Le microbiome présente la particularité d’étre transmissible verticalement (entre générations)
mais également horizontalement (entre les populations) (Estellé 2019). Il est possible que dans
le futur le microbiome soit pris en compte dans les modeles de prédiction des phénotypes, et ce
pour deux raisons : le microbiome porcin présente une influence directe sur la croissance, et
évolue avec son hote (Larzul et al. 2021; Rogel-Gaillard et al. 2021). La sélection de demain
pourrait optimiser les phénotypes par une action conjointe sur I’hote, son environnement et son
microbiote, et ainsi tendre vers des approches holo-omiques et vers la sélection d’holobiontes
(entité vivante naturelle constituée d'un organisme supérieur, c'est-a-dire pluricellulaire, appelé
hote, et de son microbiote, c'est-a-dire de la cohorte de microorganismes qui lui est étroitement
associée) (Estellé 2019; INRAE 2020; Zhou et al. 2022). Aujourd’hui le domaine de la
« métagénomique » est en plein essor car les nouvelles technologies de séquengage permettent
de séquencer un microbiome entierement. En revanche, malgré les possibilités offertes par ces
approches prometteuses, des limites telle que les défauts d’annotation des nombreuses especes

de microorganismes doivent étre levées (Breitwieser, Lu, Salzberg 2019; Shi et al. 2022).
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2.2.3. Génome mitochondrial

Le génome mitochondrial est un génome a hérédité maternelle stricte chez les mammifeéres,
représentant un peu moins de 16,7 kb chez le porc (taille assez standard chez les mammiferes),
soit moins de 0.001% de la taille du génome nucléaire. Le génome mitochondrial a été séquencé
des 1998 (Ursing, Arnason 1998). 11 code pour 13 des 90 sous-unités de la chaine de transfert
d'¢lectrons, qui génerent de I'ATP par phosphorylation oxydative qui est essentielle pour les
cellules ayant des besoins énergétiques élevés, telles que les neurones, les cellules cardiaques

et les cellules musculaires squelettiques (Moyes, Battersby, s 1998).

Chez I'Homme, les haplotypes de I’ADN mitochondrial (ADNmt) ont été associ€s a un certain
nombre de maladies telles que le cancer (Shen et al. 2011), le diabéte (Liou et al. 2012), avec
la maladie d'Alzheimer (Ridge et al. 2012), ou encore avec la maladie de Parkinson (Ghezzi et
al. 2005). Chez le porc, le génome mitochondrial influence certains caractéres de production
puisqu’il existe des associations avec le poids corporel (Yen et al. 2007), et avec la qualité de
la viande (Fernandez et al. 2008), notamment avec la densité de la graisse, la profondeur des
muscles, le rapport entre gras et maigre (St John, Tsai 2018). Il influence également la fonction
de reproduction, en intervenant dans la taille de la portée chez les porcs (Tsai, Rajasekar, St
John 2016), et semble présenter une relation étroite avec I’ovocyte et I'embryon. Par exemple,
le nombre de copies dans I'ovocyte et les variants de I’ADNmt dans I'embryon présentent une

influence particuliere pour le développement de ces derniers (St John et al. 2022).

A T’heure actuelle, I’ADNmt est principalement utilis€¢ pour des études de diversité génétique
chez les especes d’¢levage. Or, il a été montré un lien entre génome mitochondrial et certains
phénotypes agronomiques suggérant donc un intérét potentiel a prendre en considération ce
facteur dans équations d’estimation des valeurs phénotypiques. En effet, I’ajout de cette
composante permettrait d’affiner un peu plus les modeles de génétique quantitative visant a

diminuer progressivement « I’hérédité manquante ».

2.2.4. Héritage culturel

L'héritage culturel fait référence a la transmission sur plusieurs générations de comportements,
de culture et de traditions écologiques (Kappeler 2010; David et al. 2019). Il présente la
particularité d’étre transmis de facon non mendélienne, indépendamment de la transmission
génétique et sans vecteur transmissible d’information a priori. Bien que tout un pan de la

littérature, principalement en écologie évolutive, s’intéresse a ces concepts, ils ne seront pas
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développés ici en détails (Encadré 4). En effet, leur vecteur ou support de transmission ne sont
pas quantifiables par des technologies omiques qui constituent le cceur de ce chapitre.
L’importance de ces mécanismes pour la sélection chez les especes d’¢élevage est abordée dans

la revue de (David et al. 2019).

Encadré 4 : Héritages culturel et écologique.

L’héritage culturel correspond a la transmission de compétences sociales et d'innovations au niveau du groupe
(David et al. 2019). En effet, au niveau d’un groupe un apprentissage social peut se mettre en place par
mimétisme. Cette forme de transmission sociale de l'information permet la diffusion de (nouvelles)
connaissances, capacités et traditions culturelles du groupe. Chez les chimpanzés, un exemple d’héritage
culturel est le comportement d’ingestion de végétaux permettant de juguler les infestations de parasites digestifs
(Huffman, Hirata 2004). L'héritage écologique est la transmission aux descendants de ressources et conditions
héritées grace a la construction de niches (Odling-Smee, Lala, Feldman 2003; David et al. 2019). Contrairement
aux especes sauvages, les especes d’¢levage se développent dans un environnement qui leur est imposé, c’est

pourquoi I’héritage écologique pourrait étre considéré comme négligeable chez ces espéces.

Actuellement, la sélection des animaux d’élevage est réalisée selon leur potentiel génétique.
Des facteurs non génétiques sont aussi transmis de génération en génération (€pigénétique,
microbiote, génome mitochondrial) et influencent les performances des animaux. Ces facteurs
pourraient donc également étre utilisés pour sélectionner les futurs reproducteurs (David et al.
2019) et ainsi améliorer les précisions des modeles utilisés. Pour permettre la mise en ceuvre de
cette stratégie de sélection, un modele d’analyse des caracteres qui prend en compte I’ensemble
des facteurs transmissibles (qu’ils soient génétiques ou non) dans 1’estimation du potentiel d’un
animal a transmettre ses caractéristiques a sa descendance a été développé (David, Ricard
2019). Ce nouveau modele de transmissibilité, d’ores et déja appliqué aux données d’efficacité
alimentaire de plusieurs especes, nécessite d’étre validé autrement que par des simulations via
I’acquisition de données omiques de natures différentes. Parmi elles, des connaissances sur les
mécanismes d’empreinte génomique parentale pourraient également étre implémentées dans ce

nouveau modeéle de transmissibilité.
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ITII. LES GENES SOUMIS A EMPREINTE PARENTALE

Les geénes soumis a empreinte parentale sont un cas particulier d’apposition de marques
épigénétiques conduisant a une expression génique singulieére. En effet, les mammiféres sont
des organismes diploides : chaque gene est présent sous la forme de deux alleles (1’un d’origine
maternelle et 1’autre d’origine paternelle) susceptibles de donner lieu a une expression bi-
allélique ; chaque all¢le parental est alors exprimé de fagcon équivalente. Cependant, pour les
genes soumis a empreinte parentale, seul un des deux alléles parentaux est exprimé : on parle
d’expression mono-allélique dépendante de I’origine parentale. L’empreinte parentale est un
exemple de régulation épigénétique qui aboutit a une expression parent-dépendante d’un allele

(Figure 19).

Génes - ADN Pat Mat Pat Mat Pat Mat

Expression biallélique Expression monoallélique de

Falléle paternel Expression monoallélique de

I’all¢le maternel

l l l

Transcrits - ARN | I NN | |

Figure 19 : Schématisation de I’expression mono-allélique parent-dépendante des génes soumis a empreinte.

3.1. Une expression génique singuliére

3.1.1. Découverte des génes soumis a empreinte parentale

Plusieurs revues sur le sujet de I’empreinte parentale relatent I’historique de cette découverte

(Ferguson-Smith, Bourc’his 2018; Tucci et al. 2019).

Tester ’existence de la parthénogenése chez les mammiféres a suscité de 1’intérét dans les
années 1980. La parthénogenese est un mode particulier de reproduction de nombreux
invertébrés et de certains végétaux, qui aboutit a la formation d'un nouvel organisme a partir
d'un ovule non fécondé (CNRTL). Par exemple, chez les abeilles, la parthénogéneése est possible
et donne naissance aux faux bourdons, tandis que les femelles proviennent d’une fécondation
classique (Webster 2020). De nombreuses expériences ont eu pour objectif d'étudier la
possibilit¢é d’une parthénogeneése chez les mammiféres. Dans les différentes études, une

anomalie de développement des tissus extra embryonnaires a ét€ observée conduisant a la
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conclusion d’une impossibilité de ce mode de reproduction chez les mammiferes (Rougier,
Werb 2001). Une cellule issue de la parthénogénése étant une cellule haploide, I’hypothése
selon laquelle le manque d’une copie du génome pourrait étre a 1’origine de cet échec de

développement a été émise, ce qui a conduit aux expérimentations de Davor Solter.

Expériences de transferts nucléaires

‘ +(o + o t+\e
-
l Transfert l Transfert l
e e (] e e
Zygote Androgénote Gynogénote
Placenta — Tissus extra- — Faible
embiyonnaires i développement———p»
Embryon ——» non développés - embry[-:) l:] naire
\ J
Non viables

Figure 20 : Expériences de transfert de noyaux (Solter).

Inspirée de (Tucci et al. 2019).

En 1984, Davor Solter réalise une expérimentation reposant sur la technique de transfert
nucléaire chez la souris, lui permettant de transférer un noyau de spermatozoide dans un autre
spermatozoide et un noyau d’ovule dans un autre ovule. Des gynogénotes (zygote avec deux
noyaux femelles) et androgénotes (zygote avec deux noyaux males) ont ainsi été étudiés. Le
développement de ces embryons s’est avéré impossible (Figure 20). Ainsi, une complémentarité
des actions des génomes male et femelle a été mise en évidence : tous deux ne jouent pas le
méme role dans le développement embryonnaire des mammiféres. Deux hypothéses ont alors
été émises : soit un (ou plusieurs) géne spécifique est hérité dans une forme fonctionnelle d’un
seul parent, tandis que I’autre parent transmet une forme non fonctionnelle de celui-ci ; soit
I’expression génique requiert l'interaction entre les génomes paternel et maternel. Au-dela de la
mise en évidence de la létalité des gynogénotes et androgénotes, ces expériences ont également

permis d’observer les causes de cette 1étalit€. En effet, les gynogénotes sont non viables en

raison d’une atteinte extra-embryonnaire tandis que les foetus androgénotes sont non viables en
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raison d’un développement insuffisant du tissu embryonnaire. C’est ainsi que le concept de
non-équivalence des génomes paternel et maternel a été abordé puisque ces expérimentations
ont permis de mettre en exergue la complémentarit¢é des génomes maternel et paternel

(McGrath, Solter 1984; Surani, Barton, Norris 1984).

A ce moment, il n’était pas possible de savoir si cette non-équivalence avait pour objet le
génome entier ou seulement certaines régions ou génes. Cette question a pu étre résolue via les
expériences de translocation de Cattanach et ses collegues en 1985. Cette expérimentation a
consisté a comparer le développement de souris disomiques pour certaines régions. Il a été
montré que les souris disomiques pour le chromosome 13 présentaient un phénotype
comparable aux autres souris disomiques pour d’autres chromosomes, tandis que les souris
disomiques pour le chromosome 11 présentaient une taille différente des autres. Les souris dont
la disomie pour une région du chromosome 11 était d’origine maternelle étaient plus petites, et
les souris pour lesquelles la disomie pour une région du chromosome 11 était d’origine
paternelle étaient plus grandes que les souris disomiques pour d’autres chromosomes (Figure
21) (Cattanach, Kirk 1985). Ainsi, cette étude a permis de conclure que la non-équivalence des
génomes pour le développement était liée a une non-équivalence valable pour certains

chromosomes particuliers et non a une non-équivalence de I'entiereté du génome.

Expériences de translocations

l l Translocation l

Robertsonienne

Non soumis A Soumis T T
. A . T A
a A A a A A A A
empreinte B empreinte B B
DISOMIE MATENELLE DISOMIE PATERNELLE
Souris de taille normale Souris plus petites Souris plus grandes

Figure 21 : Expériences de translocation (Cattanach).

Inspirée de (Tucci et al. 2019).
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Enfin, les premiers genes soumis a empreinte ont été mis en évidence dans les années 1990 :
insulin-like growth factor 2 (Igf2) et insulin-like growth factor 2 receptor (Igf2r). La technique
utilisée est une technique de croisements réciproques entre des souris pour lesquelles ces génes
ont été invalidés. Concernant /gf2r, dont le locus se situe au niveau du chromosome 17, I’all¢le
maternel est exprimé tandis que 1’allele paternel est réprimé (Barlow et al. 1991). Concernant
Igf2, il a été démontré que seul 1’alléle paternel de /gf2 s’exprimait et que 1’allele maternel était
silencieux (sauf pour le plexus choroide et les leptoméninges au sein desquels les deux alleles
sont actifs) (DeChiara, Robertson, Efstratiadis 1991). La méme année, I’empreinte du geéne
H19, situé en amont du géne /gf2, a également été étudi€e : pour ce dernier, seule la copie

maternelle est transcrite (Bartolomei, Zemel, Tilghman 1991).

Depuis leur découverte dans les années 1980, les génes soumis a empreinte n’ont cessé¢ de
soulever des questionnements de la part de la communauté scientifique. Les connaissances a ce
sujet ont été enrichies avec le temps, et notamment la compréhension du cycle des génes soumis

a empreinte et donc de leur mode de transmission entre générations.

3.1.2. Cycle de I’empreinte

Parmi les marques transgénérationnelles, se trouvent les marques d’empreinte qui sont a
I’origine d’une expression parentale spécifique des génes et qui sont communes a tous les
individus d’une méme espece. Plusieurs types de marques d’empreinte coexistent, dont les
marques de méthylation de I’ADN et les modifications des histones (Barlow, Bartolomei 2014;

Inoue et al. 2017; Tucci et al. 2019).

Les marques d’empreinte parentale concernent les cellules somatiques et les cellules
germinales. Les cellules somatiques conservent cette empreinte tout au long de leur vie
puisqu’elles se divisent par mitose uniquement (étape de « maintenance/lecture » uniquement)
tandis que les cellules de la lignée germinale subissent un cycle en trois étapes (Figure 22) (Sha
2008; Tucci et al. 2019) : (i) établissement (au sein de la lignée germinale), (7i) maintenance (a
partir de la fécondation et durant la vie de ’individu) et (iii) effacement en vue de la mise en
place d’une nouvelle empreinte dans la descendance (au sein des cellules germinales du nouvel

individu).
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Figure 22 : Cycle de ’empreinte parentale chez la souris.

3.1.2.1. Etape 1 : I’établissement de I’empreinte parentale

L’établissement de I’empreinte se réalise durant la gamétogenese. Des motifs de méthylation
d’ ADN spécifiques des gametes ont été observés (Reik, Walter 2001). Les régions a empreinte
maternelle sont méthylées durant la croissance de 1’ovocyte, tandis que la méthylation pour
I’empreinte paternelle est mise en place plus précocement au stade de prospermatogonie
(Figures 22 et 23). La mise en place de la méthylation est permise par des méthyltransférases :
les ADN méthyltransférases 3 (DNMT3A, -3B et -3L) ont pour fonction de méthyler I’ADN de
novo (dans les cellules germinales, par exemple). DNMT3L est un facteur accessoire important
avec une fonction de régulateur de DNMT3A (DNMT3A et DNMT3L forment un tétramere,
avec deux molécules de DNMT3A au milieu et DNMT3L de chaque c6t¢) (Zeng, Chen 2019).
Par ailleurs, deux autres protéines participent a 1’établissement de I’empreinte maternelle de
certains geénes : KDMIB (lysine déméthylase 1B) qui est notamment nécessaire pour la mise
en place de I’empreinte maternelle des genes Pegl/Mest, Grb10 ; et la protéine en doigt de zinc
57 (ZFP57), nécessaire a la mise en place de l'empreinte du géne small nuclear

ribonucleoprotein polypeptide N (Snrpn) (Li, Sasaki 2011)).
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Figure 23 : Variation du niveau de méthylation au cours du cycle de I’empreinte.

3.1.2.2. Etape 2 : le maintien et la lecture

Apres la fécondation, les génomes paternel et maternel subissent une déméthylation quasiment
complete, a I’exception des régions génomiques soumises a empreinte pour lesquelles la
méthylation est maintenue (Figures 22 et 23). La déméthylation du génome peut étre active ou
passive. La déméthylation active de I'ADN fait référence a un processus enzymatique
impliquant des enzymes de translocation 10 ; 11 (ou « ten eleven translocation enzymes », TET)
qui ¢éliminent ou modifient le groupe méthyle d’une 5-methylcytosine (SmC). En revanche, la
déméthylation passive de I'ADN fait référence a une perte de SmC durant les cycles successifs
de réplication en l'absence de maintien fonctionnel de la machinerie de méthylation de I'ADN.
Tandis que le génome paternel est déméthylé de maniere active médiée en partie par I’enzyme

TET3, le génome maternel subit une déméthylation passive (Gu et al. 2011; Kohli, Zhang 2013;
Zeng, Chen 2019).

En paralléle, les génes soumis a empreinte doivent maintenir leur méthylation différentielle face
a cette vague de déméthylation. Ce maintien se fait majoritairement par la méthyltransférase
DNMT1 (Hirasawa et al. 2008). Pour illustrer le réle de cette méthyltransférase, une
expérimentation a permis d’observer que dans un contexte de perte de fonction de DNMTT, le
gene H19 est exprimé de maniere bi-allélique alors que seul 1’alléle maternel est normalement
transcrit (Li, Beard, Jaenisch 1993). D’autres protéines interviennent dans 1’étape de maintien
de ’empreinte, notamment ZFP57 (Li et al. 2008) qui va se lier a I’ADN et participer a recruter
d’autres facteurs intervenant dans la maintenance de la méthylation (SanMiguel, Bartolomei
2018). Plus récemment, une deuxiéme protéine en doigts de zinc a été mise en évidence comme
intervenant dans 1’étape de maintenance : la protéine en doigt de zinc 445 (ZFP445) (Takahashi

etal. 2019).
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Les tissus extra-embryonnaires et embryonnaires peuvent utiliser des mécanismes différents
pour maintenir l'empreinte. Des expériences ont montré que les génes soumis a empreinte
spécifiques du placenta, comme ceux du cluster potassium voltage-gated channel subfamily Q
member 1 (Kcngl) (dont oxysterol binding protein like 5 (Osbpl5), tumor suppressing
subtransferable candidate 4 (Tssc4), CD81 et achaete-scute family bHLH transcription factor
2 (Ascl2)) maintiennent leur statut d’empreinte parentale en l'absence de DNMTT1 (Lewis et al.
2004; Umlauf et al. 2004; Weaver et al. 2010). Ces geénes sont marqués de facon différentielle
en fonction de ’origine parentale par des modifications d'histones dans le placenta. Ces
observations suggerent que la DNMT1 somatique ne serait pas nécessaire pour le maintien de
I'empreinte dans le cas de marques d’empreinte de type modifications post-traductionnelles des

histones (Kalish, Jiang, Bartolomei 2014).

Pour une vision plus exhaustive des protéines intervenant dans I’étape de maintenance, il est

possible de se référer a la revue de SanMiguel et Bartolomei (SanMiguel, Bartolomei 2018).

3.1.2.3. Etape 3 : ’effacement des marques d’empreinte

Au moment de la gamétogenese, alors que les cellules somatiques doivent maintenir et exprimer
les empreintes parentales, la lignée germinale doit réinitialiser les empreintes de la génération
précédente et déposer ses propres empreintes sexe-spécifiques. Comme pour la déméthylation
du génome dans son ensemble, la déméthylation des génes soumis a empreinte peut étre une
démeéthylation active ou passive, cependant le caractére rapide de cette déméthylation suggére

qu’il s’agirait plutot d’une déméthylation active (Hajkova et al. 2002).

Les protéines a I’origine de cette déméthylation sont les protéines de la famille de translocation
(TET1, TET2 et TET3, avec une action majoritaire de TET1 dans les cellules germinales
(Caldwell, Bartolomei 2022) qui catalysent la conversion de SmC en 5-hydroxyméthylcytosine
(5hmC). Cette conversion est probablement I’étape centrale de la déméthylation et peut
conduire par la suite soit a un effacement passif soit a un effacement actif de la méthylation de
I'ADN (Hackett, Surani 2013; Caldwell, Bartolomei 2022) (Figure 24). La déméthylation
passive se produit par dilution lors de la réplication en raison de l'absence de rétablissement de
la méthylation de 'ADN sur le nouveau brin fille apres la syntheése de I'ADN. La déméthylation
active se produit par ['¢élimination enzymatique directe d'une modification de 1'ADN

indépendante de la réplication de I'ADN (Hackett, Surani 2013).
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Figure 24 : Les mécanismes de déméthylation : la déméthylation passive versus la déméthylation active via
DPaction des enzymes TET.

Inspiré de (Hackett, Zylicz, Surani 2012, Hackett, Surani 2013).

Au cours de cette déméthylation au sein de la lignée germinale, les marques de méthylation des
genes soumis a empreinte sont elles aussi effacées, ce qui implique la nécessité d’une forme de
«mémoire » de ces marques d’empreinte puisqu’elles subiront a nouveau [I’étape
d’¢établissement lors de la formation des gametes chez I’embryon. Cette mémoire est un point
clé de ’empreinte parentale. Le mécanisme moléculaire a I’origine de cette mémoire n’est pas
encore complétement élucidé : il est probable qu’elle résulte d’une interaction complexe entre
les régulateurs de méthylation de I'ADN, les régulateurs de la chromatine, la transcription et les

ARN longs non codants (Gahurova et al. 2017; SanMiguel, Bartolomei 2018).

L’effet transgénérationnel des génes soumis a empreinte est permis par un cycle de I’empreinte
finement régulé¢ par l’intervention de nombreux facteurs (protéines, enzymes, marques
épigénétiques...). Cependant, une fois que les marques d'empreinte sont correctement apposées
dans la nouvelle lignée germinale, celle-ci devront étre correctement régulées afin de conduire

a I’expression mono-allélique parent-dépendante caractéristique des génes soumis a empreinte.

3.1.3. Mécanismes moléculaires impliqués dans la régulation des génes soumis a empreinte

parentale

Les marques d’empreinte sont de nature biochimique et peuvent étre : des méthylations de
dinucléotides CpG (base de la mise en place de I’empreinte dite canonique), ou des
modifications d’histones de type méthylation, acétylation ou encore phosphorylation (base de

la mise en place de I’empreinte dite non canonique). Nous nous focaliserons dans ce document
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sur les marques de type méthylation, et nous aborderons plus succinctement 1’empreinte non

canonique.

Concernant la régulation des genes portés par de I’ADN eucaryote, les promoteurs des geénes
abritent généralement des régions riches en CpG. Ces ilots CpG sont aussi des cibles
d’apposition de marques épigénétiques comme la méthylation. Ainsi, I’état de méthylation des
5mC module directement la transcription des génes (Chao, D’Amore 2008). Ces CpG sont
réunis en clusters au sein du génome, ou présents seuls pour certains d’entre eux (Bartolomei,

Ferguson-Smith 2011).

I1 existe des cas ou les CpG vont étre méthylés de fagon particulicre : ces régions sont nommeées
« régions différentiellement méthylées » ou DMR en anglais pour « Differentially Methylated
Region ». Dans le cas des génes soumis a empreinte, ces DMR présentent la particularité d’étre
différentiellement méthylées en fonction de I’origine parentale. Deux types de DMR se
distinguent et correspondent a deux étapes de la mise en place de I’empreinte : les DMR
primaires et secondaires. Les DMR primaires acquic¢rent une méthylation allele-spécifique
durant la gamétogenése et portent I’information de I’origine parentale. Les DMR secondaires
acquierent une méthylation spécifique de I’origine parentale apres la fécondation et peuvent
différer entre tissus (Tucci et al. 2019). Enfin, plusieurs génes soumis a empreinte peuvent étre
régulés par une méme DMR agissant a distance et appelée alors « centre de contrdle
d’empreinte » ou ICR en anglais pour « Imprinting Control Region » ; on parle alors de cluster

de geénes soumis a empreinte (Barlow, Bartolomei 2014; Ferguson-Smith, Bourc’his 2018).

Des études semblent suggérer qu’il existerait deux grands types de mécanismes moléculaires
pour contrdler ’empreinte parentale de plusieurs génes d’'un méme cluster : les insulateurs et
les longs ARN non codants (ARNInc). Ces deux mécanismes ont pour point commun d’agir de

facon locale en cis.

3.1.3.1. Mécanisme insulateur

L’exemple le plus connu est I’exemple du cluster de génes soumis a empreinte /gf2/H19. Igf2
est exprimé a partir de I’all¢le paternel. Il existe un ICR, appelé ICR1, entre les genes H19 et
Igf2 qui est méthylé sur I’allele paternel et non méthylé sur 1’allele maternel (Figure 25). Un
enhancer ayant pour role de favoriser 1’expression de ces deux génes est situ¢ en aval. La
méthylation de ICR1 sur I’alléle paternel empéche la fixation du facteur CTCF. Une boucle

chromatinienne peut alors se former aboutissant au rapprochement de I’enhancer et du
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promoteur d’/gf2 permettant ainsi I’expression du gene IGF2 a partir de 1’all¢le paternel. En
revanche, la fixation de CTCF, un insulateur, sur 1’alléle maternel isole le géne Igf2 de ces
enhancers ; mais n’empéche pas I’expression du gene H19 a partir de 1’alléle maternel. En effet,
une boucle chromatinienne va se former et ¢loigner I’enhancer d’/gf2 mais le rapprocher d’H179
(Engel et al. 2008; Dekker, Misteli 2015). En conclusion, chez la souris, /gf2 présente une
expression de 1’allele paternel tandis que H179 est transcrit a partir de 1’alléle maternel (Chao,

D’Amore 2008; Bartolomei, Ferguson-Smith 2011; Barlow, Bartolomei 2014; Ferguson-Smith,

Bourc’his 2018).
Q Q : CTCF : :

Mat | | Ins2 Igf2 . ICE_: H19-NC (€]

L'insulateur blogue l'activation de I'ARNm ; les activateurs activent le LARNnc.

(uof
Q

Pat Ins2 Igf2 : ICE & H19-NC E

L'empreinte paternelle (méthylation) fait taire l'ICE et le IARNnc ; les activateurs activent les ARNm.
Figure 25 : Régulation épigénétique basée sur le modéle insulateur : exemple des génes Igf2 et H19.

ICE = « Imprinting Control Element » (équivalent a ICR) ; E = « enhancer » correspondant a un activateur.
(Bartolomei, Ferguson-Smith 2011).

3.1.3.2. Mécanisme avec action de longs ARN non codants (ARNInc)

Un ARNInc est un transcrit de plus de 200 nucléotides qui ne sera pas traduit en protéine. Pour
illustrer le role des ARNInc, il est possible de prendre I’exemple du cluster de génes soumis a
empreinte /gf2r/Airn qui présente un ARNInc impliqué dans I’empreinte parentale de ce locus :
I’ARN Airn (Figure 26). Au sein de ce cluster, Airn est transcrit a partir de 1’allele paternel et
agit en cis pour réprimer I’expression de Igf2r, SIc22a3 et Slc22a2 (« solute carrier family 2
member 3/member 2 »). L’ICR de ce cluster est un grand ilot CpG localisé dans un intron du
gene Igf2r, il est méthylé sur 1’alléle maternel et non méthylé sur I’alléle paternel. Or la région
promotrice de Airn est située au sein de I’ICR donc il n’est transcrit que lorsque I’'ICR n’est pas

méthylée (donc uniquement a partir de 1’allele paternel).

Dans le placenta, Airn exercerait son action répressive via différents mécanismes selon les
genes cibles (Barlow, Bartolomei 2014; El Khattabi 2015) : (i) diminution du recrutement de
d’ARN polymérase II fonctionnelle (Latos et al. 2012), (i) formation d’une enveloppe autour
de la chromatine de 1’allele réprimé empéchant sa transcription (Nagano et al. 2008) et (iii)

recrutement d’enzymes de modification des histones (conduisant a la méthylation de la lysine
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9 de T'histone 3 (H3K9) qui est une modification caractéristique des promoteurs réprimés)

(Nagano et al. 2008).

Ce modele impliquant des ARNInc s’applique également & d’autres loci soumis a 1I’empreinte
tels que les loci KCNQI antisense (Kcnglotl), GNAS, et ubiquitin protein ligase E3A (Ube3a)
(Koerner et al. 2009).

91 e (@@

— —
Mat | | Sic22a3 Slc22a2 Slc22at Igt2r L\I(,l:; Mas 1

L'empreinte méthyle CH3 maternelle fait taire I'ICE ; ARNm exprimés.

B Mas 1

S » - - : :
Pat Sic22a3 [ Slc22a2 BB Sk22a1 SRR lgfor i ICE
l

Le IARNnc Air fait taire trois génes en cis.

Airm NC

Figure 26 : Régulation épigénétique basée sur le modéle insulateur : exemple du cluster Igf2r.

ICE = « Imprinting Control Element » (équivalent a ICR) ; E = « enhancer » correspondant a un activateur.
(Bartolomei, Ferguson-Smith 2011).

3.1.3.3. Roles des petits ARN non codants

Siles ARNInc peuvent intervenir dans le mécanisme d’action de 1’expression parent-spécifique,
les petits ARN non codants semblent également importants. Les petits ARN non codants sont
classés en 5 familles : les petits ARN nucléolaires (snoARN), les petits ARN nucléaires
(snARN), les ARN interférents (siARN), les microARN (miARN) et les ARN interagissant
avec les protéines PIWI (piARN). Les protéines PIWI sont responsables de la stabilité du taux
de divisions cellulaires dans la lignée germinale. Ces familles différent par leur réle au sein de
la cellule. Les snoARN et snARN sont impliqués dans la maturation des ARN transcrits : les
snARN interviennent dans [’épissage des ARNm tandis que les snoARN permettent la
maturation des ARNr. Les siARN participent a la dégradation des ARNm tandis que les miARN
sont des régulateurs de la traduction. Les piARN sont quant a eux spécialisés dans la protection

des génomes contre les éléments transposables (Jammes, Renard 2010).

Les petits ARN non codants impliqués dans 1’empreinte parentale sont les snoARN (60 a 300
nucléotides), les pitARN et les miARN (22-24 nucléotides). Les régions soumises a empreinte

présentent une densité de petits ARN régulateurs (certaines comprenant 50 de ces petits ARN
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par mégabase) supérieure aux autres régions du génome. Les snoARN sont impliqués dans la
maturation post-transcription des ARN 5, 8S, 16S et 28s (ARNr). Deux groupes de snoARN
existent : les C/D snoARN et les H/ACA snoARN. Les C/D snoARN sont impliqués dans la
méthylation 2'-O et sont les seuls pour lesquels un controle par I’empreinte parentale a été mis
en évidence. Les miARN matures guident la protéine Argonaute (AGO2) du complexe RISC
(RNA-induced silencing complex) pour diriger la répression post-transcriptionnelle des ARNm
cibles (Girardot, Cavaillé, Feil 2012). Certains d’entre eux sont soumis a empreinte, les miARN
soumis a empreinte sont majoritairement contenus dans trois régions génomiques distinctes : le
cluster C2MC spécifique aux rongeurs (exprimé paternellement situé dans I'intron 10 du géne
Scm like with four mbt domains 2 (Sfmbt2)), le cluster C19MC spécifique aux primates
(paternellement exprimé positionné sur le chromosome 9 chez ’Homme) et le cluster C14MC
spécifique aux euthériens (maternellement exprimé situé dans les domaines de DIkI-Dio3 chez
I’Homme). Ces miARN présentent un role dans la placentation. Certains petits ARN de la classe
des piARN sont impliqués dans 1’acquisition de la méthylation a empreinte parentale (locus
Rasgrf17 chez la souris) (Watanabe et al. 2011). Cependant cette implication dans le cycle de
I'empreinte n’est pas généralisable a tous les loci soumis a empreinte ni a toutes les especes

(Girardot, Cavaillé, Feil 2012).

3.1.3.4. L’empreinte non-canonique : un autre type de marque d’empreinte

L’empreinte parentale non canonique est un autre mécanisme de mise en place de I’empreinte
parentale ne reposant pas sur la méthylation de I’ADN mais sur des modifications des histones
(Kobayashi 2021). Ce mode d’empreinte différent de 1'empreinte canonique précédemment
décrite a été mise en évidence chez la souris (Okae et al. 2014). Dans le cas de I’empreinte non
canonique, décrite uniquement dans 1’ovocyte jusqu’a présent, 1’apposition de marques
épigeénétiques au niveau des histones H3K27me3 (triméthylation de 1’histone H3 au niveau de
la lysine 27) sur des séquences rétrovirales servirait d’empreinte pour l’apposition post-

fécondation de DMR secondaires (Inoue et al. 2017).

Il a longtemps été admis que les mécanismes d’empreinte parentale étaient conservés entre
especes. Cependant les connaissances progressant, des spécificités entre especes, entre tissus et

entre stades de développement ont été observées.
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3.1.4. Une expression tissu-dépendante des génes soumis a empreinte

L’empreinte parentale peut dans certains cas étre conservée entre les tissus, mais pour de
nombreux loci elle est spécifique d’un tissu. En effet, certains génes peuvent étre soumis a
empreinte uniquement dans un tissu, ou bien soumis a empreinte dans divers tissus mais avec
une empreinte (maternelle ou paternelle) différente selon le tissu (Prickett, Oakey 2012). Deux
organes sont le lieu d’expression de nombreux génes soumis a empreinte parentale : le placenta
et le cerveau. Dans certains cas, I’expression parentale dépendante peut étre spécifique de 1’'un

de ses deux organes. Le cas du placenta est développé ici.

3.1.4.1. Le placenta, un organe clef pour les mécanismes d’empreinte parentale

Les mécanismes d’empreinte parentale et le placenta semblent liés par leur moment
d’apparition au cours de 1’évolution. En effet, I’empreinte parentale a été mise en évidence chez
les organismes euthériens et chez les marsupiaux uniquement, ¢’est-a-dire chez les organismes

utilisant la placentation comme mode de gestation (Figure 27) (Hore, Rapkins, Graves 2007).

105 MA
Placentation Humains Evolution d’une empreinte spécifique des Euthériens
complexe * - Ex : Syndromes Prader-Wili, Angelman...
180 MA Euthériens Inactivation aléatoire du chromosome X
Viviparité et :
plac,:ntarion * Souris _~ Hypothése : émergence de 'empreinte parentale
210 MA Ex : IGF2, IGF2R, PEG1/MEST et PEG10 sousmis G
. . emrpeinte parentale
Lactation R
* Marsuplaux i Inactivation du chromosome X paternel
Aucune preuve d’empreinte parentale
Monotremes .Q Ex : IGF2, IGF2R, et UBE3A a expression biaéllélique

350 MA

—— Oiseaux .Y
L Reptiles -g

Capables de parthénogénése
Ex : IGF2, IGF2R, et UBE3A a expression biaéllélique

Non mammiféres

Aucune preuve d’empreinte parentale
Ex : IGF2, IGF2R, et UBE3A a expression biaéllélique
chez le poulet et le poisson

450 MA

Amphibiens .&
Poissons v

Figure 27 : Comparaison des stratégies de reproduction et de ’existence de I’empreinte génomique chez
différents groupes de vertébreés.

Traduit et adapté de (Hore, Rapkins, Graves 2007).

L’empreinte est par ailleurs étudiée chez d’autres vertébrés comme les oiseaux, mais aucune
preuve de I’existence d’un mécanisme d’empreinte parentale n’a jusqu’a présent €té mis en
évidence, cependant cette hypothése de 1’existence d’une empreinte parentale chez d’autres

especes vertébrées non placentaires ne peut étre exclue (Frésard et al. 2014). Les génes soumis
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a empreinte semblent donc présenter un lien tout particulier avec la placentation chez les
vertébrés. Par ailleurs, I’empreinte parentale existe également chez les plantes angiospermes et

certains insectes (Montgomery, Berger 2021).

Plusieurs types de placentation se distinguent : hémo-choriale, épithélio-choriale (avec la
placentation synépithéliochoriale qui est un sous-type avec présence de syncytia qui sont des
masses cellulaires multinucléées se développant parmi les cellules épithéliales utérines), et
endo-choriale (Figure 28). Une différence entre notre espece d’étude (le porc) et les especes
modeles (’'Homme et la souris) est a noter : I’Homme et la souris présentent une placentation
hémo-choriale tandis que 1’espeéce porcine présente une placentation épithélio-choriale qui
représente une barriere foeto-maternelle plus importante et limite les échanges (Chavatte-
Palmer, Tarrade 2016). Le placenta est un organe barriére présentant trois rdles : (i) assurer les
échanges de nutriments, gaz sanguins et déchets entre le foetus et la meére, (i) assurer la
protection du feetus vis-a-vis du systéme immunitaire maternel et (iii) assurer diverses

productions endocrines (Chemineau 2014).
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Figure 28 : Comparaison histologique simplifiée des différentes placentations en fonction des espéces.

Inspiré de (Chemineau 2014).

De nombreux génes soumis a empreinte sont spécifiques du placenta chez I’Homme et la souris,
certains sont soumis a empreinte dans le placenta pour les deux espéces tandis que d’autres sont
soumis a empreinte pour une espece et a expression bi-allélique pour 1’autre (Monk 2015). Par
exemple, le géne Sfmbit2 est exprimé a partir de la copie paternelle dans le placenta murin tandis

que I’expression est bi-allélique dans placenta humain (Miri et al. 2013).
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3.1.4.2. Exemple du géne growth factor receptor bound protein 10 (Grb10)

L’expression tissu-dépendante peut s’illustrer par I’exemple du géne growth factor receptor
bound protein 10 (Grb10). En effet, chez la souris, ce géne présente une expression paternelle
dans le cerveau tandis que 1’expression est maternelle dans le placenta et de nombreux tissus
embryonnaires. Chez ’Homme, 1’expression du géne (GRBI10) se fait également a partir de
I’allele paternel dans le cerveau, tandis que 1’expression all¢le-spécifique maternelle est
conservée uniquement dans une zone spécifique du placenta: le trophoblaste villeux
placentaire, puisque dans les autres tissus placentaires testés présentaient une expression bi-

allélique (Monk et al. 2009).

Chez le porc, GRBI0 présente une expression bi-allélique dans les tissus foetaux (cerveau,
poumons, muscle) (Congras et al. 2014). De la méme facon, /GF2 présente une expression
tissu-dépendante et temps-dépendante (variable en fonction du stade de développement)
permise par I’existence de plusieurs promoteurs chez I’Homme et chez la souris (Stringer et al.
2012). Cette expression tissu-spécifique d’/GF?2 permet de comprendre la pléiotropie de ce

gene. En effet, /GF2 est un facteur de croissance agissant sur des tissus tres variés (Figure 29).
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Figure 29 : Schéma résumant les réles physiologiques de la protéine IGF2 décrits chez I'Homme et modéles de
souris.

Inspiré de (Sélénou et al. 2022).
L’expression tissu-spécifique de certains génes soumis a empreinte parentale, notamment dans
le placenta ou encore dans le cerveau, peut étre mise en lien avec les roles joués par ces derniers

dans le développement et la croissance.
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3.2. Une information transgénérationnelle jouant un role dans les fonctions
de développement et croissance

3.2.1. Roéle des génes soumis a empreinte parentale

3.2.1.1. Roles dans le développement embryonnaire

Certains genes soumis a empreinte qui s’expriment dans le placenta participent au contrdle du
développement placentaire, il s’agit par exemple du gene Peg/(0 dont I’expression n’est pas
spécifique du placenta, mais qui est soumis & empreinte avec expression paternelle et qui
impacte le développement du trophoblaste chez I’Homme (Ono et al. 2006; Chen et al. 2015).
Une autre étude s’intéressant a 1’espece porcine a mis en évidence que cette empreinte avec

expression de 1’all¢le paternel était conservée chez le porc (Ahn, Hwang, et al. 2020a).

Outre le role des geénes soumis a empreinte dans le développement du placenta, certains
influencent 'allocation des ressources maternelles lors de la gestation (Cassidy, Charalambous
2018). Quelques exemples seront décrits ci-dessous : I’exemple des génes Grbl0 et Igf2 qui
interviennent sur la surface d’échange du placenta et I’exemple du géne aquaporine (Agp) qui

influence la densité vasculaire placentaire.

Chez la souris, le labyrinthe constitue une portion du placenta dans laquelle les échanges foeto-
maternels sont intenses. Or, dans cette espece, certains génes soumis a empreinte exprimés dans
le placenta sont capables de moduler la taille du labyrinthe qui constitue une surface
d’échanges, notamment /gf2 (Sibley et al. 2004) et Grb10 (Charalambous et al. 2010). Grb10
code pour une protéine adaptatrice de signalisation, qui est exprimée principalement a partir de
l'allele maternel et qui agit pour limiter la croissance feetale et placentaire. En effet, la délétion
de l'allele maternel chez la souris entraine une augmentation du volume du labyrinthe du
placenta, ce qui n’est pas le cas lorsque ’allele paternel seul est délété. Ainsi, Grb10 est le
premier exemple d'un geéne qui agit pour limiter la taille et I'efficacit¢ du placenta
(Charalambous et al. 2010). Concernant /gf2, le transfert placentaire in vivo de trois solutés
(14C-mannitol, 5SICrEDTA et 14C-inuline) a été comparé entre des souris chez lesquelles 1'/gf2
spécifique du placenta avait été supprimée (PO0), et des souris témoins. Les résultats mettent en
évidence une capacité de diffusion théorique moyenne diminuée de 40% chez les individus
knock-out PO par rapport aux témoins sauvages et une augmentation de l’épaisseur du
labyrinthe placentaire et une diminution de sa surface chez les souris PO par rapport aux
individus témoins. Ces données montrent que 1'7gf2 placentaire participe a la régulation des

échanges placentaires chez la souris (Sibley et al. 2004).
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L’allocation des ressources peut €¢galement étre modulée via la densité vasculaire au sein du
placenta. Or, certains génes soumis a empreinte participent a ce contrdle de densité vasculaire,
comme le géne codant pour 1’aquaporine 1 (Agpl), qui est maternellement exprimé dans le
placenta. Ce géne pourrait jouer un rdle inhibiteur spécifique dans le développement vasculaire
placentaire de la souris (Guo et al. 2016). Les génes soumis a empreinte peuvent également
avoir un impact sur les fonctions endocrines du placenta (John 2017). Par exemple, des souris
pour lesquelles ICR1 du locus Igf2-HI19 avait été délété spécifiquement dans la jonction
endocrine du placenta présentaient une augmentation de 1’expression d’/gf2 et une diminution
d’expression de H19 spécifiquement dans la cette jonction endocrine, ainsi qu’une prolifération
des cellules endocriniennes suggérant le contrdle de la capacité endocrinienne placentaire par

le centre d’empreinte (Aykroyd, Tunster, Sferruzzi-Perri 2022).

Si les génes soumis a empreinte présentent un lien fort avec le placenta, ils présentent é¢galement
un lien fort avec deux structures anatomiques ayant co-évolu¢ avec le placenta : ’hypophyse et
I’hypothalamus. En effet, de nombreux génes soumis a empreinte présentent une expression
parent-dépendante a la fois dans le placenta et dans I’hypophyse et I’hypothalamus. Ce lien
entre I’hypothalamus, 1’hypophyse et le placenta concernant I’empreinte parentale de certains
genes peut étre mis en parallele avec le lien physiologique entre ces structures endocrines
impliquées dans la fonction de reproduction. De fagon plus générale, de nombreux genes
soumis a empreinte sont impliqués dans le développement et la physiologie du systéme nerveux

central dans son ensemble (Keverne 2013).

3.2.1.2. Role sur le développement et la physiologie du systéme nerveux central

Plusieurs génes soumis a empreinte sont impliqués dans le neurodéveloppement et agissent sur
le développement du systeme nerveux du feetus lors de la gestation, mais également sur le
développement post-natal ainsi qu’a I’age adulte (Wilkinson, Davies, Isles 2007; Perez,
Rubinstein, Dulac 2016). Au sein du systéme nerveux, I’expression d’origine parentale de
certains génes est spécifique d’une ou quelques région(s) anatomique(s). Par exemple, chez la
souris I’expression maternelle du gene Ube3a se limite a des neurones du bulbe olfactif, de
I’hippocampe et du cervelet, tandis que dans tous les autres tissus I’expression d’Ube3a est bi-
allélique. La perte d’expression de ’allele maternel de ce géne conduit notamment a une des
maladies d’empreinte : le syndrome Angelman (Wilkinson, Davies, Isles 2007). En effet, le lien
entre systéme nerveux et empreinte parentale peut également étre illustré par le phénotype des

maladies d’empreinte qui traduisent des anomalies du neurodéveloppement (cf 3.2.4).
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L’empreinte intervient dans la régulation neuronale de comportements tels que 1’alimentation
et le sommeil, et influence les fonctions de I’hypophyse (Higgs et al. 2022), comme I’illustre
I’exemple du geéne « zinc finger DBF-type containing 2 » (Zbdf2) paternellement exprimé dans

le cerveau et impliqué dans les voies de stimulation de I’appétit (Glaser et al. 2022).

3.2.1.3. Role sur le développement de la glande mammaire

Certains genes soumis a empreinte jouent un rdle dans le développement de la glande
mammaire, ce qui est en continuité avec le réle des genes soumis a empreinte dans 1’allocation

des ressources maternelles.

Les geénes HI19 et Igf2 sont exprimés dans la glande mammaire et sont impliqués dans la
maturation de cette glande. Chez I’Homme et la souris, H/9 est exprimé a partir de ’all¢le
maternel tandis que /gf2 est exprimé a partir de 1’allele paternel. H79 est transcrit dans la glande
mammaire durant la puberté et la gestation et pourrait étre impliqué dans la morphogénése et/ou
la migration des cellules épithéliales (Adriaenssens et al. 2002). Igf2 est un médiateur de la
formation des cellules alvéolaires induite par la prolactine (Brisken et al. 2002). Plus récemment
le role dans la glande mammaire du géne mesoderm specific transcript (Pegl/Mest) a lui aussi
¢été ¢étudié. Ce gene présente une expression paternelle dans le tissu mammaire. L expression de
ce geéne décroit durant la lactation. L’application d’un stimulus induisant la différenciation
lactogeéne des cellules témoins, n’a pas induit cette différenciation chez les cellules épithéliales
mammaires de souris présentant une surexpression de Pegl/Mest. Ce résultat suggere que le
gene Pegl/Mest est capable de supprimer la différenciation des cellules épithéliales mammaires

(Yonekura et al. 2019).

Durant la conférence « Genomic Imprinting from Biology to Disease » organisée a Hinxton

(Angleterre) en 2023, 1’équipe d’ Anne Ferguson-Smith a abord¢ le réle de I’empreinte dans les
caractéristiques nutritives du lait. Il a ét¢ montré (i) qu’au moins 7 produits protéiques des genes
soumis a empreinte étaient présents dans les échantillons de lait humain et (ii) que la protéine
ZFP57 était impliquée dans la morphogenese de la glande mammaire et la mise en place de la
lactation chez la souris (données et résultats non publiés). Ainsi, des recherches vont pouvoir
étre menées concernant ces protéines du lait issues d’une expression a empreinte parentale, dans
I’espoir de mieux appréhender la signification physiologique de I'empreinte, le réle de
I’empreinte parentale dans la santé et, de mieux comprendre la relation entre la mere et sa

progéniture ainsi que 1'évolution de l'empreinte génomique.
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3.2.2. Connaissances comparées entre I’Homme, la souris et le porc

Les especes chez lesquelles les connaissances concernant I’empreinte parentale sont les plus
riches sont la souris et ’Homme. En effet, en raison de ’utilisation fréquente des mod¢les
murins en recherche, les données de séquencage sont riches dans cette espece. Concernant
I’espéce humaine, les recherches concernant I’empreinte parentale sont motivées par I’impact

de ce mode particulier d’expression sur la santé¢ humaine.

D’apres la banque de données Geneimprint (Geneimprint 2023) (Figure 30), 129 génes sont
connus pour étre soumis a empreinte dans au moins un tissu chez I’Homme. L’all¢le exprimé
est mentionné pour 122 de ces 129 genes. Parmi ces 122 genes, 4 présentent une empreinte
dépendante de I’isoforme, 39 sont a expression mono-allélique maternelle et 79 sont a
expression mono-allélique paternelle. La souris, espece modele pour la recherche, est quant a
elle ’espece chez laquelle le plus grand nombre de génes soumis a empreinte a ét€¢ mis en
évidence, puisque 150 genes sont décrits d’apres la banque Geneimprint. Parmi ces 150 genes,
les données d’expression sont mentionnées pour 143 geénes : 5 sont rapportés comme isoforme-

dépendants, 76 sont a exprimés a partir de la copie maternelle et 62 sont exprimés a partir de la

copie paternelle.

Cependant, une réelle dichotomie doit €tre faite concernant les connaissances chez ces deux
especes modeles et les connaissances chez les especes d’¢élevage. En effet, chez le porc par

exemple, sur cette méme base de données, seuls 43 génes sont rapportés comme soumis a

o

empreinte (2 indiqués comme tissu-dépendants, 1 indiqué comme isoforme-dépendant, 15
exprimés maternellement et 25 exprimés paternellement). Or, comme mentionné
précédemment, il semble que I'empreinte parentale soit un phénomene plutdt conservé chez les
mammiferes (avec des nuances de type d’empreinte, ou encore de tissus). Il est donc cohérent
de supposer que de nombreux geénes soumis a empreinte restent encore a découvrir chez le porc.
De plus, ces génes sont fortement impliqués dans le développement pré- et post-natal, c’est
pourquoi ces genes pourraient représenter un intérét pour la filiere porcine puisque les porcelets
représentent l'entiereté des produits de la filiere. Par ailleurs, le deuxiéme intérét que pourrait
représenter 1’approfondissement des recherches portant sur les génes soumis a empreinte chez
le porc est I'utilisation du porc comme un modele animal pour des maladies ou syndromes
humains. Enfin, les génomes de référence ayant été établis chez la majorité des espéces
d’¢levage, il est aujourd’hui possible de développer les recherches concernant 1’empreinte
parentale chez ces especes en caractérisant ’empreinte de génes connus comme soumis a

empreinte chez ’Homme et/ou la souris.
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Figure 30 : Répartition des génes soumis a empreinte connus chez I'Homme (a), la souris (b) et le porc (c).

Données (Geneimprint 2023).

Ce mécanisme d’expression génique particuliecre qu’est 1’empreinte parentale n’est
malheureusement pas infaillible ; en effet, des anomalies dans 1’apposition des marques
d’empreinte peuvent conduire a des modifications phénotypiques se caractérisant par des

présentations cliniques variées.

3.2.3. Lien entre empreinte parentale et santé chez ’Homme

L’empreinte conduit a une expression particuliére des genes, puisqu’une seule copie est
exprimée. Un désordre de ces marques d’empreinte peut donc modifier I’expression génique et
donc avoir des conséquences phénotypiques. Plusieurs maladies liées a une anomalie de
I’empreinte parentale sont aujourd’hui connues. Comme évoqué précédemment, les genes
soumis a empreinte sont trés impliqués dans le développement embryonnaire, la croissance pré-
et post-natale et la maturation du systéme nerveux. Les maladies affectant ces geénes particuliers
se traduisent généralement par des anomalies du développement (du placenta et/ou du feetus)
entralnant une altération de la croissance et de I’acquisition des nutriments lors de la gestation

et/ou des troubles du comportement. Quelques exemples sont détaillés ci-dessous.
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3.2.3.1. Syndrome d’Angelman (SA)

Le syndrome d’Angelman (SA) est une maladie neuro-génétique dont la prévalence varie entre
1 enfant sur 12 000 et 1 enfant sur 20 000 (Association francaise du syndrome d’Angelman
2021). Ce syndrome se caractérise par des dysfonctions motrices (ataxie, tremblements,
saccades), une déficience intellectuelle sévere, des troubles de la parole, des convulsions, une
hyperactivité et trouble du spectre autistique (TSA) (Margolis et al. 2015). Quatre mécanismes
moléculaires peuvent étre a ’origine du syndrome d’Angelman : une disomie uniparentale
paternelle (3—5 %), une mégadélétion maternelle de novo de la région chromosomique 15q11-
ql3 (70-80 %), des mutations intragéniques dans le géne UBE3A (10-20 %), et des défauts
d'empreinte parentale qui affectent 1'expression maternelle d'UBE3A4 (3 a 5 %) (Maranga et al.
2020). Ce syndrome est lié a la perte de fonction du géne UBE3A hérité de la mére sur la région
chromosomique 15q11-q13 (Figure 31). Or cette région chromosomique est soumise a
empreinte parentale, avec expression de 1’allele maternel dans les neurones. Un ARN antisens
(Snhgl4) transcrit a partir de 1’alléle paternel va interagir au niveau du centre de controle
d’empreinte de ce cluster non méthylé, et fait taire I’expression de la copie paternelle du géne
UBE34 (Maranga et al. 2020). Chez les patients dont la cause du SA est un défaut
d’¢établissement de I'empreinte, le promoteur maternel n’est pas méthylé correctement ce qui
provoque I’expression du transcrit antisens de UBE34 sur 1’alléle maternel. L’expression du
transcrit antisens induit une inhibition de I’expression du géne UBE3A4 maternel et donc de la
protéine UBE3A. Comme la copie paternelle est éteinte, le gene n’est plus exprimé et la protéine

UBE3A est absente (Association francaise du syndrome d’Angelman 2021).
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Figure 31 : Schéma de la région 15q11-2-q13 impliquée dans les syndromes d’Angelman et Prader-Willi.

La région du syndrome de Prader-Willi (PWS) (représentée en bleu) posséde cing genes a expression paternelle
(région PWs) qui codent pour des polypeptides (MKRN3, MAGEL2, NECDIN et SNURF-SNRPN) et une famille
de six genes exprimés paternellement qui codent pour des snoARN. Seuls UBE3A4 et ATP10A (représentés en
orange), liés au syndrome d’Angelman (SA), ont une expression maternelle préférentielle, limitée a certaines
régions spécifiques de tissus (en particulier le cerveau). Le centre de contrile d’empreinte (IC) se trouve a
proximité du gene bi-cistronique SNURF-SNRPN et dans la région a empreinte de 2,5 Mb. Le groupe de genes
du récepteur GaBa (GABRB3, GABRAS et GABRG3), OCA2 (albinisme de type ii) et HERC?2 ne sont pas soumis
a empreinte et ont une expression biparentale (en vert). (Cassidy et al. 2012).
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Cette région chromosomique, lorsque I’empreinte parentale y est modifiée, peut étre a 1’origine

d’un autre syndrome associ¢ a des troubles du développement : le syndrome de Prader-Willi.

3.2.3.2. Syndrome Prader-Willi (PWS)

Ce syndrome possede des points communs avec le syndrome d’Angelman puisqu’il s’agit
¢galement d’un syndrome d’anomalie du neurodéveloppement et résulte d'erreurs d’expression
génique impliquant également les génes de la région chromosomique 15q11-q13. Dans ce cas,
il ne s’agit pas d’un défaut d’expression maternelle mais d’un défaut d’expression paternelle
des geénes de ce cluster. Il s’agit de la cause génétique (ou épigénétique) la plus connue de
l'obésité potentiellement mortelle chez 'Homme, et la prévalence est d’environ 1 individu sur

15 000 (Butler, Miller, Forster 2019).

Les signes cliniques caractéristiques de ce syndrome sont des anomalies cranio-faciales
(hypoplasie de I’émail, sécheresse buccale), une déficience intellectuelle, un déficit en hormone
de croissance, un hypogonadisme et/ou hypogénitalisme, des anomalies du comportement, une
hyperphagie menant a 'obésité dans la petite enfance. En fonction du mécanisme moléculaire
a lorigine du syndrome, des troubles autistiques peuvent survenir (par exemple chez les
individus atteints de ce syndrome en raison d’une disomie maternelle 15) (Butler, Miller,
Forster 2019; Schwartz et al. 2021). En effet, comme pour le syndrome d’ Angelman, plusieurs
mécanismes moléculaires peuvent étre a I’origine du syndrome PWS : une délétion paternelle

ou une disomie maternelle du chromosome 15 (Butler, Miller, Forster 2019).

Au centre de la région impliquée dans le phénotype PWS, se trouve le gene SNURF-SNRPN. 11
s’agit d’un geéne bi-cistronique codant pour deux protéines différentes : la protéine SmN, qui est
une protéine spliceosomale impliquée dans I'épissage de ' ARNm et un polypeptide de fonction
inconnue. A l'extrémité 5’ du SNURF-SNRPN se trouve un ilot CpG englobant le promoteur,
I'exon 1, et I’intron 1 de ce géne. Il s'agit d'une DMR qui est non méthylée sur l'allele exprimé
paternellement hérité et méthylée sur 'alléle réprimé hérité de la mere. Le gene SNURF-SNRPN
sert également d'hote pour les six snoARN qui sont régulés par I'expression de SNURF-SNRPN
(Cassidy et al. 2012).

Le phénotype PWS est principalement 1i¢ au défaut d’expression du locus SNORD1 16 exprimé
paternellement, cependant les autres génes de la région PWS (Figure 31) (génes necdin (NDN),
MAGE family member L2 (MALGEL2) notamment) peuvent aussi contribuer a ce phénotype
(Mendiola, LaSalle 2021). Le locus SNORDI116 code pour un long ARN non codant qui
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commence au niveau de la région de contrdle d’empreinte de la région PWS (IC), suivi de deux
snoARN (SNORD116 et SNORD115). Chez 'Homme, seul SNORD115 (mais pas SNORD116)
est exclusivement exprimé dans les neurones, tandis que Snord116, Snordl15 sont tous deux
des transcrits spécifiques aux neurones chez la souris. SNORD115 et SNORD1 16 englobent des
séquences codant pour des C/D snoARN. SNORDI116 et SNORDI15 sont classés comme
« snoARN orphelins » parce que leurs cibles et leurs fonctions sont inconnus (Bratkovi¢, Bozic,
Rogelj 2020; Mendiola, LaSalle 2021). Les mécanismes précis de I’implication de SNORD116
dans le neurodéveloppement ne sont pas totalement €lucidés, cependant il est probable que ces
zones d’ombres puissent étre ¢étudiées grace au progres technologique de séquengage

(Mendiola, LaSalle 2021).

L’empreinte parentale est un mécanisme d’expression génique particulier qui concerne
uniquement certains genes particuliers (plus d’une centaine connue chez ’Homme et la souris).
Elle est a I’origine d’une information transgénérationnelle jouant un role dans les fonctions de
développement et de croissance. Ce mode d’expression particulier semble avoir un lien tout
particulier avec le placenta puisqu’il n’a été découvert que chez les organismes euthériens et
marsupiaux parmi les vertébrés. Ce lien avec la placentation, et le réle des génes soumis a
empreinte parentale dans les fonctions de reproduction, sont a I’origine de nombreuses théories

sur le succes évolutif de ce mode d’expression génique atypique qu’est I’empreinte parentale.

3.3. Les théories sur le succés évolutif de I’empreinte parentale

Une dizaine de théories ont tent¢ de formaliser les avantages associés a 1'évolution de
I'empreinte génomique chez les mammiferes, les plantes a fleurs et certains insectes. Aucune
ne permet d’expliciter 'intérét de I’ensemble des génes soumis a empreinte puisque, comme
abordé¢ précédemment, ces derniers interviennent dans un grand nombre de fonctions
physiologiques. Dans leur revue, Patten et ses collégues mettent en avant trois théories
principales que sont : la théorie du conflit parental, la théorie de I'antagonisme sexuel, et la
théorie de la coadaptation maternelle. Ces trois théories ont pour point commun une asymétrie
entre les alleles hérités du pére et de la meére a un locus conduisant a une sélection favorisant
I’expression différentielle des alleles (Patten et al. 2014). Deux autres théories historiques
seront exposées dans les paragraphes suivants. Cependant pour une vision plus exhaustive de
I’ensemble des théories concernant 1’évolution de 1I’empreinte parentale (hors théorie du conflit

parental), il est possible de se référer a la revue : (Spencer, Clark 2014).
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3.3.1. Théorie de la prévention de la parthénogénése

Comme évoqué précédemment, I’empreinte parentale a été découverte en essayant de répondre
a la question suivante : les mammiferes sont-ils capables de se reproduire par parthénogéneése ?
Les expériences de Mc Grath et Solter en 1984 ont permis de constater I’impossibilit¢ de
parthénogenese chez les mammiferes (McGrath, Solter 1984), mais ont également conduit a la
découverte des geénes soumis a empreinte en 1991. Plusieurs expériences similaires de
parthénogénése ont échoué jusqu’en 2007 ou des embryons bi-maternels ont été produits a
partir d’ovocytes présentant une double délétion dans les DMR de HI19 et DIkI-Dio3. Ces
résultats prouvent que les génes soumis a empreinte régulés par ces deux DMR paternellement
méthylées sont la seule barriére paternelle empéchant le développement normal des feetus de

souris bi-maternelles (Kawahara et al. 2007).

Ainsi, I’empreinte pourrait avoir pour role de prévenir les phénomenes reproductifs de
parthénogenése qui peuvent étre considérés comme une impasse évolutive au sein d’une
population. En effet, la parthénogenése ne permet pas de profiter des phénomenes de
recombinaison apparaissant lors de la reproduction sexuée, qui participent a maintenir de la
diversité génétique (Spencer, Clark 2014). Cependant, le maintien de réseaux de plus de 100
genes soumis a empreinte paternelle ou maternelle, comme c’est le cas chez les mammiferes,
en ferait un systéme trop coliteux évolutivement pour éviter le phénomene de parthénogenése.
De plus, les conséquences fonctionnelles de I’empreinte ne se limitent pas au placenta et a la
croissance fcetale (Baran et al. 2015), comme en témoigne I’exemple du réle de I’empreinte

parentale sur les fonctions de la glande mammaire.

3.3.2. Théorie de 1a « bombe a retardement ovarienne »

Cette proposition repose sur I’hypothése selon laquelle ’empreinte serait avantageuse afin
d’empécher toute expansion trophoblastique maligne résultant d’une parthénogénése
ovocytaire. L ovocyte est ainsi vu comme une « bombe a retardement » qui serait désamorcée
via D’empreinte parentale, permettant d’éviter les conséquences tumorigénes de la
parthénogénése chez certaines espéces vivipares (Varmuza, Mann 1994). Si les premiers
exemples de loci soumis a empreinte peuvent s’accorder avec cette vision (exemple d’/gf2),
cette hypothése n'explique pas l'empreinte de geénes non impliqués dans le développement du
trophoblaste, ni pourquoi I'empreinte persiste longtemps apres la fécondation, chez le foetus et

I’adulte. Par ailleurs, une expansion trophoblastique n’aurait pas la méme importance chez
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toutes les especes puisqu’elle va dépendre de I’histologie du placenta. Ainsi, les espéces a
placenta peu invasif sont peu confrontées a cette problématique, or ces especes présentent tout
de méme des génes soumis a empreinte parentale. L’hypothese de la « bombe a retardement
ovarienne » ne semble donc pas avoir un pouvoir explicatif généralisable a ’ensemble des

phénomenes d’empreinte (Spencer, Clark 2014).

3.3.3. Théorie de I'antagonisme sexuel

Day, Bonduriansky et leurs collégues soutiennent que 1'empreinte peut résulter d'une sélection
sexuellement antagoniste, par laquelle différents all¢les d'un méme locus sont plutdt favorisés
chez les males ou chez les femelles (Day, Bonduriansky 2004). Dans cette théorie, les
patrigénes (all¢les transmis par le pére) seront enrichis pour les alleles males bénéfiques et les
matrigénes (alleles transmis par la mere) seront enrichis pour les alleles femelles bénéfiques
(Patten et al. 2014; Spencer, Clark 2014). Cependant cette hypothése nécessite 1’existence d une
empreinte sexe-spécifique : c’est-a-dire une empreinte dans laquelle I'expression ou la non-
expression d'un géne dépend non seulement du sexe du parent qui transmet le géne, mais aussi
du sexe de la progéniture réceptrice. Certains loci semblent en effet étre soumis a empreinte
avec une expression sexuellement dimorphique, notamment dans le cerveau (Hager et al. 2008;
Gregg et al. 2010). Cependant, la majorité des génes soumis a empreinte étudi€s et évoqueés
précédemment ne présentent pas une expression dépendante du sexe de I’individu : que le
descendant soit un male ou une femelle, si un géne est soumis a empreinte la copie exprimée
de ce géne sera la méme pour tous les descendants (paternelle pour tous ou maternelle pour
tous). Par ailleurs, si cette théorie a un pouvoir explicatif potentiellement étendu, elle suggere
que I’empreinte parentale ne serait pas présente chez I’ensemble des organismes gonochoriques.
Or, I’empreinte parentale n’a jusqu’a présent été¢ découverte que chez les mammiféres thériens,

les angiospermes et certains insectes.

3.3.4. Théorie du conflit parental (ou « la bataille des sexes »)

Selon la théorie du conflit parental, I’apposition différentielle de I’empreinte serait liée a des
intéréts différents entre le pere et la mére : I’intérét de la mére (qui est la principale source
nourriciere de la progéniture) serait d’économiser des ressources au cours de la gestation pour

conserver une part des ressources pour les portées suivantes, tandis que 1’intérét du pére serait
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de maximiser les ressources accessibles pour les feetus afin de favoriser leur croissance. Ainsi,
I’empreinte parentale fonctionnerait de sorte que les geénes exprimés maternellement et
paternellement aient tendance a réduire et a augmenter la demande des ressources maternelles,
respectivement (Moore et al. 1991; Haig 2014). En effet, comme évoqué précédemment de
nombreux genes soumis a empreinte sont impliqués dans 1’allocation des ressources
maternelles, et dans le développement feetal. Cette théorie postule que les génes impliqués dans
l'acquisition des ressources (comme le facteur de croissance [Igf2) seraient exprimés
paternellement, alors que les génes impliqués dans la conservation des ressources (tels que le

gene codant pour la protéine GRB10 qui agit pour limiter la croissance placentaire et fcetale)

seraient exprimés maternellement (Sibley et al. 2004; Charalambous et al. 2010).

Patten et ses collegues font le lien entre la théorie du conflit parental et celle de la valeur
s¢lective inclusive. La théorie de la valeur sélective inclusive fait référence a la capacité d’un
individu a transmettre ses genes, par ’intermédiaire de sa progéniture et de celle de parents
proches ayant des génes communs (Haig 1997). En d’autres termes, si un animal aide un
individu apparenté a améliorer son succes reproducteur, cela augmente sa valeur sélective
inclusive (Patten et al. 2014). Or, la femelle « aurait intérét » a favoriser le nombre de portées
qu’elle pourra mener a bien afin de favoriser sa valeur sélective inclusive, tandis que pour le
male le cotit investi dans le développement d’une portée ne risquera pas de dégrader sa valeur

sélective, il aurait donc plutot pour intérét a assurer le bon développement de la portée en cours.

3.3.5. Théorie de la coadaptation feeto-maternelle

La théorie de la coadaptation feeto-maternelle repose sur un organe au sein duquel I’empreinte
parentale joue un réle majeur : le placenta. En effet, tout comme la théorie du conflit parental,
la théorie de la coadaptation feeto-maternelle met la fonction de reproduction au ceeur du role
des geénes soumis a empreinte. Cependant, dans ce cas, I’hypothese faite n’est pas celle d’un
conflit mais plutot d’une relation positive pour les deux individus. Cette théorie a été proposée
par Wolf et Hager en 2006 suite a la constatation du fait que les interactions entre la mére et le
feetus sont souvent sélectionnées de sorte a favoriser le développement de la progéniture (Wolf,
Hager 2006). Certains all¢les peuvent étre incompatibles, ainsi, les génes soumis a empreinte
auraient pour rdle de faire taire I’un des deux alléles afin d’éviter de possibles interactions
néfastes, dans le but de favoriser le développement de la progéniture (Wilkins 2014). Par

exemple, le géne paternally expressed gene 3 (Peg3) améliore les capacités de reproduction par
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un double role. Son expression chez 1’adulte contrdle la production de lait chez la mere, tandis
qu’il influence la croissance placentaire et post-natale et le réflexe de succion chez le petit. Une
étude examine comment une mutation ciblée (de 1’allele paternel ou maternel) de ce géne régule
de multiples aspects du développement feetal et postnatal, y compris la taille placentaire, la
croissance fcetale, I'allaitement et croissance postnatale, I’age de sevrage et début de la puberté.
Les meres pour lesquelles 1’alléle paternel a été délété présentent un succes de reproduction
moindre avec des soins maternels réduits, une réduction de l'apport alimentaire maternel
pendant la gestation et une altération de I'éjection du lait, qui a son tour réduit la croissance du
nourrisson et retarde le sevrage et le début de la puberté. Lorsque la mutation était chez le foetus,
les meéres de type sauvage mangeaient moins et n'augmentaient pas leur prise alimentaire durant
la derniére semaine de gestation, suggérant une altération des signaux endocriniens placentaires
qui sont en partie responsables de la régulation de l'alimentation maternelle. Ceci est un
exemple de synchronisation de traits co-adaptatifs chez la mere et la progéniture par le méme

gene a empreinte exprimé paternellement (Curley et al. 2004).

A ce jour aucune théorie ne permet d’expliquer en totalité¢ le succes évolutif de I’empreinte
parentale. L exploration d’une telle question nécessite en particulier des approches génomiques
comparatives des loci ciblés par ’empreinte et de leurs mécanismes de controle, ce qui est
notamment rendu possible grace au développement de technologies de séquengage toujours

plus sophistiquées, rapides et moins coliteuses.

80



PARTIE 2 : Etude expérimentale des signatures moléculaires de
I’empreinte parentale sur la région H19-IGF2/KCNQI-CDKNIC

I. CONTEXTE

1.1. Intérét du croisement réciproque pour I’étude de I’empreinte

L’empreinte parentale est un exemple de régulation épigénétique qui aboutit a une expression
parent-dépendante d’un allele. Cette expression mono-allélique dépendante de I’origine
parentale résulte de 1’apposition de marque épigénétiques (méthylation des dinucléotides CpG
et marques d’histones) de fagon parent-spécifique. Ainsi, pour caractériser I’expression et/ou la
méthylation dépendante de 1’origine parentale, il est nécessaire de distinguer I’origine parentale
des deux all¢les. Pour cela, on exploite le polymorphisme de I’ADN pour identifier des variants

dits informatifs dans des croisements réciproques.

Données séquengage Données séquengage Données séquengage Données séquencage
génomique génomique génomique génomique

Male LW Femelle MS Femelle LW Male MS

<] (o— o — lp— o — lp—
l j} Q (, 7,\g ( {r ( Q;{j ( ﬁ):;ﬁj
ety ﬁz tivatlitceliv feqlivatiltteliiutlill /oY vl
Génération F1 | | Génération F1’ | |
Données séquengage Données séquengage
génomique et génomique et
transcriptomique transcriptomique

IDENTIFICATION DES GENES POTENTIELLEMENT SOUMIS A

Données de séquencgage S
EMPREINTE CHEZ LE PORC

Figure 32 : Croisement réciproque dans le cadre de ’étude.
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Ces croisements permettent de distinguer une expression et/ou méthylation mono-allélique
classique d’une expression mono-allélique dépendante de I’origine parentale, comme cela a pu
étre montré chez 1’abeille (Xin Wu et al. 2020). Pour maximiser le nombre de variants
informatifs chez les descendants et ainsi identifier sans ambiguité 1’origine parentale, un
croisement réciproque entre des races phylogénétiquement €¢loignées est le plus pertinent. Dans
le cadre de la caractérisation des mécanismes d’empreinte parentale chez le porc, les races Large
White (LW) et Meishan (MS) ont été utilisées (Ollivier et al. 2004). Un croisement réciproque
a donc été réalisé entre les individus de ces deux races, soit le croisement d’une femelle MS

avec un male LW et d’une femelle LW avec un male MS (Figure 32).

1.2. Données nécessaires a I’évaluation des mécanismes d’empreinte

L’étude de l'empreinte parentale peut étre réalisée par des approches omiques variées (Hubert,
Demars 2022). La prise en compte simultanée des données de génotypage, épigénotypage et
expression doivent permettre de conclure sur 1’origine parentale des all¢les transcrits et/ou

méthylés.

1.2.1. Les données génomiques

L’identification de variants informatifs permettant de déterminer 1’origine parentale des all¢les
peut étre faite de facon globale a partir du séquencage de tout le génome (Paragraphe 2.1.4 de
la partie bibliographie) ou de facon ciblée dans une région d’intérét. Alors que les outils
bioinformatiques de traitement des données génomiques permettent I’accés a une liste de
variants informatifs, les différentes approches ciblées requicrent en amont la connaissance du
variant d’intérét. Pour ces derni¢res, le choix de la technique de biologie moléculaire va
dépendre du colit, du nombre d’individus a génotyper et de la facilité¢ de I’expérimentation. Ici,
un focus sur une approche d’amplification allele-spécifique, nommée PCR Allelic Competitive

Extension (PACE®), est présentée dans 1I’Encadré 5.

Encadré 5 : Principe de la PACE®.

Cette technologie repose sur la distinction des all¢les selon leur fluorescence. Chacune des deux amorces ciblant
un alléle est équipée d’une séquence codant pour un fluorochrome différent. Par compétition entre les deux
alléles, les amorces vont s’hybrider (ou non) selon si I’alléle qu’elles ciblent est présent ou non (Semagn et al.
2014). Un signal fluorescent est ensuite émis, dont la couleur permettra, aprés lecture en point final, de

déterminer le ou les alléles présents pour un individu au niveau de ce SNP.
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1.2.2. Les données épigénomiques

L’identification des marques épigénétiques et plus particulierement de la méthylation des
dinucléotides CpG peut étre faite a I’échelle du génome entier ou bien de régions ciblées comme
dans le cas des DMRs. La majorité¢ des techniques actuelles reposent soit sur une traitement
chimique ou enzymatique permettant de discriminer les cytosines méthylées des dinucléotides
CpG, des autres cytosines (Li 2021; Mehrmohamadi et al. 2021; Halabian et al. 2021). Les
approches les plus récentes de séquencage de la molécule native d’ADN permettent de lire

directement la méthylation au cours du séquencage.

L’ approche la plus utilisée jusqu’a présent pour évaluer la méthylation a I’échelle du génome
est le « Whole Genome Bisulfite Sequencing » (WGBS), qui consiste a séquencer tout le
génome apres traitement au bisulfite de sodium. Ce traitement chimique a pour effet de
transformer toutes les cytosines non méthylées en Uracile (U), qui seront donc lues comme des
Thymines (T) lors du séquengage (Figure 33). Néanmoins, le WGBS présente des limites que
sont la dégradation de la molécule d’ADN par le bisulfite de sodium, les ressources
informatiques qu’il nécessite mais aussi son colit. Afin d’optimiser 1’utilisation de ce systeme,
il est possible de réaliser un « Targeted Bisulfite Sequencing », consistant a ne séquencer que
des régions d’intérét préalablement identifiées. Deux types de méthodes TBS existent : la
méthode d’enrichissement ciblé (ou capture) qui implique 1’utilisation de sondes qui vont
permettre d’identifier les zones d’intérét a séquencer, et la méthode d’enrichissement non

spécifique qui consiste a séquencer des zones riches en ilots CpG.

bisulfite
conversion

ADGAODOADED® — AOOGALVOADOW

l sequencing l sequencing

C C C C C T C T

l reconstruct sequence l

A CGACTACGC

Figure 33 : Principe de la conversion au bisulfite de ’ADN.
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L’objectif de toutes ces technologies est non seulement d’identifier quelles sont les cytosines
méthylées et d’évaluer ainsi leur degré de méthylation qui peut varier entre 0 et 100%. Dans le
cas des DMR identifiées dans les régions soumises a empreinte ou en théorie un alléle parental
est complétement méthylé alors que I’autre n’est pas du tout méthyl¢é, on s’attend a une hémi-
méthylation (50% de méthylation). L intérét des technologies épigénomiques issues de NGS
est ’acceés simultané aux informations génétique (identification de variants) et épigénétique

(identification de la méthylation des cytosines).

1.2.3. Les données transcriptomiques

L’identification de I’expression mono-allélique dépendante de [’origine parentale pour
caractériser sans ambiguité un géne soumis a empreinte requiert I’analyse des transcrits extraits
de tissus d’intérét. La trés grande majorité des transcrits présents dans un tissu a un instant
particulier présente une expression bi-allélique signifiant que les deux all¢les parentaux sont
transcrits de facon équivalente. En revanche, dans le cas des geénes soumis a empreinte
parentale, un seul des deux alléles parentaux sera transcrit et une expression mono-allélique
sera alors observée. Alors que le séquencage du transcriptome d’un tissu d’intérét permet de
caractériser en une seule expérience le niveau d’expression d’un transcrit et son type
d’expression (bi- ou mono-allélique), 1’évaluation de geénes particuliers requiert en amont la
connaissance de I’origine parentale des all¢les pour la mise en place des expériences et I’analyse

des résultats.

Plusieurs études, basées sur le séquencage du transcriptome chez des individus issus de
croisements réciproques, ont eu pour objectif d’évaluer la présence d’empreinte parentale dans
une espéce (Frésard et al. 2014) ou de déterminer la carte des génes soumis a empreinte (Yin-
Qiao Wu et al. 2020). Ces approches sont aujourd’hui facilement réalisables et peu cotiteuses ;
elles permettraient de mieux comprendre 1’origine évolutive des mécanismes d’empreinte

parentale.
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1.3. Choix de la région d’étude

Le choix de la région s’est porté sur un cluster dont I’empreinte parentale est bien connue chez
les especes modeles que sont I’Homme et la souris. Ce dernier se trouve sur le chromosome 2,
entre les positions 1 381 838 pb et 2 059 694 pb (correspondant a la région 11p15). Au niveau
de cette partie du chromosome, sont localisés notamment les génes IGF2, H19, CDKNIC, et
KCNQI. Cette région a également été choisie en raison de I’implication du gene /GF2 dans le
caractére de croissance, caractére intéressant la filiére porcine (Nezer et al. 1999; Van Laere et

al. 2003).

Le cluster comportant les génes H19/IGF2 - KCNQ1/CDKNIC, soumis a empreinte parentale,
est impliqué chez ’'Homme dans les syndromes Silver-Russell and Beckwith-Wiedemann
(Sélénou et al. 2022). La protéine IGF-II est impliquée dans la croissance feetale mais également
dans le développement de néoplasies. La perte d’empreinte parentale au niveau du cluster /GF2
peut étre utilisée comme un marqueur épigénétique du risque de cancer chez ’homme (Cui
2007; Kasprzak, Adamek 2019). Chez le porc, la région du géne /GF2 influence des caractéres
de composition corporelle, des caracteres de qualité de la viande ainsi que le nombre de tétines
(Sanchez et al. 2003). De plus, une mutation dans cette région a €té mise en évidence comme
influengant la muscularité des porcs (Van Laere et al. 2003). L’empreinte parentale au niveau
de la région /GF2 chez le porc a été mise en évidence en 1999 a I’aide de croisements entre les
races Large White et Piétrain (Nezer et al. 1999), puis a été confirmé dans un croisement entre
sanglier et Large White (Jeon et al. 1999), et enfin avec un croisement entre races Landrace et

Meishan (de Koning et al. 2000; Amarger et al. 2002).

L’objectif de mon stage a consisté en une caractérisation moléculaire de la région du
chromosome 2 porcin comportant les genes HI19/IGF2 - CDKNIC/KCNQ1 connus pour étre
soumis a empreinte chez ’Homme et la souris et dont les données chez le porc semblent
largement incomplétes. Pour ce faire, a partir de données obtenues sur les individus du
croisement réciproque LW x MS, j’ai identifié, sélectionné et confirmé (i) des variants
informatifs permettant de discriminer 1’origine parentale des deux alleles, (ii)) des DMR
présentants une méthylation dépendante de I’origine parentale et (7ii) des transcrits présentants

une expression mono-allélique parentale-spécifique.

85



II. MATERIELS ET METHODES

L’¢étude expérimentale s'est organisée en trois axes (Figure 34) : le génotypage, I’épigénotypage
et I’étude de I’expression avec un focus plus important sur 1’étude de la méthylation qui présente

un aspect plus novateur.

Bio-informatique (données : séquengage ADN ayant recu un traitement enzymatique de conversion)
, — sélection de variants “informatifs”
Génotypage
PCR allele spécifique (PACE)
— confirmation ou infirmation de ces variants

Bio-informatique (données : séquencage ADN ayant recu un traitement enzymatique de conversion)
— sélection de régions candidates a 'empreinte parentale

Etude visuelle (données : séquengcage ADN ayant regu un traitement enzymatique de conversion)
— sélection de régions candidates a I'empreinte parentale (IGV)

Epigénotypage

PCR méthylation spécifique (MS-PCR)
— confirmation ou infirmation de la méthylation parentale-spécifique

Etude visuelle (données : RNAseq)
Etude de I’expression (ARN) < — étude de I'expression des variants précédemment sélectionnés

PACE sur ADNC
— choix de trois variants pour étude de leur expression

I Bio-informatique [ Manipulations sur paillasse

Figure 34 : Organisation de la partie expérimentale en trois axes principaux.

2.1. Les éléments disponibles avant mon arrivée

2.1.1. Les animaux et échantillons

Les échantillons disponibles proviennent de verrats, truies et porcelets issus de trois familles de
croisements réciproques LW x MS (Figure 35). Ces échantillons (ADNg, ADNg traités au
bisulfite de sodium et ARN) avaient été extraits de divers tissus avant mon arrivée (sang,

cerveau, muscle) et sont présentés dans le Tableau 3.

Croisement JIW X 2Ms AMS X 21w Jw X QMS
Individus 897 l 026 161
I |
I I
Descendants 099 095 15 128

Figure 35 : Les trois familles utilisées pour cette étude. En rouge soulignés : les individus dont les données de
séquencage d’ADNg traité sont disponibles.
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2.1.2. Les données

Les données épigénomiques et transcriptomiques avaient déja été générées avant mon arrivée :

Données épigénomiques - dans le cadre de ce projet, une méthode de capture ciblée aux
genes soumis a empreinte a €té développée a partir d’ADN de sang ; celle-ci repose sur
une conversion enzymatique pour ¢valuer la méthylation (Hubert et al. 2022a; 2022b;
Hubert, Perret, et al. 2023). A mon arrivée, les traitements bioinformatiques
préliminaires avaient été réalisés et je disposais des fichiers d’analyse pour la
visualisation des génotypes des variants et des épigénotypes de la méthylation. Seuls
quelques individus du croisement réciproque ont €té obtenus avec cette technologie

(animaux mentionnés en rouge sur la Figure 35) ;

Données transcriptomiques - des données de séquengage tout génome a partir des ARN
extraits de cerveau et de muscle étaient également disponibles. La totalité des
descendants des croisements réciproques ont €té analysés avec cette approche (Tableau
1). Les premiers traitements bioinformatiques avaient été réalisés et je disposais des
fichiers de visualisation permettant de quantifier I’expression des transcrits et d’évaluer

une éventuelle expression mono-allélique dépendante de I’origine parentale.

Race Individu | Pére | Mére | Sexe | ADNg* | ADNg traité** ARN

MS 026 / / M X

MS 897 / / F X

MS 898 / / F X

LW 767 / / F X

LW 608 / / M X
LWMS 075 774 898 F X CM,S C,M
LWMS 077 774 898 F X C,M,S C,M
LWMS 084 774 898 F X C,M,S C,M
LWMS 095 774 897 F X C,M,S C,M
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LWMS 096 774 897 F X CM,S C,M
LWMS 099 774 897 M X CM,S C,M
MSLW 113 026 767 F X C,M,S C,M
MSLW 115 026 767 F X CM,S C,M
MSLW 128 026 767 M X CM,S C,M
MSLW 130 026 767 M X CM,S C,M

Tableau 3 : Echantillons et données disponibles.

*ADNg : ADN génomique extrait a partir de sang ; **ADNg traité : ADNg ayant recu le traitement enzymatique
(transformation des Cytosines non méthylées en Uracile) C : cerveau, M : muscle et S : sang

2.2. Analyses bioinformatiques

Des développements bio-informatiques permettant 1’analyse de données épigénomiques étaient
en cours pendant mes diverses périodes de stage. J’ai alors effectué quelques analyses par moi-
méme afin de mieux comprendre comment ces outils fonctionnaient sur notre jeu de données.
Ces analyses sont opérées au travers de I’exécution de pipelines dédiés, c’est-a-dire de séries
de taches séquentielles visant a traiter les données omiques brutes de fagon automatisée et

pertinente pour répondre a la question biologique posée.

2.2.1. Séquencgage de I’épigénome

Les analyses ont été réalisées sur le cluster de calcul de la plateforme GenoToul Bioinfo

(https://bioinfo.genotoul.fr/). Les données utilisées en entrée sont les données épigénomiques

présentées dans le paragraphe 2.2.2. Le pipeline se divise en deux grands axes : la détermination
des haplotypes et I’identification des régions enrichies en motifs d’hémi-méthylation, que 1’on
peut considérer comme des DMR candidates en premiére approximation (Hubert, Perret, et al.
2023). Les informations tirées de ces deux axes sont ensuite réunies afin de détecter les régions
dont la méthylation est all¢le-spécifique (incluant donc les régions a méthylation parent-

spécifique) (Figure 36).
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2.2.1.1. Détermination des haplotypes

Cette branche du pipeline est destinée a identifier les haplotypes portés par les individus du
croisement réciproque pour lesquels des données épigénomiques sont disponibles. L’obtention
des haplotypes permettra de les utiliser chez les descendants comme des marqueurs génomiques

de ’origine parentale des séquences méthylées.

De telles analyses bioinformatiques commencent classiquement par une étape de mapping, qui
permet d’établir une cartographie génomique des séquences brutes, suivie d’une étape de
calling, qui permet d’identifier les variants les plus probables chez chaque individu. Ces étapes
ont été réalisées a I’aide de I’outil gemBS, bien adapté a la découverte du polymorphisme dans
les données épigénomiques (Merkel et al. 2019). La phase des variants bialléliques est ensuite
déterminée a I’aide de 1’outil WhatsHap, qui utilise une approche intégrative pour identifier les

variants transmis de fagon groupée a la descendance (Garg, Martin, Marschall 2016).

2.2.1.2. Identification des DMRs candidates

La description détaillée de cette branche du pipeline et la justification des seuils choisis est
disponible dans la publication : (Hubert, lannuccelli, et al. 2023). Briévement, le mapping et le
calling de méthylation a été réalisé a 1’aide de ’outil Bismark (Krueger, Andrews 2011) avec
des parametres standards. Pour la détection des régions hémi-méthylées (DMR candidates), une

fonction R personnalisée a été utilisée et deux critéres de sélection ont été comparés :

- Un critere “strict”, permettant de détecter des petits motifs ponctuels d’hémi
méthylation : considérer qu’une région est hémi-méthylée lorsque 5 CpG hémi-
méthylées sont présents dans un intervalle de 100 pb. Dans ce cas un CpG est considéré

comme hémi méthylé lorsque le taux de méthylation est entre 40% et 60%.

- Un critére “lache”, permettant de détecter de plus grandes régions hémi méthylées :
considérer qu’une région est hémi-méthylée lorsque 20 CpG hémi-méthylées sont
présents dans un intervalle de 350 pb. Dans ce cas un CpG est considéré comme hémi

méthylé lorsque le taux de méthylation est entre 35% et 65%.
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Figure 36 : Schéma simplifié du pipeline utilisé pour la détection des variants.

2.3. Protocoles de biologie moléculaire

Tous les résultats de confirmation des analyses bio-informatiques ont été basés sur de
I’amplification des régions d’intérét par PCR (Polymerase Chain Reaction) nécessitant le

design d’amorces spécifiques, des conditions de PCR particuliéres et des analyses adéquates.

2.3.1. Design des amorces selon les expériences

2.3.1.1. Amorces de génotypage via la méthode PACE®

Le design des amorces a été réalisé par I’entreprise 3CR Biosciences, apres sélection de 21
SNP. Un trio d’amorces (une amorce spécifique de chacun des alleles couplée a un
fluorochrome et une amorce commune) est utilisé pour génotyper chacun des SNP. Les amorces

utilisées pour la PACE® sur ADNg sont disponibles dans le Tableau 4.
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Identifiant

Séquence

2 1384751 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCAGGAGCAGAGTGCGCAC

2 1384751 _A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTATCCAGGAGCAGAGTGCGCAA

2 1384730_Cl

TCCCTGCCCAGCCCCCACT

2 1431183 _Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCACGGGCAGGAGGCAG

2 1431183_A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTGCACGGGCAGGAGGCAA

2 1431162 _Cl

GGGCCCGGCTCTGGGACT

2 1471484 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCACACACACGCACGCACGCA

2 1471484 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTACACACACGCACGCACGCG

2 1471462 _Cl1

CGTGCGTGCGCGCGTGTGT

2 1558557 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGAGGCCTTCCCCTGGAACC

2 1558557 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGAGGCCTTCCCCTGGAACG

2 1558519 _Cl

CCCTCCTCGTCAAGCCTCCAA

2 1598467 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCACACCTCTGGTCGGATGTCC

2 1598467 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCACACCTCTGGTCGGATGTCA

2 1598425 Cl

GGACCAGGCCTTTCCCTCCAT

2 1640689 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGAGATGGCGAAGTGCACAGG

2 1640689 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAGAGATGGCGAAGTGCACAGT

2 1640627 C1

CCTGGTGAGGGAGTTCCCCAAA

2 1645662 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGCAGCCAGGCAGCCTCC

2 1645662 _A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGAGCAGCCAGGCAGCCTCT

2 1645598 C1

GCAGAGACCACTTCCGGAGCAA

2 1647007_Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGCGGCAGGGAGCACCCA

2 1647007 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCGGCAGGGAGCACCCG

2 1646969 C1

CACGTGGCTCAGGCGCTCGA

2 1859450 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCGAGCGCCCGTCCCTGC

2 1859450 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCGAGCGCCCGTCCCTGT

2 1859482 Cl

CCCGAACTCCGGACGCGGT

2 2008026 _Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGAGGCCGTGGTGGGTGC

22008026 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGAGGCCGTGGTGGGTGT

22007999 Cl

CGCGAGCTGCTGCCTGCGT

2 2028578 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTAGTAATCACAACCCCGTCCCG

2 2028578 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCAGTAATCACAACCCCGTCCCA

2 2028624 Cl

AGGGCCTGTGTCTGCCCAGAT

22052041 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCTGACTCTGGCTCCTGGC

2 2052041 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCCTGACTCTGGCTCCTGGA

2 2052063 Cl

CTGGCCCTCCCCAGGGTCA

2 1453747 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCCGGAGCCAGGAGCTCC

2 1453747 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCCGGAGCCAGGAGCTCT
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2 1453768 Cl

GGACCTGGGCAGCCCACCA

2 1464727 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCCAGGAAGGCGGTGTCTG

2 1464727 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCCCAGGAAGGCGGTGTCTA

2 1464702 _C1

GCCAAGCTCTCCACCTGCCAT

2 1491015_Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGTGCAGGTTTCACCTGTGCTG

2 1491015 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCGTGCAGGTTTCACCTGTGCTT

2 1490994 C1

GTGTGGCAGGGTGGCTGCCT

2 1629884 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCCCACCACCCTCACCGC

2 1629884 A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCCCACCACCCTCACCGT

2 1629858 Cl

ACGAGCCCTGTAAGTGCCTCAAATT

2 1651143 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGCACCAACCTCGCCTCATTA

2 1651143_A2

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGCACCAACCTCGCCTCATTT

2 1651164 Cl

CCTGACCGCGGCCACTGCA

2 1674918 Al

GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCAGGAGGGCGGGGTGG

GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGGCAGGAGGGCGGGGTGA
CAGAGGGGGTCTGAGTGCCTAA
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCCTGTGTCCAGAGGAAGCA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCTCCTGTGTCCAGAGGAAGCG
ACGACAGGCACGCACGCGTAAA
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCGCGTCTTCGAGCTGCTGTAA
GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCGCGTCTTCGAGCTGCTGTAG
GTTTAACTCCACTAAGGTTTGCGGGAA
GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCGGGGAGCTGGTGAGT

2 1949307 _A2 |GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCGGGGAGCTGGTGAGG

2 1949284 C1 |CACCCTCTAGAAGCCCACCCTT

Tableau 4 : Amorces utilisées pour la PACE® sur ADNg.

2 1674918_A2
2 1674893 Cl
2 1730450 Al
2 1730450 _A2
2 1730483 _Cl
2 1886548 Al
2 1886548 A2
2 1886579 Cl
2 1949307 Al

L’identifiant de I’amorce correspond a : n°chromosome_position SNP_type d’amorce (A1 : amorce spécifique
de l'alléle 1 ; A2 : amorce spécifique de 'allele 2 ; C1 : amorce commune).

2.3.1.2. Amorces de génotypage via du séquencage Sanger

Le séquencgage Sanger sur ADNg a été réalisé sur un SNP sélectionné pour 1’épigénotypage et
I’¢tude de I’expression mais dont les résultats de génotypage PACE sont incohérents avec le
génotypage par analyse bioinformatique. Le design des amorces a été réalisé a 1’aide du site
Primer3Plus (https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi). Puis I’outil
Alignment Tool (BLAST) du NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

Basic Local Search site

NK LOC=blasthome) a permis de vérifier la spécificité des amorces. Les amorces utilisées sont

disponibles dans le Tableau 5.
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SNP Identifiant Séquence (5’ - 3°) Taille amplicon (pb)

2 1859252 F TAGACCTGAGCCCAGACTCG
2 1859450 483
2 1859734 R ATCGCTGCACCTGGTACG

Tableau 5 : Amorces utilisées pour le séquencage Sanger sur ADNg pour le SNP n°9 (1 859 450 pb).

2.3.1.3. Amorces d’épigénotypage par MS-PCR

La méthode MS-PCR (M¢éthylation Spécifique PCR) a été utilisée pour évaluer 1’origine
parentale des all¢les méthylés et ainsi conclure a une DMR parentale-spécifique. Cette méthode
repose sur le design de deux couples d’amorces par région d’intérét, un ciblant les CpG
méthylés et ’autre les CpG non méthylés. Le design des amorces a été réalisé¢ avec le site
Urogene (https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi). Puis 1’outil Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST) du site NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&LI

NK LOC=blasthome) a permis de vérifier la spécificité des amorces. Les amorces utilisées sont

disponibles dans le Tableau 6.

SNP Cible | Identifiant Séquence (5 - 3) Taille
amplicon
oG 2 1384751 left M | AAMMGAGTTTCGTTTTTTTAGGGCGG
. 201
méthylés |5 1384751 right M | AAACCCTAACCCCACACCCCTTACG
2 1384751
2 1384751 left U | AAAGAGTTTTGTTTTTTTAGGGTGG
CpG non — - = 201
meéthylés | 5 1384751 right U | AAACCCTAACCCCACACCCCTTACAAC
oG 2 1645662 left M | TTCGGAGTAAGGGTTACGGTTTCGA
. 126
méthylés | 5 1645662 right M | GCCACCTAAAAACGACCCACGAA
2 1645662
2 1645662 left U | TTTGGAGTAAGGGTTATGGTTTTGA
CpG non — - = 128
meéthylés | 5 1645662 right U | ACACCACCTAAAAACAACCCACAAA
oG 2 1859450 left M | ATGTGGAGTTTATTTTCGTTTAGTAGCGA
. 151
méthylés | 5 1850450 right M | TCCGCGACCAACTCAATACAACGTT
2 1859450 left U | ATGTGGAGTTTATTTTTGTTTAGTAGTGA
CpG non — - = 151
meéthylés | 5 1850450 right U | ACATCCACAACCAACTCAATACAACATT

Tableau 6 : Amorces utilisées pour la PCR méthylation-spécifique.
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2.3.2. Conditions PCR selon les expériences

2.3.2.1. PCR pour la méthode PACE®

Cette approche a ¢été utilisée pour génotyper les ADNg mais aussi les ADN complémentaires
(ADNCc), issus des ARNs extraits de cerveau et de muscle pour la totalit¢ des individus du

croisement réciproque.

La PCR all¢le-spécifique a été réalisée avec le kit PACE® GENOTYPING MASTER MIX (3cr
bioscience) (https://3crbio.com/wp-content/uploads/2023/01/PACE-User-Guide-v2.pdf), avec
le réactif PACE® Genotyping Master Mix (Low ROX — 25nM) : version PACE-IR ou PACE

2.0 selon les marqueurs. Dans chaque puit d’une plaque 384 puits, le volume total est de 5 pL,
et sont déposés 10 ng (1uL) d’ADNg ou bien 1 pLL des ADNc dilués au 1/5¢ ou au 1/10e. Tous
les SNP sélectionnés sont ainsi génotypés pour les 14 individus du croisement réciproque avec
le réactif PACE-IR et le programme PCR A (Figure 37) dans un premier temps. Les SNP pour
lesquels les résultats étaient ininterprétables ou incohérents avec le génotype déterminé
bioinformatiquement ont été de nouveau génotypés par PACE avec le réactif PACE 2.0 et le
cycle PCR B. Les résultats ont été déterminés via une lecture en point final avec 1’instrument

QuantStudio™ 6 Flex System (référence : 4485691), et du logiciel QuantStudio™ Real-Time

System PCR.
B) 10cycles 40 cycles
A L 10 cycles P 40 cycles v "touchdown" ! v

1 "touchdown" | N :

04c ' 9a°c ' o4 0a°C 9ac  oac } oac 94°C
H : : 0:20

15:001 0:20 v/ 0:20 15:001 0:20 :

' ' :

' ] ] o o
! 66°C ; 15°C ' 68°C ] 15°C
' 0:30 58°C 0:20 0:30 60°C 0:20

0:30 0:30

Figure 37 : Programmes PCR utilisés pour la PACE® sur ADNg.

2.3.2.2. PCR pour le séquencage Sanger

Cette approche a été utilisée a partir (i) d’ADNg pour le génotypage de variants ne fonctionnant
pas avec la méthode PACE® et (ii) d’ADNg traité au bisulfite de sodium pour I’épigénotypage

de variants d’intérét.

Pour choisir la meilleure température d’hybridation des amorces (Tm) pour le cycle PCR, une
PCR multi-températures a été réalisée en testant tous les couples d’amorces sur 6 températures
de Tm (de 58°C a 68°C avec un pas de 2), en prenant un ADNg témoin positif et I’eau comme
témoin négatif. La réalisation du mix PCR a été faite avec les concentrations finales suivantes :
tampon avec MgCI2 a 1 mM, dNTP a 0,2 mM, amorces a 0,5 uM, enzyme polymérase (Eurobio
Scientific : PCRBIO Classic Taq, référence PB10.15-01) a 0,25 uM. Le volume final de la
réaction (mélange PCR + ADNg) est de 15 uL, la quantité d’ADNg utilisée est de 10 ng par
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puits (soit une concentration finale de 0,66 ng/ulL). Le programme PCR utilisé pour le
génotypage est présenté sur la Figure 38 et 5 cycles PCR ont été ajoutés pour 1’épigénotypage.
Une température de 60°C a été retenue pour toutes les réactions d’amplification. Les produits

PCR sont ensuite observés apres électrophorese sur gel d’agarose (2%).

. 30 cycles :
94°C ; 94°C .
5:00 + 0:30 72°C, 72°C
| )
: 0:30 : 15:00
] Tm 1
] A 1
0:30 15°C
s

Figure 38 : Programme PCR classique utilisé.

Les produits PCR sont ensuite purifiés dans un mélange de volume final de 8 uL, avec 1 pL de
produit PCR, et I’ajout des enzymes de purification : “Thermosensitive Alkaline Phosphatase”
(F0654, ThermoScientific) a 0,06 U/uL final), et “Exonucléase I’ (MO293L, NEB) a 1,25 U/uLL
final. Puis, la réaction enzymatique s’éffectue a 37°C pendant 45 min et les enzymes sont
inactivées 30 min a 80°C et la réaction de séquencage Sanger a été réalisée par I’entreprise

Genewiz (https://www.genewiz.com/en-GB/) et les résultats des chromatogrammes sont

analysés avec le logiciel Chromas.

2.4. Logiciels et sites utilisés

La liste des sites et logiciels utilisés est la suivante :
- QuantStudio Real-Time PCR : visualisation des résultats de PCR all¢le spécifique

- https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene: BLAST pour le design d’amorces

- https://www.ensembl.org/index.html: visualisation de séquences, export de séquences,

et BLAST pour le design d’amorces

- https://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi: design d’amorces

séquencage Sanger

- https://www.urogene.org/cgi-bin/methprimer/methprimer.cgi: design des amorces de

PCR méthylation spécifique

- https://technelysium.com.au/wp/chromas/: analyse des chromatogrammes issus du

séquencage Sanger
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- IGV (Integrated Genome Viewer): logiciel de visualisation de séquences

(Thorvaldsdottir, Robinson, Mesirov 2013).

Le logiciel IGV a été largement utilisé dans cette étude. Il a été utilisé avec pour référence le
génome Sscrofa 11.1 et le fichier d’annotation gtf 11.1.109. 1l a tout d’abord ét¢ utilisé pour la
détection visuelle de régions hémi méthylées (partie épigénotypage), puis pour la sélection de
variants informatifs (parmi ceux détectés par la méthode bioinformatique) situés a moins de
100 pb d’une région hémi méthylée (en raison de I’utilisation d’un séquencage basé sur une
longueur de lecture de 150 pb, et de la nécessité de pouvoir associer sur une méme lecture les
données de méthylation et de génotype dans le cadre de la question de I’empreinte parentale).
Pour la détection visuelle des régions hémi méthylées, la sélection des régions a été subjective,
basée sur I’aspect bicolore représentant 'hémi méthylation sur le logiciel IGV. Les positions de
début et fin de toutes les régions pouvant s'apparenter a une région hémi-méthylée ont été
collectées dans un tableau, puis toutes les régions séparées de moins de 500 pb ont été
regroupées pour ne former qu’une région. Puis, il a été utilisé pour la visualisation des données

de séquencage ARN.

III. RESULTATS

La région d’intérét, localisée sur le chromosome 2 et d’environ 678 kb (1 381 838 bp - 2 059
694 bp), est représentée sur la Figure 39 avec les données disponibles sur le génome porcin de
référence (Susscrofall.1) et le fichier d’annotation (gtf 11.1.109). Il est important de noter que

les génes H19 et IGF2 ne sont pas annotés sur cette version du génome du porc.

L’objectif de mon stage a été¢ d’enrichir les connaissances sur cette région du génome porcin,
dans le cadre de I’étude de I’empreinte parentale, via I’analyse de différentes approches -omics

et leur confirmation par des approches de biologie moléculaire plus ciblées.

1465kb

1400 kb 1600 kb 1800 kb 2000 kb 2200 kb 2400 kb
1 | | | | | | | |

He =l | S - | HHH HHH—HHHH HH—— HE-H-H HH#H

INS AscL2 cps1 KCNQ1 CDKN1C NAPIL4  CARS1 0SBPLS NADSYN1

Figure 39 : Fichier d’annotation du génome porcin utilisé gtf Susscrofa 11.1.109.
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3.1. Origine parentale des alléles

L’objectif a été¢ d’identifier, sélectionner et valider des variants informatifs, permettant de
discriminer 1’origine parentale des deux alléles, sur la région d’étude. L’identification et la
sélection ont ¢té réalisées avec le fichier de sortie du workflow bioinformatique issu des
données de séquencage €pigénomiques. L’annexe 1 permet de comprendre comment exploiter
les génotypes a partir des données épigénomiques. Puis, un génotypage a développé pour (i)
confirmer les génotypes déterminés par le workflow bioinformatique et (i) déterminer le

génotype des individus pour lesquels les données épigénomiques n’étaient pas disponibles.

3.1.1. Sélection bioinformatique de variants informatifs

Parmi les 678 kb de la région, 2968 variants informatifs ont été détectés par le workflow
bioinformatique. Une sélection visuelle des variants situés a moins de 100 bp d’une région
hémi-méthylée a été réalisée avec le logiciel IGV, permettant une sélection de 151 variants
informatifs ciblant des régions hémi-méthylées. Puis, 21 ont été choisis selon les criteres
suivants : proche d’une grande région hémi-méthylée d’au moins 1200 bp (n=4), localisation

dans un exon (n==8) et position vis-a-vis de génes d’intéréts (n=9) (Figure 40 et Tableau 7).

1059 kb
1400 kb 1600 kb 1800 kb 2000 kb
] I

positions_21_variants.bed.txt I [ | (T o o

1 - n ==l | e S - | HH i —HHHH

SYT8 PRR33 INS ASCL2 cD81 KCNQ1 CDKN1C NAP1L4  CARS1

Figure 40 : Localisation des 21 variants sélectionnés.

En rose (Iere piste) : localisation sur le chromosome 2 des 21 variants sélectionnés. En bleu : gtf 11.1.109.

Fin région  Taille région

Nom Chromosome Début région hémi- hémi- Exon Position
Variant hémi-méthylée méthylée méthylée (gtf .109) variant
1 2 1384526 1387094 2568 Non 1384751
2 2 1430777 1431277 500 Non 1431183

3 2 1471414 1471490 76 Oui 1471484
4 2 1558526 1558751 225 Oui 1558557
5 2 1598306 1598459 153 Oui 1598467
6 2 1640666 1640732 66 Oui 1640689

7 2 1645581 1645824 243 Oui 1645662

8 2 1646982 1647040 58 Oui 1647007

9 2 1858364 1860008 1644 Non 1859450
10 2 2006993 2008073 1080 Non 2008026
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11 2 2028428 2028493 65 Oui 2028578
12 2 2051545 2051952 407 Oui 2052041
13 2 1453473 1453771 298 Non 1453747
14 2 1464632 1465948 1316 Non 1464727
15 2 1490633 1491381 748 Non 1491015
16 2 1629814 1630660 846 Non 1629884
17 2 1649915 1651186 1271 Non 1651143
18 2 1674971 1675090 119 Non 1674918
19 2 1730203 1730343 140 Non 1730450
20 2 1886266 1886628 362 Non 1886548
21 2 1949123 1949741 618 Non 1949307

Tableau 7 : Récapitulatif des 21 variants sélectionnés sur la région d’étude.

3.1.2. Validation des génotypes

Afin de vérifier que le génotypage interprété grace aux données traitées par le workflow
bioinformatique est correcte, et afin de connaitre le génotype des individus non utilisés dans
I’¢étude tout génome, tous les individus des trois familles (paragraphe 2.2.1 et Figure 35) ont été

génotypés par PACE® ou par séquencage Sanger.

Parmi les 21 variants sélectionnés a partir des analyses bioinformatiques, 17 ont permis de
confirmer les génotypes identifiés au préalable (Figure 41A et B), 2 étaient incohérents avec
les génotypes déterminés via les données épigénomiques (variants en position 1 640 689 pb et
et 1 859 450 bp) et 2 n’ont pas permis une amplification correcte (Figure 41C) (variants en

position 1 471 484 pb et 2 028 578 pb).

Le variant localisé 1859 450 pb présentait un intérét particulier car il permettait de cibler une
grande DMR. Le génotypage a 1’aide de la méthode PACE® n’étant pas concluant, un
séquengage en Sanger a ¢té réalisé. Malheureusement, I’interprétation des chromatogrammes
n’a pas permis de conclure et de génotyper sans ambiguité les individus pour ce variant. Il

semblerait qu’un probléme dans le design des amorces soit la cause (résultats non montrés).

Ainsi, les génotypes des individus n’ayant pas été séquencés ont pu étre déterminés pour 17 des

21 variants sélectionnés suite aux analyses bioinformatiques.

98



a) b)

Individu Génotype PACE® Génotype pipeline
(Y
767 608
026 /T T
~
095 T .
096 095 T/C T/C
099
13
(@] 115 897 T T
o, 128
K 130
< 075 096 TIC
077
084
J 898 T
026 897
eau 898 .o
x L 099 TIC T/C
s 21 2
Allele T 767 cic cre
c)
i 113 T/IC
X x
¥ 608 (T+) [ee
X
‘ x X
- X T x s TIC e
Qo X x
Q.
= 075 TIC
X
X 128 T/C
X
077 T/C
X
o onn o o 130 TIC
Alliele C .
084 T/C
cau IND

Figure 41 : Génotypage sur ADNg a I’aide de la méthode PACE®.

a) Exemple du génotypage pour le SNP 2 (position 1 431 183 pb) : en bleu : homozygotes C/C, en rouge :
homozygotes T/T, en vert : hetérozygotes T/C ; b) Comparaison avec le génotypage issu du traitement
bioinformatique des données de séquengage d’ADNg traité enzymatiquement (IND : indéterminé) ; c) Exemple
de SNP dont les génotypes sont indéterminables par PACE® : SNP 3 (position 1 471 484 bp).

3.2. Identification de régions hémi-méthylées

L’objectif a été de (i) localiser les régions hémi-méthylées, représentant des DMR candidates,
a partir des analyses bioinformatiques issues des données épigénomiques et (i) confirmer
certaines d’entre elles par des méthodes ciblées afin de déterminer si les DMR candidates

présentaient une méthylation dépendante de 1’origine parentale.

3.2.1. Analyse des données épigénomiques

Afin d’identifier les régions présentant une méthylation parentale-spécifique, une analyse
bioinformatique et une analyse visuelle des données épigénomiques ont été¢ comparées. Une

région d’hémi-méthylation ciblant une DMR candidate est visualisée sur la Figure 42.
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Figure 42 : Visualisation des données épigénomiques de l’individu 128 a I’aide de IGV.

Une région de 11 kb du gene KCNQ1 a été choisie. La premiere piste représente la couverte de chacune des
bases de la région a partir du séquencage NGS. La seconde piste représente toutes les lectures de 150 pb qui
s alignent a cet endroit du génome et qui sont donc capturées et spécifiques. Les couleurs rouge et bleu
representent respectivement les dinucléotides CpG méthylés et non méthylés. Ici au centre, une région hémi-
meéthylée est représentée avec de part et d’autres des régions méthylées.

Pour I’identification des régions hémi-méthylées de fagon automatisée, deux critéres de
sélection ont été considérés : une région hémi-méthylée correspond a I’accumulation de (i) 5
CpG hémi-méthylés au taux 40%-60% dans un intervalle de 100 pb ou (ii)) 20 CpG hémi-
méthylés au taux 35%-65% dans un intervalle de 350 pb. En regroupant les régions hémi-
méthylées séparées de moins de 100 pb, le critére utilisant le taux 40%-60% (respectivement
35%-65%) permet d’identifier 89 (respectivement 17) régions hémi-méthylées présentant une
taille moyenne de 60 (respectivement 689) pb dans la région de 677 kb via ’analyse

bioinformatique.

L’analyse visuelle des données épigénomiques a permis de détecter 67 régions hémi-méthylées.
Parmi elles, seules 11 ne présentent aucun variant a moins de 100 pb. La taille moyenne des
régions hémi méthylées détectées visuellement est de 314 paires de bases. La comparaison entre

ces deux méthodes est représentée dans la Figure 43.
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Figure 43 : Comparaison des détections bioinformatique et visuelle des régions hémi-méthylées.

En orange (Iére piste) : régions hémi-méthylées déterminées bioinformatiquement en considérant le taux de
méthylation 35%-65% et un rassemblement des régions hémi-méthylées localisées a moins de 100 pb. En vert
(2nde piste) : régions hémi-méthylées déterminées bioinformatiquement en considérant le taux de méthylation
40%-60% et un rassemblement des régions hémi méthylées localisées a moins de 100 pb. En rose (3eéme piste) :
régions hémi-méthylées déterminées visuellement. En bleu le gtf (version 11.1.109) du génome de [’espéce
porcine (Sscrofa.)
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3.2.2. Méthylation dépendante de I’origine parentale

3.2.2.1. Identification bioinformatique de DMR candidats

Parmi les 17 variants informatifs permettant de déterminer sans ambiguité 1’origine parentale des
deux alleles : 3 semblent présenter une méthylation alléle-spécifique a minima (la vérification
d’une spécificité parentale de la méthylation étant impossible pour ces variants en raison de
I’homozygotie des descendants dans un sens de croisement), et 2 semblent présenter un profil de
méthylation parent-spécifique chez les 7 animaux pour lesquels des données €pigénomiques sont
disponibles. L’exemple du variant localisé en 1 384 751 pb est montré sur la Figure 44. L annexe

1 permet de comprendre comment exploiter les génotypes a partir des données épigénomiques.

Pour ce variant, dans la famille compléte du croisement réciproque, le pere est homozygote
G/G, la mere est homozygote T/T et tous les descendants sont hétérozygotes G/T. Ainsi, la
visualisation de cette région d’intérét pour tous les individus permet de conclure a
I’identification d’une DMR dépendante de 1’origine parentale avec 1’allele paternel méthylé et

I’allele maternel non-méthylé.

1384750 bp

p-221

1A

Figure 44 : Exemple du variant 1 384 751 pb discriminant les CpG méthylées et non méthylées.

Visualisation des données épigénomiques de l'individu 128 a [’aide de IGV. Les lectures de 150 pb alignées ont
été triées selon les deux alléles a la position 1 384 751 pb : environ la moitié des lectures portent ’allele T
(marron) et I’autre moitié porte [’allele G (gris ou vert). Au niveau du dinucléotide CpG positionné a proximite,
les lectures incluant I’alléle T présentent majoritairement des CpG non méthylées (bleu) alors que les lectures
avec l'alléle G présentent majoritairement des CpG méthylées (rouge).

3.2.2.2. Validation de DMR parentale-spécifique
Pour confirmer la méthylation dépendante de 1’origine parentale identifiée au préalable, 3
régions dont la méthylation parentale-spécifique peut-€tre évaluée a I’aide des variants 1 384

751 pb, 1 645 662 pb et 1 859 450 pb ont été sélectionnées et analysées par MS-PCR puis
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séquengage Sanger. La MS-PCR permet d’amplifier de fagon indépendante 1’allele méthylé de

I’allele non-méthyl¢ via le design de couples d’amorces spécifiques.

Pour ce faire, seuls 2 descendants hétérozygotes pour un des 3 variants ont été exploités et
I’origine parentale de la méthylation dans le cerveau et le muscle a été évaluée (Figure 45). Les
résultats d’amplification sont mitigés mais analysables pour certains d’entre eux. Alors que
I’amplification des all¢les méthylés semblent avoir fonctionnée pour les variants 1 384 751 pb
et 1 859 450 pb, c’est I’amplification de 1’allele non-méthylé qui est correcte pour le variant 1

645 662 pb.

ADN ADN

~A~ ——~ —+—~ —— BS ~A~ ~—A~ ~—~—~ —— BS
C M CMTGC M C M Sangeau CMCMGCMC M Sangeau

ADN ADN
C M CMC M C M Sangeau C M C M C M C M Sangeau

ADN ADN
A A e BS e e BS

C M C M C M C M Sangeau C M C M C M C M Sangeau

Figure 45 : Electrophorése sur gel d’agarose des produits PCR obtenus avec les amorces de MS-PCR.

Variants 1 384 751 pb (variant 1), 1 645 662 pb (variant 7) et 1 859 450 pb (variant 9) pour les variants 1, 7 et
9. C: cerveau et M : muscle

Un séquencage Sanger a été réalis€ pour les produits d’amplification correcte pour valider ou
non la méthylation parentale-spécifique. L’exemple du variant localisé en 1 384 751 pb pour
I’amplification de 1’allele méthylé est présenté sur la Figure 46. Celui permet de démontrer que
la DMR localisée dans la région 1 384 751 pb est méthylée sur 1’alléle paternel dans le cerveau
et le muscle comme le suggérait les résultats issus des analyses bioinformatiques (paragraphe

3.2.2.1).
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Figure 46 : Chromatogramme du fragment méthylé issu de muscle pour le variant 1 384 751 pb.

Les quatre individus séquencés des 2 croisements réciproques sont présentés sur la gauche et leurs génotypes est
rappelé. La méthylation des dinucléotides CpG est encadrée en gris et la position du variant noté en bleu. Dans
tous les cas, I’allele paternel (T et G respectivement pour les croisements 1 et 2) est méthyle.

Ainsi, nous avons pu valider ’origine parentale des DMRs avoisinant les positions 1 384 751
pb et 1 859 450 pb avec une méthylation paternelle pour la région 1 384 751 pb et une
méthylation maternelle pour la région 1 859 450 pb ; aucune différence n’a été observée entre
le cerveau et le muscle. Aucune méthylation alléle ou parentale-spécifique n’a été observée
pour la région 1 645 662 pb comme le suggérait les analyses bioinformatiques bien qu’une zone

d’hémi-méthylation ait été observée.

3.3. Identification de I’expression parentale-spécifique

Indépendamment de la méthylation dépendante de ’origine parentale, 1’objectif de I’étude de
I’expression est d’identifier quels sont les genes soumis a empreinte de la région d’intérét dans
le cerveau et dans le muscle. Pour ce faire, nous avons exploité les 17 variants informatifs afin
d’observer s’ils permettaient de cibler des transcrits afin de potentiellement en déduire 1’all¢le

parental exprimé.

L’ ¢tude de I’expression a été réalisée de deux manieres : par inspection visuelle des données
transcriptomiques par génotypage des ADNCc issus des tissus cerveau et muscle pour 3 variants
sélectionnés (2 étant exprimés et soumis a empreinte parentale et un étant a expression

biallélique utilis¢ comme témoin).
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3.3.1. Analyse des données transcriptomiques

Nous avons recherché une signature moléculaire de I’empreinte parentale a savoir que le
génotype d’un individu & un variant informatif est hétérozygote sur I’ADNg et homozygote ou
avec un biais allélique sur I’ADNc. Cette expression mono-allélique doit en plus dépendre de

I’origine de ’alléle parental transcrit.

Parmi les 17 variants informatifs identifiés au préalable, 2 ciblent des transcrits exprimés de
facon bi-allélique dans le muscle et le cerveau (Figure 47A), 3 ciblent des transcrits exprimés
de fagon bi-allélique dans le muscle et non-exprimés dans le cerveau, 1 ciblant le transcrit non-
codant H79 semble soumis a empreinte parentale dans le muscle avec expression de 1’allele
maternel et non détecté dans le cerveau (variant 1 384 751 pb) (Figure 47B), 1 ciblant le transcrit
antisens long non-codant KCNQI1OTI semble soumis a empreinte parentale dans le muscle et
le cerveau avec expression de I’alle¢le paternel (1 859 450 pb) et 1 ciblant le transcrit /GF2
semble soumis a empreinte parentale dans le muscle avec une expression paternelle mais bi-

allélique dans le cerveau (1 471 484 pb).
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Figure 47 : Visualisation des données transcriptomiques avoisinant 2 variants d’intérét.

A- Exemple des données de séquengage ARN provenant du cerveau dans la région du variant 1 645 662 pb. Le
transcrit du gene TSSC4 montre une expression biallélique : tous les individus expriment les alleles A (vert) et G
(orange). B- Exemple des données de séquengage ARN provenant du muscle dans la région du variant 1 384 751
pb. Le transcrit du gene H19 montre une expression maternelle : les individus MSLW expriment uniquement
l'allele T (rouge), tandis que les 3 individus LWMS expriment uniquement l’alléle de référence (G, gris).
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3.3.2. Premiéres expériences de validation de I’expression de génes soumis a empreinte

Comme précédemment, nous avons souhaité confirmer ou non les résultats obtenus a partir des
données -omiques et des analyses bio-informatiques. Pour ce faire, nous avons génotypé les
ADNCc issus de cerveau et de muscle pour tous les individus du croisement réciproque. Les
mises au point faites au préalable pour le génotypage a I’aide de la méthode PACE® ont été

réutilisées pour les 3 variants d’intérét 1 384 751 pb, 1 645 662 pb et 1 859 450 pb.

Cette approche nouvelle n’a malheureusement pas permis de confirmer le statut d’empreinte
pour les génes H19 et KCNQI1OTI car les résultats sont ambigus et difficilement interprétables.
Nous avons tout de méme vérifié¢ que les ADNc synthétisés n’étaient pas contaminés avec de
I’ADNg. Il sera essentiel de poursuivre les mises au point ou d’utiliser une méthode plus
classique comme la RT-qPCR pour évaluer I’expression parentale-spécifique des transcrits
d’intérét. En revanche, 1’expression bi-allélique du transcrit TSSC4 ciblé par le variant 1 645

662 pb semble valider dans le muscle et le cerveau comme le montre la Figure 48.
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Figure 48 : Génotypage sur ADNg et ADNc du variant 1 645 662 pb ’aide de la méthode PACE®.

Les individus homozygotes AA et GG sont respectivement colorés en bleu et rouge alors que les individus
hétérozygotes A/G sont en vert. Les ADNg et ADNc semblent formés 2 groupes d’hétérozygotes composés des
mémes individus.

Ainsi, ces résultats préliminaires nécessitent d’étre approfondis afin d’évaluer précisément
quels sont les transcrits exprimés dans le cerveau et le muscle des porcelets pour améliorer
I’annotation du génome du porc dans cette région. En effet, il est important de rappeler que les
genes H19 et IGF2 ne sont pas annotés dans la version actuelle utilisée ici (fichier d’annotation

gtf 11.1.109).
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IV. DISCUSSION

4.1. Mise en évidence de deux régions soumises a2 empreinte parentale
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Figure 49 : Schématisation des résultats obtenus concernant ’empreinte parentale de la région HI19-
IGF2/KCNQI1-CDKNIC chez le porc (chromosome 2, entre les positions 1 381 838 bp et 2 059 694 bp).

En verts : les genes ; en rouge : chromosome maternel ; en bleu : chromosome paternel.

La région soumise a empreinte H/9-IGF2/KCNQI1-CDKNIC a été caractérisée finement par
des approches combinant technologies -omiques et techniques de biologie moléculaire a partir

de I’exploitation de croisements réciproques entre les races porcines LW et MS (Figure 49).

L’expression de I’origine parentale des transcrits a été réalisée au travers de I’étude des données
transcriptomiques. Les résultats préliminaires confirment pour certains génes le profil
d’empreinte dans le cerveau et le muscle en comparaison a d’autres études menées chez le pore,
I’Homme et la souris. A titre d’exemple, I’expression paternelle pour le géne /GF2 semble
spécifique du tissu musculaire puisqu’une expression bi-allélique est observé dans le cerveau.
Ceci conforte les données obtenues chez le porc et ’Homme ou le foie et le cerveau de foetus
et d’adultes montrent une expression bi-allélique d’/GF2 (Pham et al. 1998; Wrzeska et al.
2006; Ahn et al. 2022). Par ailleurs, I’ARNInc H19 présente une expression maternelle dans le
muscle et ne semble pas exprimé dans le cerveau des porcelets contrairement au cerveau de
feetus humains (Pham et al. 1998) suggérant un changement important entre les stades pré- et

post-natal. Il est cependant nécessaire d’analyser les données transcriptomiques plus finement
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et globalement le long du cluster H19-IGF2/KCNQI1-CDKNIC afin de lever des ambiguités
comme celle autour de I’expression de KCNQI. En effet, Yin-Quao et al. suggerent une
expression paternelle de KCNQ/! dans le cerveau chez le porc alors que celui-ci est & expression
maternelle chez ’Homme et la souris (Yin-Qiao Wu et al. 2020). Mes résultats tendent a
montrer que I’expression paternelle détectée au niveau de KCNQ! correspondrait en réalité a
I’ARNInc KCNQIOTI non annoté chez le porc et hébergé dans le géne KCNQI. Ainsi, en
considérant KCNQ1OT1, mes résultats sont concordants avec les données humaine et bovine

qui montrent une expression paternelle dans différents tissus (Robbins et al. 2012).

L’empreinte génomique parentale est un modele original de régulation épigénétique puisque
I’expression parentale-spécifique est régulée par D’apposition de marques épigénétiques
(méthylation de I’ADN ou histones) dépendante de I’origine parentale. Ici, j’ai montré, via
I’analyse des données épigénomiques et des approches ciblées, que deux régions proches de 1
384 751 pb et 1 859 450 pb s’apparentent respectivement a des DMR paternelle et maternelle.
Bien que I’ensemble des génes de la région ne soit pas annoté correctement dans la version
utilisée du génome du porc, la DMR paternelle est localisée entre les génes H19 et IGF?2 alors
que la DMR maternelle est positionnée dans le gene KCNQI et en amont du géne qui héberge
KCNQIOTI. La taille des régions identifiées ainsi que leur localisation suggerent fortement
que nous avons identifi¢ les centres de controle d’empreinte, appelés ICR1 et ICR2 chez
I’Homme et la souris (Shmela, Gicquel 2013). Ces résultats sont concordants avec ceux obtenus
chez le porc au moins pour ICR1 (Braunschweig, Owczarek-Lipska, Stahlberger-Saitbekova
2011). Par ailleurs, il sera important de poursuivre les analyses de méthylation afin d’identifier
d’éventuels d’autres DMR de cette région d’intérét comme les DMR somatiques en amont du
gene H19, HI19 prom, ou /GF2 DMRO et DMR2 (Monk et al. 2019). En effet, I’exploitation
d’¢échantillons de semence (non mentionné dans cette étude) présentera 1’intérét de distinguer

I’origine germinale ou somatique des DMR identifiés (Akbari et al. 2022; Jima et al. 2022).

Le nombre de génes soumis a empreinte représente environ 1 a 2% des genes annotés dans le
génome des mammiféres. Leur mode de régulation atypique induit a ce titre un mode de
transmission atypique connu sous le nom d’héritabilité génétique non-mendélienne. Des
mutations dans certains de ces geénes sont d'ailleurs responsables de phénotypes agronomiques
(Cockett et al. 1996; Van Laere et al. 2003). Méme si peu nombreux, les effets des genes soumis
a empreinte sur les phénotypes peuvent étre importants et représentent donc un domaine d’étude

a ne pas négliger. La communauté scientifique continue d’ailleurs de fournir des preuves de
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I’implication de I'empreinte génomique parentale dans la croissance et le développement des
especes de rente (Ibeagha-Awemu, Zhao 2015). Dans le cas des caracteres influencés par des
effets maternels qui sont mesurés et estimés a partir des performances des descendants comme
le poids de naissance ou la croissance avant sevrage, les génes soumis a empreinte génomique
parentale représentent une cible d’intérét. En effet, les génes soumis a empreinte sont connus
pour jouer un role majeur dans le développement et la croissance feetale et postnatale (Monk et
al. 2019). Par exemple, une étude récente menée chez I’Homme a montré que la transmission
d’un allele paternel dans le géne DLK était associée a une réduction significative du poids de
naissance (Moore et al. 2015). Bien qu’a I’heure actuelle, I’empreinte parentale ne soit pas
intégrée en routine dans les modeles d’évaluation des valeurs génétiques, adapter les modeles
en tenant compte de ces phénoménes non-mendéliens permettrait d’améliorer 1’estimation de
la valeur des reproducteurs, et donc I’efficacité¢ de la sélection (Goddard, Whitelaw 2014).
Malgré tout, avec le développement de nouvelles analyses génomiques et €pigénomiques, il est
possible qu'a I'avenir, les éleveurs ne s'appuient pas seulement sur les informations génétiques

mais utilisent également 1'épigénome des candidats a la sélection.

4.2. Une approche multiomique locale posant des bases pour Ila
caractérisation de ’'imprintome porcin

L’approche multiomique qui a permis de mettre en évidence les ICR de la région porcine
homologue a la région 11p15 de I’ Homme contribue a des développements visant a identifier
des signatures moléculaires de 1’empreinte a plus large échelle chez le porc. Des auteurs
influents dans le domaine de I’empreinte utilisent le terme « imprintome » pour désigner la
portion de I’épigénome qui correspond spécifiquement aux ICR (Jima et al. 2022). Alors que
des cartes détaillées de I’imprintome commencent a voir le jour chez les espéces modeles (Jima
et al. 2022; Richard Albert et al. 2023; Andergassen et al. 2017), la poursuite et I’extension a
d’autres régions du travail mené ici devrait aboutir a une premicére carte de I’imprintome porcin.
Dans cette optique, mes résultats constituent un appui a I’identification d’options pertinentes
pour la détection des motifs d’intérét, de méme que dans la mise au jour de certaines difficultés

expérimentales.

Mon travail de détection in silico par exploration IGV des régions hémi-méthylées a confirmé
qu’elles pouvaient s’étendre au-dela de 1 000 pb chez le porc (Ahn, Wu, et al. 2020), et que
I’adoption de critéres trop stricts d’hémi-méthylation ou de fusionnement de régions voisines

risquerait d’aboutir a la détection de DMR incomplétes. Concernant la détection des variants,
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mes résultats expérimentaux ont confirmé la validit¢ des haplotypes identifiés
bioinformatiquement dans la région H19/IGF2-KCNQ1/CDKNIC, ce qui confirme par la méme
occasion la pertinence des outils choisis, pour certains desquels il existe encore peu de travaux
comparatifs des performances sur données biologiques (Lindner et al. 2022). Par ailleurs, une
stratégie relativement stricte a ¢té¢ adoptée pour la découverte du polymorphisme, ce qui s’est
traduit par la sélection de seulement deux variants informatifs (en positions 1 384 751 pb et 1
859 450 pb) pour les expériences de validation (PACE® sur ADNc et MS-PCR). Compte tenu
du faible nombre d’incohérences relevées sur les génotypes (< 5%), certains critéres utilisés
lors de I’analyse bioinformatique pourraient étre relachés afin d’éviter d’écarter a priori des

variants dont la localisation est intéressante.

Pour des raisons de chronologie des analyses et de disponibilité¢ des échantillons, les données
transcriptomiques n’ont ¢été utilisées ici qu’a posteriori, afin de valider les modalités
d’expression d’un sous-ensemble de variants présé€lectionnés grace aux données
épigénomiques. Il pourrait étre intéressant d’effectuer 1’analyse transcriptomique sur
I’ensemble de la région sans a priori, pour identifier tous les variants a expression mono-
allélique disponibles, et ensuite distinguer ceux présentant une expression parent-dépendante
de ceux arborant une simple expression allele-spécifique. Une approche de ce type est d’ores et

déja envisagée par mon équipe d’accueil sur plusieurs régions d’intérét.

Ces données transcriptomiques sont d’autant plus intéressantes qu’il existe des marges
d’amélioration de I’annotation du génome du porc, en particulier dans les régions soumises a
empreinte qui présentent une certaine complexité transcriptionnelle (Ahn, Wu, et al. 2020; Ahn,
Hwang, et al. 2020b). Une analyse plus approfondie et systématisée des données
transcriptomiques disponibles pourrait permettre de résoudre une partie de cette complexité, et

par conséquent d’identifier un plus grand nombre de variants exprimés.

Les travaux rapportés ont aussi permis de mesurer certaines difficultés pouvant affecter les
expériences dans le champ de la génétique. Tout d’abord, la quantité de tissu disponible par
animal pour amplifier le matériel génétique est limitée et certaines réplications ou expériences
sont donc impossibles en 1’absence de tissu ou lorsque sa qualité est dégradée. Nous avons été
confrontés a ce probléme pour un verrat de I’une des familles, et ’absence de certaines données
pour cet individu complique par conséquent la détermination de 1’origine parentale des all¢les
de ses descendants. D’autre part, le temps nécessaire a la mise au point d’expériences all¢le-
spécifiques, incontournables quand on s’intéresse a I’empreinte parentale, dépend d’éléments

qui ne sont pas a priori contrdlables. Nous avons essayé de faire les choix les plus parcimonieux
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a la lumiere des données disponibles, mais de nouveaux essais sont nécessaires afin de
systématiser les expériences de PACE® ou de MS-PCR du type de celles que j’ai menées, afin
de les utiliser sur un grand nombre de variants d’intérét et ainsi étudier différentes régions du

génome soumises a empreinte simultanément.

CONCLUSION

Cette ¢tude a permis dans un premier temps de réaliser une synthése générale sur la génétique
en filiére porcine selon trois axes : (7) un axe historique présentant 1’organisation de la sélection
au sein de la filiére porcine, (ii) un axe technologique soulignant dans quelles mesures les
évolutions technologiques dans le domaine de la génétique ont permis d’optimiser cette
sélection, (iii) un axe plus prospectif proposant une synthése concernant les genes soumis a
empreinte parentale dont une connaissance fine pourrait contribuer a améliorer les modeles de

sélection génétique.

Dans un deuxiéme temps, la partie expérimentale de cette étude a proposé de rechercher des
signatures moléculaires caractéristiques de I’empreinte parentale dans une région (homologue
alarégion 11p15 humaine) du génome porcin. Elle a notamment permis de mettre en évidence
dans I’espece porcine deux grandes régions (> 1200 pb) riches en CpG hémi-méthylés dont les
données épigénomiques et transcriptomiques permettent de conclure a une méthylation et une
expression parent-dépendante caractéristique de I’empreinte parentale. Cependant, pour étudier
un plus grand nombre de régions, des mises points supplémentaires de méthodes pour I’étude
de I’expression (comme la PACE® sur ADNCc, afin d’utiliser une méthode moins couteuse que
le séquengage d’ARN) et de I’origine parentale de la méthylation (comme la MS-PCR) sont

nécessaires.

Enfin, comme évoqué dans ce manuscrit, les cinquante derniéres années se caractérisent par
une véritable révolution technologique permettent une connaissance toujours plus riche du
génome de différentes especes. Or, les données génomiques (« facilement » accessibles
aujourd’hui) ne permettant pas a elles seules d’expliquer en totalité le phénotype, ¢’est pourquoi
le développement de technologies visant a étudier des données épigénomiques pourrait
constituer la quatriéme révolution technologique. En effet, que ce soit en sélection animale, ou
(et a fortiori) en médecine humaine, 1’étude de I’expression du génome et de 1’interaction entre
génome et environnement constitue un sujet suscitant I’intérét de nombreux chercheurs et

acteurs de ces domaines.
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Annexe

Annexe 1 : Lien entre lectures de séquencage apres conversion enzymatique et génotype

a) Conséquence de la conversion enzymatique (toutes les combinaisons étant représentées); b) Lien entre

génotype et lectures de séquengage apres conversion enzymatique.
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Signatures moléculaires des génes soumis a empreinte parentale chez le porc

Chez les mammiféres placentaires, un sous-ensemble de genes est exprimé de facon mono-allélique et parent-
dépendante. Ce phénomeéne héréditaire, régulé au travers de méthylations de I’ADN, est nommé empreinte
génomique parentale. Moins étudié chez le porc que chez I’Homme ou la souris, il est pourtant associé¢ a des
caractéres d’intérét en filiére porcine. Ce manuscrit propose une synthése (i) de I'utilisation de I’information
biologique pour ’amélioration des populations porcines d’élevage et (ii) des connaissances acquises sur
I’empreinte parentale et son influence sur le phénotype. De plus, il rapporte un travail expérimental de
caractérisation chez le porc de la région HI9/IGF2-KCNQI/CDKNIC, impliquée dans la croissance et la
musculature des animaux. Une approche multi-omique originale montre ainsi que celle-ci héberge des signatures
moléculaires de I’empreinte parentale et apporte des données précieuses pour comprendre plus finement les

régulations dont elle fait 1’objet.

Mots-clés : sélection génomique, épigénétique, séquengage de méthylome, séquencage d’ARN, croisement

réciproque, région 11pl5.

Molecular signatures of imprinted genes in pigs

In placental mammals, a subset of genes is expressed in a mono-allelic and parent-dependent manner. This
hereditary phenomenon, regulated through DNA methylation, is called parental genomic imprinting. While less
studied in pigs compared to humans or mice, it is nevertheless associated with important traits in the swine
industry. This manuscript provides a synthesis of (i) the use of biological information for the improvement of
commercial pig populations and (ii) the knowledge acquired on parental imprinting and its influence on phenotype.
Additionally, it reports an experimental study characterizing the H19/IGF2-KCNQ1/CDKNIC region in pigs,
which is involved in growth and muscular development. An original multi-omics approach demonstrates that this
region harbors molecular signatures of parental imprinting and provides valuable data for a more refined

understanding of the involved regulatory mechanisms.

Keywords : genomic selection, epigenetics, methylome sequencing, RNA sequencing, reciprocal crossing,

11p15 region.
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