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Résumé

Le projet a pour ambition I'exploration chez la truite arc-en-ciel, des bases génétiques et fonctionnelles de la
résistance a Flavobacterium psychrophilum, une bactérie qui provoque des mortalités importantes dans les
élevages de salmonidés. Il associe généticiens, bactériologistes et immunologistes pour (i) identifier du
matériel biologique (clones de truite) de performance contrastée en terme de résistance a la bactérie,
support des études ultérieures ; (i) décrire la diversité de la réponse de I'hdte au pathogéne par des
approches fonctionnelle (phénotypes constitutifs de la réponse immunitaire, expression de genes candidats
et profils transcriptomiques) et génétique (polymorphisme des genes du MHC et cartographie de QTL) et (iii)
acquérir les informations de base nécessaires a lintroduction de la résistance a la maladie dans les
schémas de sélection. Une premiere étude de génes possiblement responsables de la virulence chez la
bactérie, a travers le test de mutants bactériens d’insertion, compléte ces approches.

Principaux résultats obtenus et applications envisa geables

Un criblage de lignées isogéniques homozygotes de truite a d'abord permis d'identifier des groupes de
résistance opposée. Ces lignées sont utilisées comme support pour explorer les mécanismes de virulence
bactérienne d’une et différentes facettes de la réponse de I'h6te a I'infection d’autre part.

Mécanismes de virulence : I'infection avec 2 souches bactériennes différentes (JIP 02/86 représentative des
populations associées a la truite arc-en-ciel et THC 02/90 représentative des populations associées aux
saumons du Pacifique) révéle des différences marquées dans la cinétique de I'infection et les symptdomes
associés. Plus de 1200 mutants bactériens ont été induits chez THC 02/90 grace au transposon Tn4351. Un
génotypage a moyen débit a permis une préselection de mutants de virulence potentiellement atténuée.
L'approche a été validée avec des phénotypes bactériens faciles a observer (perte de pigmentation ou de
mobilité). Parmi les 10 mutants testés in vivo avec une lignée de truite hautement sensible, deux ont montré
une virulence moyennement ou fortement atténuée, confirmant le réle potentiel des genes invalidés dans la
virulence.

Réponse de I'héte a l'infection : la comparaison de lignées de sensibilité opposée pour les composantes de
la réponse innée suggeére un rdle limité de la phagocytose et une participation complexe du complément a la
résistance. L'analyse des maodifications du transcriptome du pronephros par linfection a été aussi étudiée
chez une lignée sensible et une lignée résistante. Cette analyse comparée, effectuée grace aux puces
Agilent génériques de truite, met en évidence la méme réponse transcriptionnelle centrale dans les deux
cas, associée a une réponse innée antibactérienne : les génes des médiateurs de l'inflammation comme
L1 ou mmp9/13 sont fortement induits de méme que des cytokines régulatrices comme [IL10.
Globalement, I'analyse transcriptomique effectuée 5 jours aprés infection ne révele pas des orientations
différentes de la réponse immunitaire innate contre Flavobacterium, la principale différence entre sensibles
et résistants étant l'intensité de la réponse inflammatoire, plus modeste chez les résistants ou la charge
bactérienne est aussi plus réduite. La cinétique de la réponse transcritptionnelle serait plus révélatrice des




différences de réponse entre les deux fonds génétiques. Cependant, une induction plus marquée des genes
(multiples chez la truite) du complément C3 a été observée chez les résistants, correspondant
potentiellement a une réponse antibactérienne plus marquée dans ce contexte.

Structure et polymorphisme de génes candidats : les individus homozygotes ont servi de support a une
caractérisation poussée de la structure et du polymorphisme des génes MH chez la truite. De nouvelles
séquences ont été produites pour les genes de classe | et Il classiques et non classiques. Les séquences,
soumises dans EMBL, ont été incorporées dans la base de données de séquences nucléotidiques
IMGT/LIGM-DB, dans IMGT/DomainDisplay et dans IMGT Repertoire selon les critéres standardisés de
classification (nomenclature des génes et alleles), de description (labels IMGT) et numérotation (IMGT
Colliers de Perles) du systeme IMGT® (http://www.imgt.org). Si les analyses de liaison n'ont pas confirmé le
réle des génes MH étudiés dans la variabilité de résistance a F.p. dans le dispositif QTL utilisé, ces données
constituent un apport notable a la connaissance du systéme MH chez la truite, et plus généralement chez
les poissons.

Bases moléculaires de la résistance : un genome-scan (210 marqueurs microsatellites et SNP) d’une famille
haplo-diploide de 282 descendants F2 a permis d’identifier plusieurs zones chromosomiques potentiellement
impliquées dans la résistance. La co-localisation éventuelle de plusieurs génes candidats fonctionnels avec
les zones QTL identifiées a été testée. Dans le croisement étudié, seul le géne TAP-1 semble dans ce cas,
l'intérét potentiel des autres génes testés identifiés dans la littérature ou a lissue des analyses
transcriptomique (CMH, divers senseurs et cytokines pro ou antiinflammatoire) n’est pas confirmé.

Faisabilité d’'une sélection pour la résistance a la bactérie : I'héritabilité de la résistance a été estimée dans
une population domestique francaise, a partir d'un dispositif familial robuste et optimisé pour les caracteres
de survie. L'estimation obtenue est encourageante (0.25 + 0.08 sur I'échelle observée et entre 0.50 £ 0.15 et
0.56 + 0.18 pour la variable sous jacente). Des estimations encourageantes du progreés génétique potentiel
ont été obtenues en simulant un dispositif compatible avec les schémas de sélection nationaux (structure
familiale, effectif, codt de I'information généalogique, conditions de recueil des phénotypes).

Perspectives

Des outils de portée générale pour I'étude des interactions hodte-pathogénes chez la truite ont été établis
(lignées de truite de résistance opposée, mutants bactériens, caractérisation des génes MH chez la truite).
Le bilan des analyses fonctionnelles permet d’établir un premier panorama de la réponse a l'infection et de
ses composantes immunitaires chez la truite, et d’orienter de futures études.

L'analyse moléculaire et quantitative de la variabilité de la résistance confirme I'existence d'une variabilité
génétique de la résistance dans les populations domestiques. Un progrés génétique substantiel parait
réalisable avec les dispositifs de sélection actuels. Les résultats ont été présentés aux professionnels, et un
projet complémentaire associant sélectionneurs et recherche est en cours d'élaboration. L'intensification
rapide des outils de génomique et de génotypage chez la truite doit permettre d’engager la cartographie fine
des QTL primo-localisés, dans la perspective a terme de stratégies de type SAM.
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