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Les connaissances sur 1’organisation moléculaire des organismes vivants ont fortement
progressé au cours des derniéres années. Les méthodologies associées permettent aujourd’hui
I’analyse simultanée de centaines, voire de milliers de genes ou protéines. Leur application a
I’étude de la physiologie des animaux d’élevage génere des avancées considérables sur la
connaissance du déterminisme et de la maitrise des qualités de la viande et des chairs de

poisson.

La génomique est 1’étude de la struc-
ture, de la fonction et de I’évolution des
génomes (pour revue voir Picard et al
2012a). La connaissance des génomes et
le développement des outils de séquen-
cage ont permis 1’essor de la génomique
fonctionnelle ou expressionnelle. Elle
s’intéresse au fonctionnement des géno-
mes, grace notamment a la possibilité
d’analyser simultanément des milliers de
polymorphismes génétiques, de transcrits
(transcriptomique) ou de protéines (pro-
téomique) sur des puces dédiées. Ces
outils ont été mis en ceuvre au cours des
derniéres années afin de révéler des génes
ou des protéines dont I’expression ou
I’abondance est associé¢e a un phénotype
d’intérét tel que la qualité de la viande.
L’objectif de ces recherches est d’identi-
fier des biomarqueurs de la qualité finale
de la viande quantifiables du vivant de
I’animal ou précocement post-mortem
(p.m.) sur la carcasse, pour orienter les
carcasses ou les pi¢ces vers des procédés
de transformation ou des circuits de dis-
tribution adaptés.

La quantification de ces biomarqueurs
permettrait de prédire dés la naissance
dans le cas de biomarqueurs SNP, ou au

cours de la croissance jusqu’a ’abattage
dans le cas d’expression de genes ou de
protéines, la qualité ultérieure des vian-
des dont 1’évaluation est actuellement
coliteuse, invasive et/ou tardive, car
réalisée sur échantillon prét a étre
consomm¢ (c’est-a-dire aprés matura-
tion). Par ailleurs, 1’utilisation de mar-
queurs d’expression permet d’appréhen-
der les interactions entre facteurs géné-
tiques et environnementaux qui concou-
rent a 1’élaboration de phénotypes com-
plexes tels que la qualité de la viande (te
Pas et al 2011). Ces connaissances per-
mettraient d’adapter les conduites d’éle-
vage au potentiel des animaux et de mieux
utiliser les viandes selon leurs caracté-
ristiques. Au cours des derniéres années,
ces technologies ont été mises en ceuvre
dans la plupart des filiéres de production
de viandes (voir par exemple les synthe-
ses de Hollung et al 2007, Wimmers
et al 2010, Picard et al 2012b). L’objet
de cet article est de faire le bilan pour
chaque filiere des connaissances acquises
grace aux études de génomique, de pré-
senter certaines applications issues de
ces travaux ainsi que les perspectives au
regard de I’évolution actuelle des tech-
nologies a haut débit.

1/ Génomique structurale

La variabilité génétique trouve en par-
tie son origine dans le polymorphisme
de trés nombreux geénes impliqués plus
ou moins directement dans les fonctions
biologiques participant a I’expression
des caractéres. Si la majorité des muta-
tions a I’origine de ces polymorphismes
ont des effets non quantifiables car trop
faibles, certaines peuvent toutefois étre
détectées si leur effet biologique sur le
caractére est suffisamment marqué et si
leur fréquence est suffisante dans la
population étudiée. Ainsi, des génes
hébergeant une mutation dont 1’effet sur
le caractére est important, dénommés
genes majeurs, ont été mis en évidence
dans quasiment toutes les especes domes-
tiques destinées a la production de viande.
C’est par exemple le cas des mutations
dans le géne GDF§ des bovins (myosta-
tine) qui, a I’état homozygote, ont pour
conséquence le phénotype hypermusclé
«culard » (Allais ef al 2011). Sans aller
jusqu’a des effets aussi extrémes que
rares, I’é¢tude du déterminisme génétique
des caractéres montre qu’il existe une
gamme de polymorphismes dont I’effet
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est suffisamment marqué pour qu’ils
soient détectés, et exploités en sélection
animale.

La génomique structurale a pour objec-
tif de détecter les régions génomiques
présentant des mutations causales, en
analysant la variabilité du caractére étu-
dié conjointement au polymorphisme de
marqueurs moléculaires répartis tout au
long du génome. Les premiers program-
mes de détection de ces régions dénom-
mées QTL (« Quantitative Trait Locus »)
ont été mis en ceuvre par analyse de liaison
intra-famille avec des marqueurs micro-
satellites. Ces populations ressources
sont généralement issues de croisements
entre races ou lignées tres différentes afin
d’augmenter la probabilité de ségrégation
des alléles (copie mutée ou non) au QTL.
Une vingtaine d’expérimentations ont
ainsi été mises en ceuvre en production
porcine permettant la détection de nom-
breux QTL des qualités de la viande (Hu
et al 2007). Dans le cas des bovins, il
n’existe au niveau mondial qu’un nombre
réduit de populations ressources phéno-
typées pour la qualité de la viande, qui
ont toutefois permis de détecter 14 QTL
de la tendreté répartis sur 10 chromo-
somes (Hu et al 2007). Chez le poulet,
une population ressource issue du croi-
sement expérimental entre animaux
contrastés pour la croissance a permis
d’identifier les premiers QTL de qualité
de la viande dans cette espéce en France
(Nadaf et al 2007). Ainsi des QTL forts
contrdlant la cinétique de chute de pH
p.m., déterminante pour les qualités tech-
nologiques et sensorielles, ont ét¢ iden-
tifiés sur les chromosomes 1 (pH 15 min.)
et 4 (pH ultime). La localisation de tous
ces QTL reste toutefois généralement trés
imprécise (plusieurs dizaines de centi-
morgans cM : unité de mesure de dis-
tance entre deux genes liés) car I’analyse
de liaison intra-famille exploite la ségré-
gation sur une seule génération et de ce
fait les liaisons physiques entre mar-
queurs a I’origine des Déséquilibres de
Liaison (DL, voir encadré) sont mainte-
nues sur de grandes distances.

La disponibilité récente de puces a SNP
(« Single Nucleotide Polymorphism »)
a haute densité (BovineSNP50, Porcine
SNP60 et PouleSNP60 d’Illumina avec
plus de 50 000 marqueurs, soit 15 a 20
SNP par cM) permet d’entreprendre des
analyses d’association directement dans
les populations de production en exploi-
tant le DL au niveau racial. Avec des
parents nombreux et peu apparentés,
on multiplie les possibilités de recom-
binaison dans les générations passées.
Les segments chromosomiques conser-
vés sont alors de taille réduite. De ce fait,
en travaillant au niveau populationnel et
en utilisant une forte densité en SNP, on
peut espérer que des mutations causales
se retrouvent suffisamment proches et
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Encadré. Définitions.

CODE BARRE unique
quels que soient F'age
et le tissu

CODE BARRE d'un tissu
d’un individu a l'instant t

mmmp Génome

mmmmp [ranscriptome

mmmp Protéome

Protéines

Le code génétique, support de I'hérédité, propre a chaque individu et comparable
a un code barre unique pour chacun, est porté par les genes (ADN). L'analyse des
génes correspond a I'analyse du génome.

L’information génétique est décryptée dans un message spécifique sous forme
d’'un ARN messager (ARNm, appelé encore transcrit) lors de la transcription qui
a lieu dans le noyau des cellules. Lors de la traduction, I'information contenue
dans les ARNm est utilisée pour la synthése des protéines. L'analyse de I'ensemble
des messagers (transcriptome) correspond a la transcriptomique, I'analyse de
I'ensemble des protéines (protéome) correspondant a la protéomique. Le profil en
ARNmM et protéines d’un individu est défini génétiquement, mais est soumis tout au
long de sa vie a des variations liées a I'age, I'activité physique, I'alimentation etc.

La génomique structurale s’intéresse a des régions sur 'ADN qui portent des
mutations ayant des effets sur des caractéres d’intérét comme la qualité de la
viande. Les régions hébergeant ces mutations causales sont désignées par le
terme de QTL (« Quantitative Trait Loci »). Sur le génome, les mutations
causales sont « noyées » parmi un trés grand nombre de polymorphismes générés
par autant de mutations qui ont changé un nucléotide sans affecter la synthése
protéique. Ces polymorphismes appelés SNP (« Single Nucleotide Polymorphism »)
sont présents en trés grand nombre dans le génome (plusieurs millions). lls sont
largement utilisés comme marqueurs du génome car sans effet sur les phénotypes
et facilement mis en évidence par génotypage.

Les deux copies (alleles) d’'une mutation (ou d’'un SNP) ségrégent dans la popu-
lation, c'est-a-dire sont transmises indépendamment I'une de I'autre a chaque
génération. Pour les alléles de deux polymorphismes (mutation ou marqueur) situés
sur deux chromosomes différents la ségrégation est forcément indépendante du
fait du brassage des chromosomes lors de la méiose. Deux polymorphismes situés
sur le méme chromosome sont transmis conjointement tant que les recombinaisons
chromosomiques lors des méioses successives sont peu fréquentes, c'est-a-dire
lorsque les deux polymorphismes sont proches 'un de 'autre. Plus cette distance
augmente plus la ségrégation devient indépendante. Le Déséquilibre de Liaison
(DL) traduit cette probabilité d’association préférentielle entre deux alléles au niveau
d’'une population.

Sélection Assistée par Marqueurs (SAM) : lorsque des candidats a la sélection
ont été génotypés pour un certain nombre de polymorphismes, il est possible de
les choisir sur la seule information moléculaire en fonction des alléles présents.
L'efficacité d’'une sélection assistée par marqueurs dépend du degré de DL entre
les marqueurs génotypés et les mutations causales a l'origine des QTL.

La génomique fonctionnelle ou expressionnelle s’intéresse au fonctionnement
du génome, c’est-a-dire a la transformation du code génétique en ARNm ou protéines.
Les protéines sont le produit final de I'expression des génes. Un géne peut donner
lieu a la formation d’une unique protéine ou bien de plusieurs formes d’'une méme
protéine, dans ce cas on aura plusieurs protéines pour un seul géne. Dans cer-
tains cas, le géne peut étre présent, mais la protéine absente.

en DL avec certains des marqueurs SNP
de la puce. Les analyses d’association
entre les SNP et les phénotypes enregis-
trés sur un grand nombre d’animaux

permettent ainsi de détecter et de carto-
graphier finement (environ 3-4 cM) un
nombre ¢levé de QTL, comme cela a déja
été démontré en production bovine laiticre.
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Pour la production de viande, les pre-
miers résultats de détection de QTL a
’aide de puces a SNP sont disponibles.

Trois études ont ainsi été publiées sur
la cartographie fine de régions QTL des
teneurs en androsténone et scatole sur
600 a 1 200 animaux dans quatre popu-
lations commerciales de porcs en Hol-
lande, France et Norvége (Duijvesteijn et
al 2010, Le Mignon et a/ 2010, Grindflek
et al 2011). Des analyses de détection
de QTL réalisées en race Large White
mettent en évidence un plus grand nom-
bre de QTL par caractére pour les qualités
de la viande que pour les performances
d’engraissement ou d’abattage (Sanchez
et al 2014). Chez le poulet, une étude de
cartographie des QTL a I’aide de la puce
Illumina 60 K a permis d’identifier de
nombreuses régions candidates impli-
quées dans le contrdle de la qualité de la
carcasse et de la viande d’une population
Label a croissance lente (Allais et al
2014a).

Concernant la viande bovine, une
premiére ¢tude australienne a mis en
évidence des SNP significativement asso-
ciés a la teneur en Lipides IntraMuscu-
laires (LIM) et a la force de cisaillement
chez des jeunes bovins de diverses origi-
nes raciales, toutefois seuls 1/8 des SNP
découverts furent validés lors de tests
sur une population de méme origine
génétique (Bolormaa et a/ 2011). 1l faut
noter que ces recherches de QTL doivent
étre systématiquement complétées par
des études de validation pour écarter les
possibles « faux positifs » spécifiques a
I’échantillonnage réalisé. En France, le
projet national Qualvigéne a permis le
génotypage et le phénotypage de 3 349
jeunes bovins de races Charolaise,
Limousine et Blonde d’Aquitaine. Une
quarantaine de QTL de la note de tendre-
té et de la force de cisaillement ont été
détectés en races Charolaise et Blonde
d’Aquitaine, mais 8 seulement en race
Limousine (Allais et a/ 2014b). La den-
sité de la puce actuellement utilisée
(1 SNP tous les 50 a 70 Kb) n’est toute-
fois pas suffisante pour analyser conjoin-
tement des animaux de différentes races
puisque seuls les déséquilibres de liaison
sur des distances inférieures a 10 Kb sont
conservés entre races (Gautier ef al 2007).
De ce fait, les QTL et le panel de SNP
utilisables pour une sélection sur mar-
queurs (SAM) sont spécifiques d’une
population.

Pour préciser plus finement les régions
QTL en utilisant conjointement les phé-
notypes de plusieurs races, il est désor-
mais possible d’utiliser en production
bovine une puce de plus forte densité, la
puce BovineHD Illumina (777 609 SNP).
Il est aussi possible d’utiliser une puce
de moindre densité sur laquelle sont
imputés les génotypes aux 777 609 SNP

si un nombre suffisant d’animaux repré-
sentatifs de chaque race ont été génotypés
avec la puce HD (Druet et Georges
2010). En effet, il a été montré qu’a par-
tir de 5 153 taureaux de diverses races
génotypés avec la puce BovineHD, le
taux d’erreur d’imputation de la puce
Bovine SNP50 vers la puce BovineHD
était inférieur a 2% pour la plupart des
races bovines laitiéres et allaitantes
exploitées en France (Hozé ef al 2013).
Cette possibilité représente une avancée
majeure puisque les analyses d’associa-
tion peuvent désormais se faire avec des
marqueurs répartis tous les 4Kb et per-
mettent d’obtenir des intervalles de détec-
tion de I"ordre du cM. Une telle analyse
a été pratiquée sur I’ensemble des bovins
aviande génotypés (54K comme HD) en
Australie et a permis de détecter les QTL
des aptitudes bouchéres et des qualités
de la viande en distinguant les QTL
ayant pour origine une mutation chez un
ancétre de la sous-espéce Bos taurus ou
Bos indicus (Bolormaa et al 2011).

Pour les caracteres de qualité de viande
qui sont généralement difficiles a mesu-
rer, I’objectif de ces détections de QTL
réside plus dans la mise en évidence de
mutations causales pour une sélection sur
géne que dans la mise en place d’une
sélection assistée par marqueurs ou
sélection génomique. En effet une sélec-
tion sur marqueurs repose sur 1’existence
dans la population de DL entre marqueurs
et mutations causales. Or, les DL sont
affectés par les recombinaisons méio-
tiques au cours des générations et il faut
régulierement vérifier les associations
entre marqueurs et phénotypes, ce qui
est pratiquement impossible pour des
caractéres tels que les composantes de
qualité de la viande chez les bovins. La
mise en évidence des mutations causa-
les suite aux détections de QTL reste
une opération délicate car le nombre de
genes candidats et surtout le nombre de
mutations candidates a valider peut étre
trés élevé. Heureusement, cette tache peut
étre largement facilitée par la possibilité
de séquencer a un prix devenu abordable
le génome complet d’animaux (Meuwis-
sen 2010). Par exemple, la disponibilité
de plusieurs reproducteurs séquencés et
dont on connait le statut au QTL grace
a un nombre suffisant de descendants
phénotypés et génotypés, permet d’entre-
prendre une analyse de concordance entre
statut au QTL et génotype a chaque paire
de base de nucléotides de la région du
QTL et de ne retenir comme mutations
causales candidates que les polymor-
phismes qui concordent chez plusieurs
reproducteurs hétérozygotes au QTL. Une
autre voie possible consiste & imputer sur
la séquence compléte toute la population
de détection génotypée (54K ou HD) et
a procéder a une analyse d’association
directement sur tous les SNP de la
séquence. Ces avancées dans les tech-

niques de séquengage et dans les métho-
des d’analyses statistiques doivent per-
mettre la mise en évidence d’un nombre
croissant de mutations causales impli-
quées dans la variabilité génétique des
qualités de la viande a partir des popu-
lations déja phénotypées et génotypées.

2 / Génomique expression-
nelle : transcriptomique,
protéomique

Dans toutes les espéces d’animaux de
rente, des analyses de génomique expres-
sionnelle ont été mises en ceuvre pour
identifier des génes ou protéines reliés a
des caracteres d’intérét comme les qua-
lités de la viande. Les caracteres ciblés
et leurs facteurs de variation peuvent
différer selon les filiéres, mais les démar-
ches suivies sont assez similaires. Ce
chapitre présente par espece les straté-
gies développées et le bilan des résultats
en fonction des objectifs de qualité
recherchés.

2.1/ Le cas de la viande bovine :
des biomarqueurs aux outils de
phénotypage

Bien que les processus biologiques qui
contrélent la qualité de la viande bovine
soient connus (Guillemin et al/ 2009) et
qu’un certain nombre de QTL aient été
déterminés, le controle de la variabilité
de la tendret¢ demeure un défi majeur
pour la filiére bovine (Flamion et al
2013). Cette qualité présente une varia-
bilit¢ forte et non maitrisée qui induit
une insatisfaction des consommateurs et
explique en partie la diminution de
consommation de cette viande. Cette
qualité ne peut étre appréciée qu’apres
I’abattage par des mesures mécaniques
ou par un jury d’analyse sensorielle. Aussi
I’ensemble de la filiére, des éleveurs,
sélectionneurs jusqu’aux industriels, est
en attente d’outils permettant d’estimer
le potentiel de tendreté sur 1’animal
vivant ou la carcasse. La stratégie déve-
loppée depuis une dizaine d’année a été
i) de rechercher des marqueurs de tendre-
t¢ (ARNm ou protéines) en comparant
grace aux outils de génomique des lots
d’animaux extrémes sur ce critére, ii) de
valider la relation entre ces marqueurs
et la tendreté sur des effectifs élevés
d’animaux représentatifs de 1’élevage
bovin frangais, iii) d analyser I’influence
des facteurs de production sur I’expres-
sion de ces marqueurs, iv) d’approfondir
I’analyse des fonctions biologiques impli-
quées dans 1’élaboration de la tendreté,
et v) d’utiliser I’ensemble des connais-
sances pour développer des outils de
prédiction utilisables par la filiere en par-
ticulier pour du phénotypage moléculaire
(pour revue Picard et al 2012a) (figure 1).
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Figure 1. lllustration de la stratégie pour I'espéce bovine allant de la recherche de biomarqueurs, a leur validation, leur utilisation
pour I'établissement d’équations de prédiction, jusqu’a la mise au point d’outils pour la filiere.

—_

1

o

Adipocytes

o N M O

Tendreté __

Analyse a grande échelle
(puces a ADN, dot-blot)

Analyse simultanée
de plusieurs marqueurs
sur plusieurs échantillons

a) Utilisation des outils de génomique
pour la recherche de marqueurs de
tendreté

Plusieurs analyses de génomique
expressionnelle (protéomique et/ou
transcriptomique) ont ¢été réalisées
(projets nationaux ANR-ApisGene et
européen ProSafeBeef) pour mieux
comprendre les mécanismes impliqués
dans I’¢laboration de la tendreté et iden-
tifier des marqueurs. Elles ont permis
d’établir une liste de marqueurs biolo-
giques de la tendreté de la viande bovine
(Bouley et al 2004, Hocquette et al 2007,
Chaze et al 2009). Les résultats issus de
ces projets et de la bibliographie montrent
que les marqueurs retenus sont impliqués
dans les fonctions biologiques suivantes :
métabolisme énergétique musculaire gly-
colytique et oxydatif, métabolisme du
calcium, ultrastructure, contraction, stress
oxydatif, protection cellulaire et apoptose.
Une analyse bioinformatique a permis
d’enrichir la liste de biomarqueurs d’en-
viron 200 protéines candidates et d’illus-
trer les interactions entre ces différents
marqueurs permettant ainsi de mieux
comprendre les grandes fonctions biolo-
giques impliquées dans la tendreté (Guil-
lemin ef al 2011a). La majorité des tra-
vaux a porté sur le muscle Longissimus
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Tissu conjonctif

Biochimie/histochimie

Protéomique

2005 a 2014...

Liste de biomarqueurs

o

2008 a 2014...

Tendreté observée
NWhAhoOoN

Outil terrain d’évaluation
de la tendreté, simple,
rapide et peu colteux

Thoracis (LT, entrecote). Dans ce muscle,
des protéines associées au type rapide
glycolytique (phosphoglucomutase, lac-
tate déshydrogénase B, triophosphate
isomérase, glycéraldéhyde 3 phosphate
déshydrogénase,  énolase, isoformes
de la troponine T rapide, isoformes de
chaine lourde de myosine IIx...) sont
moins abondantes chez les animaux don-
nant la viande la plus tendre. Au contraire,
des protéines liées au type lent oxydatif
comme la chaine lourde de myosine
lente, plusieurs enzymes mitochondria-
les comme la succinate déshydrogénase
ou la sous unité 1 de la cytochrome b-c1,
sont plus abondantes dans les muscles
LT les plus tendres (Picard et a/ 2012b,
Ouali ef al 2013). Des protéines impli-
quées dans le métabolisme et les flux
de calcium telles que la parvalbumine
(Bouley et al 2004) ou I’annexine A6
(Bjarnadottir ef a/ 2012) ont également
¢été identifiées comme marqueurs de ten-
dreté, en accord avec le réle important
que joue le calcium dans la maturation
de la viande (Ouali 1992). L’accumulation
p.m. de calcium dans le sarcoplasme
active les calpaines qui interviennent
dans la dégradation de protéines myofi-
brillaires, induisant une désorganisation
de I'ultrastructure. Hollung et a/ (2007)
ont ainsi montré que 48 heures aprés

Transcriptomique

Génomique

Equations de prédiction

A

4 6
Tendreté prédite

2010 a 2014...

abattage, la teneur en fragments de pro-
téines structurales telles que l'actine, la
myosine, la troponine T et des enzymes
métaboliques était positivement corré-
1ée avec la tendreté. Des protéines de la
famille des (Hsp) ont été révélées comme
marqueurs de la tendreté au niveau du
transcrit ou de la protéine dans différentes
expérimentations (Hsp40, Hsp27, Hsp20,
a-B crystalline, Hsp70) (Picard et al
2011, Hocquette et al 2012, Picard et al
2012b, Carvalho et al 2014). Les Hsp en
particulier Hsp 27 sont impliquées dans
le maintien de I’organisation ultrastuc-
turale des muscles interagissant avec
les myofilaments (Lomiwes et al 2014).
Les Hsp sont également impliquées dans
la régulation de I’apoptose (mort cellu-
laire programmée). Selon la théorie de
Ouali ef al (2006), I’activité anti-apop-
tique des Hsp pourrait ralentir le proces-
sus de mort des cellules en phase p.m.
précoce et améliorer ainsi la tendreté.
En accord avec cette théorie, d’autres
protéines en lien avec I’apoptose ont été
identifiées comme marqueurs de ten-
dreté : la galectine-1 (Bjarnadottir et al
2012), Park7 (Picard et al 2012b). Des
protéines associées a la réponse au stress
oxydant, telles que la super oxyde dis-
mutase (SOD1) ou la peroxiredoxine 6
(PRDX6) ont également été proposées
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comme marqueurs de la tendreté (Jia et
al 2009, Guillemin et al 2012).

L’analyse de différents muscles et
races fait apparaitre des spécificités des
marqueurs selon ces deux facteurs (Chaze
et al 2009, Guillemin et al 2012, Picard
et al 2013). Par exemple, (Morzel et al
2008) rapportent une relation positive
entre I’abondance de la protéine Hsp27
et la tendreté chez des taurillons de race
Blonde d’ Aquitaine ; au contraire Bernard
et al (2007) montrent une relation néga-
tive entre I’abondance des ARN messa-
gers et la tendreté chez des taurillons
Charolais. De la méme facon, chez des
taurillons de race Blonde d’Aquitaine et
Limousine, les protéines MyHC IIx et
LDH-B (isoformes spécifiques du carac-
tere rapide glycolytique) sont associées
positivement a la tendreté de la viande
dans le muscle Semitendinosus (Rond de
gite) qui est un muscle de type rapide
glycolytique. Au contraire, dans le Longis-
simus thoracis (entrecote) qui est de type
plus oxydatif, ces deux protéines sont
associées négativement a la tendreté de
la viande. Cette inversion a été observée
pour d’autres protéines telles que les
Hsp de faible poids moléculaire (Picard
et al 2014). Ces résultats suggerent que
I’évolution de la tendreté d’une viande
serait fonction de certains mécanismes
associés aux propriétés contractiles et
métaboliques des muscles et d’autres
mécanismes qui en sont indépendants.

Des analyses comparatives ont été con-
duites principalement chez des taurillons
et des beeufs charolais dans différentes
conditions d’¢élevage (projet MUGENE)
et chez des taurillons de différentes races
et recevant différents régimes alimentai-
res (projet européen ProSafeBeef). Aussi,
les programmes en cours cherchent a
valider la relation entre 1’abondance
relative de marqueurs et la tendreté sur de
larges effectifs de bovins représentatifs
des systémes de production frangais :
vaches, génisses, beeufs, taurillons des
races a viande, mixtes et laitiéres. Un
intérét particulier est porté aux vaches,
qui représentent la majorité de la viande
bovine consommée en France. Le lien
entre ’expression de ces protéines et
la tendreté est en cours de validation,
notamment dans des dispositifs faisant
varier les facteurs d’élevage. Ainsi, le
niveau d’expression de la protéine Hsp40
codée par le géne DNAJAI, est plus élevé
chez les jeunes bovins mais aussi dans
les muscles oxydatifs (Cassar-Malek et
al 2011). Les protéines de la famille des
Hsp de faible poids moléculaire (Hsp27,
Hsp20 et 0-B crystalline) sont aussi plus
abondantes chez les taurillons que chez
les beeufs alors que I’inverse est observé
pour les protéines de la famille des Hsp70
(Hsp70/GRP75). Par ailleurs, en race
Charolaise, I’abondance de différentes
protéines liées aux caractéristiques con-

tractiles et métaboliques et dont la rela-
tion avec la tendreté a été validée varie
plus selon le muscle considéré (LT vs ST)
que le type d’animal (taurillons vs beeufs)
(Guillemin et a/ 2011b). Cette démarche
est actuellement complétée pour diffé-
rents biomarqueurs en fonction de diffé-
rents facteurs de production (combinai-
son type d’animal et conditions d’alimen-
tation) afin de pouvoir in fine définir les
pratiques d’élevage les plus appropriées
aux types d’animaux utilisés afin de
maximiser 1’expression de leur potentiel
de tendreté de la viande.

b) Le développement d’outils d’analyse
a grande échelle

Partant de la liste de biomarqueurs
identifiés et des connaissances sur le
contrdle de leur expression, la démarche
consiste a élaborer des outils permettant
de quantifier a grande échelle ces mar-
queurs au niveau des transcrits ou des
protéines.

Au niveau des transcrits : Plus de 3 000
génes (correspondant a 13 409 sondes
oligonucléotidiques) impliqués dans la
biologie du muscle ou la qualité de la
viande ont été sélectionnés a partir d'étu-
des génétiques, protéomiques ou trans-
criptomiques, ou de publications scien-
tifiques et regroupés sur une puce a ADN
(puce GENOTEND commercialisée par
la société Hybrigenics, Hocquette ef al
2012). Autant que possible, plusieurs
sondes ont été utilisées pour chaque gene
(par exemple 17 sondes pour le marqueur
DNAJAL). Cet outil a été utilisé pour
analyser le transcriptome de deux mus-
cles de valeur bouchére différente sur
une centaine de taurillons et beeufs
charolais et une centaine de taurillons
limousins. Les résultats ont validé 1’ex-
pression du géne DNAJAI comme mar-
queur négatif de la tendreté (Bernard et
al 2007). Ils ont aussi révélé la relation
de groupes de genes avec la tendreté
sensorielle ou la force de cisaillement
(familles des Hsp, métabolismes éner-
gétique et lipidique), la flaveur et la juto-
sité. En particulier, un groupe de quatre
génes de Hsp a permis d’expliquer 40%
de la variabilité de la tendreté dans le
groupe de taurillons. Ce groupe a été
validé par analyse de régression multi-
ple sur d’autres groupes d’animaux (tau-
rillons et beeufs). Ainsi, il permet de
prédire la tendreté de 3 des 4 groupes
d’animaux du dispositif expérimental
charolais indiquant que les marqueurs de
tendreté peuvent étre spécifiques d’une
ou plusieurs populations (Hocquette et
al 2012). Cet outil a d’ores et déja été
utilisé avec succes par différentes équi-
pes étrangeéres pour prédire la qualité
de la viande de bovins (au Portugal,
Royaume-Uni et en Allemagne) ou de
dromadaires (en Arabie Saoudite) et a
notamment permis d’étudier 1’effet de la

nature des lipides alimentaires sur la
composition en acides gras de la viande
bovine en liaison avec sa valeur nutri-
tionnelle (Hiller et al 2012).

Au niveau des protéines : Une premicre
démarche pour mesurer 1’abondance de
protéines marqueurs a consisté a déve-
lopper un outil, le dot-blot : il s’agit de
déposer les extraits protéiques sur une
membrane et d’hybrider celle-ci avec un
anticorps spécifique de la protéine recher-
chée, apres vérification de la spécificité
de I’anticorps et définition des conditions
optimale d’utilisation par la technique
de western-blot. Ainsi, environ 50 anti-
corps ont été testés (Guillemin et al
2011b). Une fois validée, cette technique
a été utilisée pour quantifier I’abondance
des protéines d’intérét simultanément
sur une centaine d’échantillons. Son uti-
lisation a permis d’établir des équations
de prédiction de la tendreté a partir de
I’abondance relative des protéines consi-
dérées (Picard et al 2013). L’objectif est
d’¢étendre cette démarche a d’autres mar-
queurs de qualité tels que I’adiposité des
carcasses et des viandes, ce qui est en
cours en partenariat avec I’AOP Maine
Anjou.

D’un point de vue pratique, [’approche
transcriptomique permet d’analyser un
plus grand nombre de génes (plusieurs
milliers) comparativement a la protéo-
mique (plusieurs dizaines de protéines).
Au stade de la recherche des biomar-
queurs, le colit de I’analyse transcripto-
mique par échantillon est plus élevé
méme si le colit par géne analysé est plus
faible par rapport a la protéomique. Un
point délicat de la transcriptomique est
aussi la difficulté des prélévements de
muscle qui doivent étre rapides et stéri-
les pour éviter la dégradation des ARNs
méme si des progres technologiques sont
réalisés pour résoudre cette difficulté. Au
stade de la validation des biomarqueurs
pour leur application ultérieure en indus-
trie, des méthodes rapides sont utilisées
(RT-PCR temps réel ou Dot-Blot pour
les marqueurs identifiés par transcripto-
mique ou protéomique, respectivement).
Il faut noter que le niveau d'expression
de 'ARNm n'est pas nécessairement li¢
a la quantit¢ de la protéine correspon-
dante. Dans certains cas des phénomeénes
d’épissage alternatif peuvent conduire a
la synthése de plusieurs isoformes d’une
méme protéine pour un seul ARNm
(Picard et al 2011). Enfin, les modifica-
tions post-traductionnelles que subissent
les protéines peuvent aussi conduire a
des isoformes de protéines d’intérét pour
une qualité. L’analyse au niveau des
protéines a été retenue dans la filiére
bovine pour le développement d’un outil
de terrain peu couteux, simple d’utilisa-
tion et rapide. Un premier prototype
est en cours de développement pour
I’évaluation de la tendreté.

INRA Productions Animales, 2015, numéro 2
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2.2 / Identification et validation
de biomarqueurs des qualités
technologiques et sensorielles de
la viande de porc

Le porc est la principale viande consom-
mée aux niveaux mondial, européen et
frangais, sous forme de viande fraiche
ou de produits transformés. La qualité
de la viande de porc comporte donc des
dimensions technologiques et sensoriel-
les incluant elles-mémes plusieurs com-
posantes : évolution p.m. du pH, pertes
en eau, couleur, teneur en LIM, tendreté,
jutosité, flaveur etc. (Lebret et Faure
2015, ce numéro). Comme pour les autres
especes, ces caractéristiques résultent
d’interactions complexes entre le type
génétique des animaux, leurs conditions
d’¢levage et d’abattage et les procédés
de transformation des viandes. Si de
nombreux facteurs contrélant la qualité
ont été identifiés, sa variabilité reste toute-
fois élevée, motivant la recherche de bio-
marqueurs de la qualité. Ceci a été entre-
pris en considérant soit un caractére
d’intérét dans un dispositif différentiel
(par exemple : teneur en LIM, déstruc-
turation, force de cisaillement...), soit
simultanément plusieurs composantes
dans un dispositif induisant une variabi-
lité progressive de qualité. Si la plupart
des études concernent le muscle Longis-
simus Lumborum (LL, longe), le Semi-
Membranosus (SM, jambon) a également
¢été étudié en raison de 1I’importance de
la production de jambon cuit et sec.

Les viandes déstructurées (perte de
I’aspect fibreux au profit d’une masse
molle, sans structure apparente) consti-
tuent un important défaut de qualité et
entralnent des pertes économiques impor-
tantes en industrie. Une analyse trans-
criptomique réalisée avec des microré-
seaux d’ADNc de muscles SM présentant
ou non ce défaut a I’abattage, a mis en
évidence la surexpression de la tropo-
moduline 4 impliquée dans la dégéné-
rescence de cardiomyocytes chez la
souris, et des enzymes de la cascade du
métabolisme glycolytique dans les mus-
cles déstructurés (Damon et al 2006b).
En parall¢le, ’analyse protéomique a
montré une réduction de la solubilité et
de la protéolyse p.m. des protéines myo-
fibrillaires et de la teneur en Hsp de faible
poids moléculaire (Hsp27, o—B crystal-
line) dans les muscles déstructurés
(Laville et al 2005). Une moindre solu-
bilité des protéines et de I’abondance de
Hsp 27 et de protéines du métabolisme
oxydatif ont également été observées
dans le SM de porcs de génotype nn
au locus RyR1, conduisant au défaut
« PSE » (viandes pales, molles et exsuda-
tives, Lebret et Faure 2015, ce numéro),
comparativement a des porcs NN
(Laville et al 2009). Ces résultats sug-
gerent que les protéines chaperonnes
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comme les Hsp de faible poids molécu-
laire pourraient constituer des marqueurs
du défaut PSE. Outre I’identification de
protéines dont I’abondance est associée
aun caractere, les modifications post-
traductionnelles des protéines peuvent
étre exploitées pour mieux comprendre
le déterminisme biologique des caractéres
de qualité et potentiellement en identifier
des biomarqueurs. Huang e a/ (2011) ont
ainsi montré qu’une diminution rapide
du pH est associé¢e a un niveau élevé de
phosphorylation des protéines 1 h p.m.
mais bas 24 h p.m., ’inverse étant observé
en cas de diminution lente du pH. Par
ailleurs, (Lametsch et al (2011) rapportent
un niveau de phosphorylation supérieur
des enzymes clé de la glycogénolyse et
de la glycolyse dans le muscle de porcs
porteurs de 1’allele RN-, conduisant au
défaut des viandes acides, comparative-
ment a des animaux non porteurs.

La teneur en LIM, associée positive-
ment a la qualité sensorielle, présente
une variabilité importante entre et au sein
de certaines populations porcines, dans
la race Duroc par exemple. Afin de mieux
comprendre le déterminisme biologique
des LIM et contribuer a 1’établissement
de schémas génétiques favorables, les
profils transcriptomiques et protéomiques
du LL de deux groupes d’une méme
population et présentant un taux moyen
de LIM contrasté au stade d’abattage
(1,36 vs 4,58%) ont été¢ comparés (Liu
et al 2009). L’écart en LIM est associ¢ a
la variation d’expression de geénes et de
protéines impliqués dans les métabo-
lismes glucidique et protéique, la com-
munication cellulaire, le transport des
métabolites et la capacité de réponse a
des stimuli. De plus, I’expression dif-
férentielle de génes impliqués dans la
régulation de I’adipogenése observée plus
précocement (70 kg) dans le LL des
mémes animaux confirme le role des
génes régulant le développement adi-
pocytaire dans la variabilité du taux de
LIM (Liu et al 2009). De méme, Damon
et al (2006a) ont mis en évidence une
corrélation positive entre le niveau de
la protéine FABP4 (« Fatty Acid Binding
Protein » adipocytaire) et le nombre
d’adipocytes intramusculaires (R? = 0,47,
P <0,05) ainsi qu’avec la teneur en LIM
(R?=10,65, P <0,0001). Ainsi, le déve-
loppement adipocytaire détermine en
partie le taux de LIM chez le porc, et la
protéine FABP4 en est un marqueur
moléculaire. Une surabondance de pro-
téines du métabolisme lipidique dont
FABP4 a également été observée dans
des échantillons de muscle LL présen-
tant une faible Force de Cisaillement
(FC) comparativement a des échantillons
de FC ¢élevée (Laville ef al 2007). L’ana-
lyse transcriptomique de ces tissus a
permis d’identifier 63 génes associés a
la variation de FC (Lobjois ef al 2008).
L’intégration des donnés protéomiques

et transcriptomiques suggere que la régu-
lation du métabolisme lipidique expli-
querait les faibles FC (viande tendre)
alors que les mécanismes contrdlant la
morphologie des fibres musculaires expli-
queraient mieux les FC élevées (Laville
et al 2007).

Dans le cadre du programme européen
Q-Porkchains 2007-2012, un dispositif
expérimental incluant deux races contras-
tées (Basque : race locale a croissance
lente, forte adiposité et qualité sensorielle
¢élevée vs. Large White : race conven-
tionnelle a croissance rapide et faible
adiposité), élevées dans différents syste-
mes d’¢élevage influengant eux-mémes
la qualité des produits, a été construit
pour étudier les mécanismes biologiques
déterminant I’adiposité corporelle et la
qualité de la viande et identifier des bio-
marqueurs par des approches transcrip-
tomique et protéomique (Lebret et al
2011). L’adiposité supérieure des porcs
de race Basque est associée a une sur-
expression dans le tissu adipeux, dés
35 kg, de geénes et de protéines impliqués
dans la réponse inflammatoire, en accord
avec des résultats obtenus chez I’'Homme
en cas d’adiposité ¢levée ou d’obésité, et
a une activité métabolique (notamment
lipogénique) supérieure chez 1’animal
jeune qui diminue fortement avec I’age
(Gondret et al 2012, Vincent et al 2012).
L’analyse transcriptomique a montré que
les différences de physiologie musculaire
et de qualité de viande entre races sont
associées a des différences dans les pro-
cessus métaboliques, la structure et 1’or-
ganisation du muscle squelettique, la
matrice extra-cellulaire, les lysosomes et
la protéolyse (Damon et al 2012). Chez
les porcs de race Basque, le systéme
d’élevage extensif comparativement au
systéeme conventionnel induit une sur-
expression de genes relatifs a la structure
du muscle (y filamine, nébuline...), a la
réponse thermique et au stress environ-
nemental (Hsp de faible poids molécu-
laire) (Lebret et a/ 2013a). Par ailleurs,
I’analyse du protéome sarcoplasmique
musculaire a révélé que 1’oxydation des
protéines pendant la maturation et la
cuisson des viandes, qui peut altérer la
tendreté et la qualité technologique, est
limitée par I’abondance de protéines du
systéme antioxydant (« selenium binding-
protein », SuperOxide Dismutase (SOD)
mitochondriale) et de protéines conte-
nant du fer (isoformes de myoglobine,
sérotransferrine) (Promeyrat e al 2011).
Selon D’ Alessandro et al (2011), la sur-
abondance d’enzymes antioxydantes dans
le muscle p.m. protégerait les enzymes
protéolytiques (cathepsines, calpaines),
favorisant ainsi 1’attendrissement de la
viande.

Des corrélations calculées entre le
niveau d’expression des génes quantifié
par transcriptomique et plusieurs carac-
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téres technologiques et sensoriels ont
permis d’identifier de nombreux bio-
marqueurs de qualité. Ces associations
ont été confirmées par RT-PCR, méthode
plus rapide et moins onéreuse pour
quantifier le niveau d’expression des
geénes, donc mieux adaptée au dévelop-
pement ultérieur d’outils, puis validées
sur d’autres animaux (n = 50) du méme
dispositif expérimental (Damon et al
2013). Soixante corrélations impliquant
26 genes et 8 caractéres : pH ultime
(pHu), pertes en eau, couleur : L*, a*,
h° (angle de teinte), LIM, FC, tendreté
ont ainsi été validées (R? < 0,46, P <
0,05 ; tableau 1). Des mode¢les de régres-
sion multiple incluant entre 3 et 5 génes
et expliquant jusqu’a 59% de la varia-
bilité de ces caracteres ont également
été établis. Enfin, une validation externe
des biomarqueurs réalisée sur 100 porcs
commerciaux (croisés Duroc x Landrace
x Yorkshire) a permis de valider 19 asso-
ciations entre le niveau d’expression des
geénes et des caractéres de qualité (R? <
0,24, P < 0,05) dont le pHu (6), les per-
tes en eau (4), la luminance (5) la teinte
(2), la teneur en LIM (1) et la tendreté
(1) (Lebret ef al 2013b). Parmi ces bio-
marqueurs figurent ANKRDI (« ankyrin
repeat domain protein 1 », impliquée
dans la structure du muscle et le méta-
bolisme du calcium) associ¢ au pHu, en
accord avec Ponsuksili et al (2009), CA3
(« carbonic anhydrase III ») associée
négativement a la teneur en LIM, ou
FOS (« FBJ murine osteosarcoma viral
oncogene homolog », impliqué dans le
transport du calcium et la transcription)
associ¢ positivement au pHu et négative-
ment aux pertes en eau, a la luminance
et a la teinte rouge sombre (Damon et a/
2013). Ainsi, ce dispositif expérimental
original a permis d’identifier et de valider
des biomarqueurs de qualité technolo-
gique et sensorielle de la viande de porc.
La considération de classes (niveaux) de
qualité et de combinaisons de marqueurs
associées est dorénavant envisagée afin
de développer des outils moléculaires
permettant de classer rapidement aprés
abattage les carcasses ou pi¢ces selon
leur niveau prédit de qualité technolo-
gique ou sensorielle (Lebret et al 2014).

2.3/ Le cas du poulet : recherche
des biomarqueurs du métabolisme
impliqués dans I’élaboration de la
qualité des viandes

Parmi les caractéristiques musculaires
a cibler pour améliorer la qualité, les
réserves en glycogéne in vivo constituent
un déterminant majeur. Via leur effet sur
le pH ultime, elles influencent a la fois
les propriétés technologiques mais aussi
sensorielles de la viande. Afin de mieux
appréhender les mécanismes moléculaires
impliqués dans les variations de glycoge-
ne musculaire, des analyses combinées

Tableau 1. Validation interne de biomarqueurs de qualité de viande chez le porc

(d’apres Damon et al 2013).

Corrélations significatives (P < 0,05) entre les caractéres de qualité et 'expression
(quantifiée par RT-PCR) de genes identifiés comme biomarqueurs de qualité (n = 50
pour I'identification et n = 50 pour la validation interne).

Caractére de qualité Nombre de génes | Rz maximum (%) ™
pHu 10 46
Perte en eau 14 26
Luminance (L*) 1 30
Indice de rouge (a*) 4 15
Angle de teinte (h9) 10 38
Teneuren LIM 6 22
Force de cisaillement 1 8
Tendreté (note senscrielle) 4 14

8] R2-

coefficient de détermination, valeur

maximale obtenue entre

I'expression d’un géne et le caractére considéré.

de génomique expressionnelle et de géno-
mique structurale (recherche de QTL) ont
été réalisées dans le cadre du programme
QUALVIVOL (ANR 2006-2010). Les
analyses ont été réalisées sur une popu-
lation issue d’un croisement de type F2
entre des lignées maigre et grasse sélec-
tionnées de maniere divergente sur 1’adi-
posité abdominale, mais se différenciant
par ailleurs par leurs réserves en glyco-
géne musculaire et la qualité de leur
viande (Sibut et a/ 2008). La comparaison
du transcriptome musculaire d’animaux
issus de ce croisement et divergeant pour
la teneur en glycogéne a permis I’iden-
tification de plusieurs marqueurs physio-
logiques ou voies métaboliques suscep-
tibles de réguler le turnover glucidique
dans le muscle (Sibut ez a/ 2011). Parmi
les genes identifiés, certains joueraient
un réle via les voies de signalisation
dépendantes de I’AMP cyclique ou
encore de I’AMP. En particulier, un role
central du complexe « AMP-activated
protein » kinase (AMPK), dont le niveau
d’activation par phosphorylation est
inversement li¢ aux teneurs en glycogeéne
musculaire in vivo (Sibut et al 2008), a
été révelé. Il a été observé que ’activa-
tion de la voie AMPK et la réduction
des réserves en glycogéne musculaire
peuvent étre aussi induites par un apport
limité en protéines dans la ration, avec
pour conséquence I’amélioration de la
qualité de la viande (Jlali et a/ 2012).
L’identification des acteurs moléculaires
clés (ou biomarqueurs) qui contrdlent la
qualité des viandes est une étape essen-
tielle dans la compréhension du controle
physiologique de ce type de caractere et
dans ’exploration de nouvelles straté-
gies d’élevage pour améliorer la compé-
titivité de la filiere volaille de chair. Afin
d’aller plus loin, 'INRA de Nouzilly a
récemment mis en place une sélection
divergente sur le pH ultime du filet. Au
bout de 6 générations de sélection, le pH
moyen des deux lignées (pHu+ et pHu-)
diverge de 0,5 points correspondant a
un différentiel de réserves en glycogéne
d’environ 20% et des différences de

qualité technologiques et sensorielles tres
marquées entre lignées (Le Bihan-Duval
et al 2013). Parmi les critéres de qualité
significativement affectés par la sélection
citons la couleur, I’exsudat, le rendement
technologique, mais aussi la texture aprés
cuisson et la sensibilité a I’oxydation au
cours du stockage. En plus d’avoir per-
mis de démontrer la possibilité et 1’effi-
cacité d’une sélection sur le pH ultime
et plus généralement les qualités senso-
rielles et technologiques de la viande
chez le poulet, ces lignées constituent un
modéle unique pour la réalisation d’étu-
des de génomique structurale et fonction-
nelle qui doivent a terme permettre le
développement d’outils d’aide a la sélec-
tion ou a I’amélioration des conditions
d’élevage.

2.4 / Recherche de biomarqueurs
de la qualité chez les poissons

L'application des outils de la géno-
mique pour l'identification de biomar-
queurs de la qualité est moins avancée
chez les poissons. La texture de la chair,
qualité essentielle pour la transformation
des produits crus et la consommation des
produits cuits, est principalement déter-
minée par des facteurs biologiques tels
que la structure musculaire, et la teneur
et la composition en protéines. En ce qui
concerne la texture, la qualité recherchée
est une chair ferme, avec une bonne
tenue et de bonnes capacités de réten-
tion d'eau contrairement a la viande.
Ces propriétés étant surtout liées a la
nature et aux propriétés des protéines, le
niveau d'expression des geénes codant
pour ces protéines ou l'analyse des pro-
téines elles-mémes apparaissent parti-
culiérement pertinents pour identifier des
biomarqueurs de qualité.

Les premicres applications de la pro-
téomique a la qualité de la chair des
poissons ont porté sur I'évolution p.m. du
protéome musculaire en relation avec la
baisse de fermeté des filets. Chez la
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morue, la dégradation des protéines mus-
culaires est plus limitée que chez les
mammiferes (11 spots dont l'intensité
varie en 2D-PAGE aprés § jours p.m.) et
ces protéines n'ont pas encore été iden-
tifiées (Kjaersgard et Jessen 2003) ce qui
illustre la difficulté des approches pro-
téomiques pour des espéces ou peu de
données de génomique sont disponibles.
Plus récemment, le suivi de I'évolution
des protéines musculaires de truite 5 jours
p.m. par SDS-PAGE, en relation avec la
texture, a montré que le niveau de fer-
meté est corrélé a la fois avec le niveau
d'expression de protéines myofibrillaires
(o-actinine, actine, MyLC 1 et 2, fragment
de MyHC) et de protéines sarcoplasmi-
ques (Godiksen et al 2009). Les appro-
ches protéomiques ont donc permis d'iden-
tifier de nouvelles cibles de la protéolyse
p.m. et d'éclairer les implications proba-
bles des différents systemes protéolyti-
ques dans ’élaboration de la qualité de
la chair.

La comparaison de poissons présentant
des phénotypes extrémes de texture, Mou
(F-) ou Ferme (F+), a été trés récemment
abordée chez les salmonidés par analyse
du transcriptome musculaire. Chez le sau-
mon Atlantique, des régressions positives
ont été observées entre la fermeté et des
genes codants pour des composants du
protéasome, des protéines mitochondria-
les, des protéines de stress et des protéines
du métabolisme lipidique. Des régres-
sions négatives, un peu plus faibles, ont
¢été mesurées avec des geénes codant pour
des protéines du métabolisme glucidique
et des protéines myofibrillaires (Larsson
et al 2012). Chez la truite arc-en-ciel,
l'analyse du transcriptome musculaire de
poissons extrémes pour le phénotype de
fermeté met en avant I'importance des
systémes protéolytiques et des protéines
du tissu conjonctif (Lefévre et al résul-
tats non publiés).

Il est bien démontré dans toutes les
especes qu’un stress au moment de 1’abat-
tage a des répercussions sur la qualité
finale des produits (Terlouw et al 2015,
ce numéro). Les principales conséquen-
ces sont une accélération des processus
d'évolution p.m., une altération de la
couleur des filets et de leur fermeté. Des
modifications du protéome musculaire
associées a un stress ont été rapportées.
Un stress de 15 min. juste avant 1'abat-
tage chez la truite arc-en-ciel, associé a
une intense activité musculaire, affecte
a la fois les protéines impliquées dans le
métabolisme musculaire (triose-phos-
phate isomérase, énolase, pyruvate dés-
hydrogenase) et les protéines de structure
(desmine, cap-Z, fragment de MyHC)
(Morzel et al 2006). Chez le saumon
Atlantique, un stress de confinement de
40 min modifie 1'abondance de 27 spots
protéiques correspondant a des protéi-
nes de structure (actine, MyLC, MyHC,
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tropomyosine) et des enzymes du méta-
bolisme énergétique (créatine kinase,
enolase, phosphoglycérate kinase), sug-
gérant un métabolisme p.m. accéléré
(Veiseth-Kent ef al 2010). Un stress de
confinement de 15 min appliqué a des
truites sélectionnées pour leur faible (LR)
ou forte (HR) réactivité au stress, conduit
aune augmentation de l'intensité de spots
protéiques (desmine, MyLC3, myelope-
roxidase, malate dehydrogenase, apoli-
poprotein Al, une Nme, et une parval-
bumine), mais sans différence entre les
deux lignées. Une analyse multidimen-
sionnelle des données de protéomique
et des parametres de texture montre que
la desmine et la FABP-H sont positive-
ment corrélées avec la fermeté des filets
crus, tandis que la myéloperoxidase et
l'apolipoprotéine A1 lui sont négative-
ment corrélées (figure 2). La fermeté de
la chair cuite est quant a elle positive-
ment corrélée a l'apolipoprotéine Al,
Nme et une parvalbumine (Lefévre et
al, données non publiées).

En conclusion, 1'identification de bio-
marqueurs de qualité de la chair, bien

que moins avancée chez les poissons que
chez les animaux terrestres, suggeére cer-
tains déterminismes biologiques spéci-
fiques au poisson. Les approches trans-
criptomique et protéomique sont com-
plémentaires, I'analyse du transcriptome
permettant d’étudier l'implication de
protéines non solubles (protéines matri-
cielles) et donc non accessibles par l'ap-
proche protéomique par électrophoreése.

3 /e-QTL : combinaison de
la génomique structurale et
expressionnelle

La stratégie développée jusqu’a récem-
ment visait a intégrer des informations
génétiques et phénotypiques pour recher-
cher des QTL expliquant la variabilité
phénotypique (par exemple des QTL de
la tendreté) ou bien a comparer des infor-
mations phénotypiques et d’expression
pour identifier des génes régulés. Une
nouvelle stratégie consiste a rechercher
parmi les génes différentiellement expri-
més ceux qui sont localisés dans des

Figure 2. lllustration des corrélations entre des données de protéomique et les
caractéristiques des poissons et de leur chair dans le cadre d'une étude portant sur
« Sélection génétique sur la réponse au stress et au stress a I'abattage : conséquen-
ces sur le protéome musculaire et lien avec la qualité de la chair chez la truite arc-en-

ciel ».

Analyse en composante principale des spots différentiellement abondants et des
autres parameétres mesurés. M/P: Force max/poids échantillon, MS: teneur en
Matiéres Seches, pHu: pH de la chair a 48 h p.m., MyLC: Chaine Légere de
Myosine, PV: ParValbumin, DH: deshydrogénase, JfibMB: diamétre moyen des
fibres du muscle blanc, FABP: Fatty Acid Binding Protein, cCAH: cytoplasmic

Carbonic AnHydrase, TnT: troponin T.
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régions QTL pour le phénotype étudié.
Dans ce cas, ces génes peuvent étre pro-
posés comme geénes candidats position-
nels et expressionnels pour expliquer les
effets du QTL. Une autre stratégie est
d’identifier des e-QTL c'est-a-dire des
régions QTL impliquées dans la régula-
tion génétique de I’expression de certains
geénes (le niveau d’expression est alors
considéré comme une mesure phénoty-
pique). Dans ce cas, I’idéal est d’étudier
des profils transcriptomiques a partir de
données obtenues par les puces, mais
une approche ciblée peut aussi s’envisa-
ger en analysant ’expression d’un géne
candidat particulier.

Chez le porc : Dans le cadre d’un pro-
gramme de recherche portant sur la ten-
dreté¢ de la viande, il a été possible de
localiser sur le génome, 12 génes régulés
en fonction de la force de cisaillement
dans quatre régions chromosomiques
d’intérét (QTL) sur les chromosomes 2,
6 et 13. Ceci a conduit a proposer des
genes candidats positionnels et fonction-
nels pour expliquer les effets observés
de ces QTL (Lobjois et al 2008). Il est a
noter que la moitié de ces génes sont soit
inconnus, soit n’auraient pas ét¢ proposés
par la recherche de genes candidats sur
I’hypothéese de fonction associée atten-
due. Ceci souligne donc I’intérét d’allier
des approches génétiques et expres-
sionnelles pour élargir le champ de nos
connaissances. Pour aller encore plus
loin dans I’intégration des données d’ex-
pression et des données génétiques, une
famille F2 de 57 porcs a été choisie pour
rechercher des e-QTL. Les génotypes
des 57 individus ont été obtenus avec
170 marqueurs microsatellites et les pro-
fils d’expression (micro-réseaux de 9000
ADNCc multitissus, Bonnet et al 2008)
obtenus a partir des 57 longes correspon-
dantes. Au total, 272 génes ont été iden-
tifiés comme étant génétiquement régu-
1és par 335 e-QTL (Liaubet et a/ 2011).
La moitié¢ de ces e-QTL sont organisés
en clusters sur les chromosomes 1, 2,
10, 13, 16 et 18 suggérant qu’un ou plu-
sieurs genes localisés dans la région géno-
mique du cluster peuvent étre responsa-
bles de la variabilit¢ d’expression des
geénes ayant des e-QTL co-localisés.
Parmi les e-QTL identifiés, la plupart
sont des trans-e-QTL (cas ou les génes
sont localisés loin de leur région régula-
trice), les autres (au nombre de 18) étant
des cis-e-QTL (cas ou le géne co-localise
avec sa région e-QTL). A titre d’exem-
ple, le cluster de 31 e-QTL localisé sur
le chromosome 1 contient un cis-e-QTL
régulant 1’expression du géene COQ4,
mais qui pourrait aussi réguler indirec-
tement les 30 autres génes du cluster dont
les expressions corrélent presque toutes
avec celle de COQ4. Le géne COQ4
code une des protéines du complexe des
Coenzymes Q impliqué dans la chaine
respiratoire mitochondriale (Turunen et

al 2004, Casarin et al 2008). Chez le porc,
plusieurs QTL régulant la croissance et
I’adiposité ont d’ailleurs la méme loca-
lisation que ce cluster de e-QTL (Rohrer
et Keele 1998, de Koning et al 1999,
Bidanel et al 2001, Sanchez et al 2006)
suggérant que le cluster de e-QTL situé
sur le chromosome 1 porcin pourrait
réguler la physiologie musculaire en
modulant le fonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale et les proces-
sus de mort cellulaire. La région géno-
mique sur le chromosome 1 est donc une
région a effet pléiotropique, une région
qui affecte plusieurs phénotypes d’intérét
en modifiant I’expression de plusieurs
genes. Le polymorphisme causal reste
toutefois a identifier. Parmi les 272 génes
dont I’expression est régulée par au moins
un e-QTL, 5 génes (ACOXI, FKBPS,
LDHA, NEB, SEPW1) sont aussi des
geénes dont I’expression est corrélée avec
la force de cisaillement sur viande cuite
au sein du méme dispositif expérimen-
tal (Lobjois et al 2008). Il n’est pas iden-
tifié de cis-e-QTL pour ces génes. Une
approche réseau de génes (de co-expres-
sion) a également été¢ développée afin
d’explorer les fonctions biologiques que
régulent ces 335 e-QTL et rechercher
comment identifier des groupes de génes
partageant des fonctions communes en
lien avec un phénotype d’intérét, ici le
pH ultime (Villa-Vialaneix ef al 2013).
Ainsi 20 genes ont un niveau d’expres-
sion corrélé avec le pH ultime et un des
clusters semble plus impliqué dans la
régulation de ce phénotype. Parmi ces
20 genes, GPI (« glucose phosphate iso-
merase », enzyme de la glycolyse) est
localisé dans le cluster de génes corrélés
aux variations de pHu avec la plus forte
valeur de centralité, ce qui rend ce géne
particuliérement intéressant. D un point
de vue génétique, il n’y a pas de cis-e-
QTL identifi¢ et son expression est régu-
Iée par deux QTL sur les chromosomes
5 et 8. Une étude similaire effectuée sur
326 porcs provenant de 4 familles F2 et
analysée avec les mémes 170 marqueurs
microsatellites a identifié 9 765 transcrits
dont I’expression était significativement
héritable, parmi lesquels 1 174 présen-
taient une héritabilité supérieure a 0,5
(Cherel et al 2012). Les auteurs ont éga-
lement calculé des corrélations géné-
tiques entre I’expression des transcrits
et des phénotypes d’intérét.

Ces approches génétiques (e-QTL) et
computationnelles (réseaux de co-expres-
sion) sont développées pour décortiquer
la complexité de I’architecture génétique
qui régule les caractéres de qualité de la
viande. Les genes identifiés comme ayant
une « importance » particuliére comme
les cis-e-QTL ainsi que les geénes ayant
une forte centralité dans les réseaux du
fait que leur niveau d’expression est cor-
rélé avec un phénotype d’intérét, font de
ces genes des biomarqueurs. C’est une

facon de prioriser une série de génes
pour mener ensuite des études plus fines :
suivre les variations de leurs expressions
non seulement dans des dispositifs géné-
tiques pour affiner I’identification de QTL
et aller a I’identification de mutations
causales (voir les exemples chez le pou-
let), mais aussi sur des dispositifs expé-
rimentaux ou en production.

Chez le porc, trois articles sur les 15
présents dans la base « Pubmed »,
incomplets sur ce sujet en 2014, concer-
nent I’identification de mutations régu-
lant I’expression de 5 génes par analyses
d’associations. Seul I’article de Ma et a/
(2014) mene a une analyse fonctionnelle
et concerne le géne PHGKI impliqué
dans la régulation du métabolisme du
glucose. Actuellement, les projets e-QTL
en cours d’étude chez le porc exploitent
la puissance combinée de puces 60K
SNP et de puces d’expression de 60K
transcrits.

Chez le poulet : Le développement
d’études conjointes de génomique expres-
sionnelle, avec I’analyse du transcriptome
musculaire, et de génomique position-
nelle pour la détection de QTL a conduit
a D’identification d’un polymorphisme
causal ou marqueur génétique régulant
la coloration de la viande. Il s’agit du
geéne BCMO! codant pour la B, B-caroténe
15,15"-monooxygénase 1, enzyme clé de
la conversion du B-caroténe (pigment
jaune d’origine alimentaire) en vitamine
A (Le Bihan-Duval et al 2011). Cette
découverte a nécessité plusieurs étapes
avec i) la primo-détection puis le raffi-
nement d’une région QTL contrélant la
coloration jaune et rouge du filet au sein
du croisement F2 entre souches a crois-
sance lente ou rapide, i7) 1’analyse bio-
informatique et I’identification d’un géne
candidat fonctionnel et positionnel, iii)
la quantification du niveau d’expression
du géne et la détection d’un cis-e-QTL,
iv) le séquencage des régions régulatrices
et I’identification de mutations candida-
tes, et v) la confirmation du réle fonc-
tionnel de deux SNP par une approche
de type géne rapporteur. L’ensemble de
ces résultats, qui ont conduit a la mise
au point d’un test moléculaire utilisable
en sélection, a fait 1’objet d’un dépot de
brevet international (Le Bihan-Duval ef al
2010) et d’une offre commerciale d’INRA
transfert. Ce résultat est notable car, dans
le domaine des productions animales,
I’identification d’une mutation causale
associée a un QTL reste assez rare, toutes
especes de rente confondues. Concernant
la qualité des viandes, les mutations les
plus connues sont les génes majeurs HAL
(Halothane) et RN (Rendement Napole)
identifiés chez le porc comme responsa-
bles des défauts de qualité « PSE » et
« viandes acides », respectivement.
L’approche e-QTL utilisée en poulet
montre 1’intérét de cette démarche qui,
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dans ce cas, a validé le géne candidat et
orienté la recherche des mutations can-
didates au sein du promoteur, raccour-
cissant ainsi 1’étape souvent trés labo-
rieuse de cartographie fine. L’identifica-
tion de mutations associées a un carac-
tere d’intérét ouvre de larges champs
d’application pour la recherche, mais
aussi pour la sélection commerciale,
notamment pour des caracteres difficiles
et coliteux a mesurer, comme c’est le cas
pour la qualité de la viande. L’inconvé-
nient des approches e-QTL est leur cott,
puisqu’elles considérent un grand nom-
bre d’individus qui doivent étre a la fois
génotypés et phénotypés au niveau du
transcriptome. Une récente étude chez
le poulet a montré I’intérét pour I’iden-
tification des geénes candidats d’une
approche de génomique ciblée sur un
QTL. Dans ce cas, on se réduit a la com-
paraison du profil transcriptomique
(mesuré sur une puce) de deux groupes
d’animaux se différenciant sur leur
génotype prédit au QTL. Appliquée a 24
animaux de génotypes homozygotes
extrémes (12 QQ et 12 gq) pour un QTL
contrdlant la valeur du pH a 15 min p.m.,
cette approche a montré que les génes
différentiellement exprimés (au niveau
musculaire) étaient tous localisés dans
la région QTL étudiée (figure 3). En
partant d’un large intervalle de confiance
(de plus de 50 cM), I’analyse a permis
de cibler une zone trés réduite (environ
200kb) contenant 4 genes candidats
(Nadaf et al 2014).

Chez le bovin : L’approche e-QTL va
se décliner en une approche « p-QTL »
qui vise a localiser les QTL qui parti-
cipent au contrdle de la variabilité¢ de
I’abondance de protéines. Cette stratégie
va étre appliquée sur les quelques dizaines
de protéines qui ont été identifiées comme
biomarqueurs pertinents de la qualité en
particulier la tendreté de la viande. En
effet grace a la mise au point d’une puce
(cf. § 2.2/a), I’abondance d’un grand
nombre de protéines pourra étre quanti-
fiée simultanément et a grande échelle
sur les populations expérimentales du
projet Qualvigéne (plus de 1 000 animaux
de chacune des 3 principales races a
viande) déja phénotypées pour la tend-
reté et qui seront génotypées avec la
puce BovineSNP50.
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d’expression pour chaque sonde de la puce (repositionnée sur le génome) issus de
la comparaison du transcriptome musculaire de génotypes homozygotes extrémes
(12 QQ et 12 qq) pour un QTL contrélant la valeur du pH a 15 min p.m. Le signal est
hautement enrichi au niveau du QTL (Nadaf et al 2014).
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Conclusion

Au cours de ces quinze dernieres
années des avancées considérables dans
la connaissance des mécanismes géné-
tiques et biologiques qui gouvernent
I’¢établissement des différentes compo-
santes de la qualité des viandes ont été
possibles grace a différentes études
génomiques mises en ceuvre dans le
cadre de programmes nationaux ou inter-
nationaux. Les résultats démontrent
clairement que, quelle que soit I’espéce
¢tudiée, les qualités des viandes sont
dépendantes de processus biologiques
complexes associés a un grand nombre
de biomarqueurs. Les études génomiques
ont permis aux scientifiques d’avoir une
vision intégrée des différents mécanis-
mes d’¢laboration de la qualité et de
leurs interactions. Les principales retom-
bées de ces connaissances sont tout
d’abord une amélioration des possibilités
de prédiction de la qualité des viandes,
associée au développement de méthodes
rapides de prélévement tissulaire sur les
chaines d’abattage puis d’analyse des
échantillons. Un autre type d’applica-
tion réside dans la mise au point d’outils
d’aide a la sélection. Les applications
sont encore limitées dans ce domaine,
mais I’exemple du test génétique de la

coloration des viandes développé chez
le poulet est encourageant. Plus généra-
lement, I’identification de biomarqueurs
bénéficiera aux études sur le controle de
la qualité par les facteurs d’élevage et
contribuera en ce sens a I’¢laboration de
stratégies de production innovantes et
adaptées aux objectifs des filiéres. Les
recherches en génomique se poursuivent
dans la plupart des laboratoires frangais
qui étudient la qualité des viandes. Elles
bénéficient des récents développements
technologiques au niveau du séquencage
a haut débit (puce SNP, RNAseq...),
mais aussi des efforts de I’INRA pour
mettre en place des plateformes d’analy-
ses a haut débit, I’objectif a terme étant
de proposer aux professionnels des dif-
férentes filicres des outils moléculaires
efficaces pour maitriser en amont la
qualité de leur production.
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Résumé

Le séquencage et I’annotation du génome des principaux animaux producteurs de viande ou de chair, ont permis I’essor des études
de génomique au cours de la derniére décennie. Les techniques utilisées concernent d’une part la détection de mutations sur des
régions du génome (QTL : « Quantitative Trait Loci »). Cette approche dite de génomique structurale a permis la détection de génes
majeurs (mutations ayant un effet majeur sur un caractére), comme le géne « culard » chez le bovin et le mouton, les génes halothane
et « Rendement Napole » chez le porc. Des QTL associés a une qualité, comme la vitesse de chute de pH chez le poulet, ont été identifiés.
D’autre part, le niveau d’expression des génes mesuré au travers de I’abondance relative d’ARN messagers et de protéines est analysé
respectivement dans les études de transcriptomique et de protéomique. Des protéines ou des ARN messagers dont I’abondance est
associée a une composante de qualité de viande, ont été identifiés chez le porc, le bovin, le poulet et la truite. Ils constituent des
biomarqueurs d’intérét pour la compréhension et la maitrise des qualités d’intérét pour chaque espéce. Le développement en cours
d’outils d’évaluation de la qualité a destination des acteurs des filiéres permettra des applications sur ’animal vivant pour I’évaluation
de son potentiel de qualité et I’adaptation de la conduite d’élevage a ce potentiel. Sur la carcasse, ils serviront a orienter sa destination
bouchére ou celle des piéces ou morceaux de découpe. Ces biomarqueurs seront également utiles pour fournir des mesures phénotypiques
pour la sélection génomique appliquée a la qualité de la viande.

Abstract

Genomic markers usable for meat quality assessment

Sequencing and annotation of the genomes of the main animals producing meat or flesh, have enabled the development of genomic
studies in the last decade. The techniques developed allow the detection of mutations in the genome called QTL (Quantitative Trait
Loci). These approaches allowed the detection of major genes (mutations with a major effect on a character) suche as the "double
muscling" gene in cattle and sheep, RN halothane gene in pigs. QTL associated with quality, such as the speed of post-mortem pH
decrease in chickens, have been revealed. Transcriptomics and proteomics allow respectively the analysis of relative abundance of
mRNA and protein. Proteins or mRNA whose abundance is associated with meat quality traits have been detected in pigs, cattle,
chickens and trout. They are potential biomarkers for understanding and controlling qualities of interest for each species. The ongoing
development of tools for quality evaluation will allow applications on the live animal especially for the adaptation of the breeding system
to its quality potential. Applied to carcasses it will help to orientate the destination of carcasses or cuts. These biomarkers will also be
useful to provide phenotypic measures for application in genomic selection applied to meat quality.
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