Maguy Bonnet 
  

Mes remerciements et ma gratitude s'adressent en premier lieu à mes maîtres de stage, Nathalie Iannuccelli et Julie Demars, pour la gentillesse et la patience dont elles ont fait preuve durant ces 12 semaines de stage. Leur confiance à mon égard et leurs précieux conseils m'ont permis de progresser, et grâce à elles, j'ai pu prendre du recul sur les métiers de la recherche et rencontrer nombre de personnes très intéressantes. Merci de m'avoir offert cette opportunité.

Je souhaite également adresser mes remerciements à toutes les personnes de l'Unité GenPhySE. La bonne humeur et la cohésion qui règnent dans cette Unité m'ont permis de me sentir à l'aise dès les premiers jours et ainsi, de m'épanouir sans problème dans mon travail. J'y ai rencontré des personnes de tous âges et nationalités, provenant de différents corps d'études, et cela aura été très enrichissant pour moi et source d'inspiration pour mon parcours à venir.

Au sein de cet institut, l'Unité de Recherche GenPhySE (Génétique, Physiologie et Système d'Elevage) du département scientifique de Génétique Animale a pour mission de contribuer à la compréhension de la biologie intégrative animale et de développer des outils d'amélioration génétique des populations d'élevage. Elle travaille essentiellement sur le porc, le lapin, les petits ruminants et les volailles. Elle s'organise selon les priorités scientifiques comme la structure et l'organisation fonctionnelle du génome, la sélection génomique, les mécanismes d'élaboration des phénotypes et les effets du milieu sur l'expression des gènes. GenPhySE regroupe 10 équipes de recherches, dont l'équipe de Génétique et Epigénétique moléculaire des espèces animales utilisées en croisement (GenEpi) dans laquelle j'ai effectué mon stage. Un des programmes de l'équipe vise à identifier un gène majeur d'intérêt économique chez le lapin phanère (lapin élevé pourla qualité de son poil). Ce gène, appelé Foxq1, est responsable à l'état homozygote du phénotype «satin» du pelage, conférant une amélioration de la qualité de la fourrure. Une étude bibliographique chez la souris (The Winged Helix/Forkhead Transcription Factor Foxq1 Regulates Differentiation of Hair in Satin Mice, H. K. Hong and coll, Genesis 29:163-171, 2001) a montré l'implication du gène Foxq1 dans l'expression du caractère «satin».

L'objectif de ce stage était de déterminer si le gène Foxq1 est impliqué ou non dans le déterminisme génétique du caractère «satin» chez le lapin phanère en race Castor.

Pour répondre à la problématique posée, une démarche expérimentale a été mise en place avec, d'une part, la création d'un protocole familial informatif pour le caractère et, d'autre part, le développement de marqueurs moléculaires localisés autour du gène Foxq1. Les animaux produits ont été phénotypés par observation microscopique sur mèche de poils et seront génotypés sur ADN génomique à l'aide de marqueurs. Ce sont les analyses de liaisons génétiques entre les données phénotypiques et génotypiques qui permettront de valider ou d'invalider l'hypothèse.

Identification du gène satin

La démarche scientifique choisie pour identifier le gène responsable du caractère satin a été de créer des familles dites informatives, qui ont été phénotypées et génotypées afin de pouvoir réaliser des analyses de liaisons génétiques.

Caractère satin

Le caractère satin résulte d'une modification de la structure du poil.

Un poil classique se compose de 3 couches : la cuticule, le cortex et la moelle. La cuticule est formée de cellules imbriquées, telles des écailles qui se chevauchent. Le cortex est composé de cellules allongées riches en pigments. La moelle, partie centrale du poil, se compose de cellules contenant des pigments, entremêlées d'espaces aérés.

A contrario, la structure d'un poil satin se caractérise par une surface lisse, un tassement marqué des pigments provoquant une dépigmentation du pelage et un amincissement généralisé du poil. Les cellules composant la moelle sont dissoutes et les cavités intercellulaires ont disparues, laissant place à une moelle creuse et fine.

C'est la réduction du diamètre des poils qui détermine le toucher soyeux et la souplesse du pelage. L'aspect satiné de la fourrure, dû à sa capacité de réflexion de la lumière, est accentué par la transparence de l'enveloppe pileuse, donnant ainsi un lustre exceptionnel à la toison.

L'expression du caractère satin résulte d'une mutation récessive d'un gène autosomal, porté par un chromosome non sexuel.

Création de familles informatives

L'Unité Expérimentale INRA du Magneraud dispose d'une lignée de lapin Castor homozygote sauvage (non satin) et d'une lignée de lapin Castor homozygote satin sélectionnée. Par croisements de ces deux lignées (cf. document n°1), des lapins F1 de phénotype non satin hétérozygotes au gène ont tout d'abord été créés ; ces lapins sont porteurs d'un allèle satin sauvage et d'un allèle satin muté. Puis, 4 des mâles F1 ainsi obtenus ont été croisés avec 24 femelles satin (6 femelles par mâle) homozygotes au gène satin afin de produire des familles paternelles d'environ 100 descendants ; en théorie, 50% des descendants sont de phénotype satin et 50% de phénotype non satin.

Ces croisements ont pour but d'obtenir un nombre suffisamment grand de descendants satin et non satin issus d'un même père. Il sera ainsi possible de tracer au sein de ces familles le gène satin en analysant la transmission des 2 allèles de ce gène, par rapport à la transmission des allèles de marqueurs moléculaires. Pour un microsatellite donné, un animal homozygote aura le même nombre de répétitions sur les deux chromosomes alors qu'un animal hétérozygote aura des nombres de répétitions différents sur les deux chromosomes (cf document n°2).

Un bon marqueur doit être polymorphe dans le dispositif familial utilisé afin de faciliter l'analyse de la transmission des allèles du marqueur et des allèles du gène d'étude. 

Animaux et prélèvements

Le protocole expérimental du programme satin prévoyait la production de 100 descendants de race Castor par pères soit 400 descendants au total. A mon arrivée au laboratoire, seulement 169 animaux (issus des 4 pères F1) avaient été produits, les autres étaient encore en cours de production.

En pratique, je disposais des 169 prélèvements biologiques des descendants sous forme d'oreille entière découpée sur l'élevage lors de l'abattage des animaux. Je disposais également de l'ADN génomique extrait au laboratoire à partir de biopsie d'oreille des 4 pères. Je ne disposais pas de prélèvement biologique des mères.

Phénotypage

Je disposais des 169 phénotypes du caractère satin observés sur les descendants à l'élevage au fur et à mesure de la production des animaux. J'ai choisi 10 animaux issus d'un même père et de mères différentes. A l'aide d'un microscope, au grossissement x100 avec huile à immersion, j'ai observé une mèche de poils entre lame et lamelle (cf. photos n°1 et 2 -p13).

Extraction d'ADN génomique 2.3.1 Principe

L'extraction d'ADN génomique permet d'isoler l'ADN des tissus, localisé dans le noyau des cellules en se débarrassant des membranes cellulaires et des protéines. Le principe consiste à lyser les cellules et à précipiter l'ADN à l'éthanol.

Mode opératoire (cf. document 3)

L'ADN génomique a été préparé à partir des oreilles entières. L'oreille est tout d'abord rasée pour ne pas que les poils gênent l'extraction puis découpée en petits morceaux. Pour des questions de praticité les échantillons sont préparés par séries de 24. La centrifugation permet la séparation entre le surnageant contenant l'ADN soluble et le culot contenant les débris cellulaires. L'éthanol couplé au sel rend l'ADN insoluble et forme un précipité blanc appelé méduse. La méduse prélevée est solubilisée dans le tampon conservateur.

Contrôle Qualité

L'ADN solubilisé est ensuite dosé pour évaluer la quantité et la qualité de l'extraction par mesure de l'absorbance dans le domaine de l'UV. On utilise un spectrophotomètre, le Nanodrop, qui permet de travailler sur des micro-volumes sans cuve : 1µl de solution d'ADN non diluée est déposé. L'appareil mesure l'intensité du courant qui traverse la colonne formée par la goutte.

Il effectue ainsi des mesures de Densité Optique (DO) à 3 longueurs d'ondes :

-260 nm : absorbance des nucléotides, -280 nm : absorbance des protéines, -230 nm : absorbance des sels. Près de l'anode, un rayon laser traverse chaque capillaire afin d'exciter les molécules fluorescentes et la caméra CCD recueille la fluorescence émise au fur et à mesure de la migration des fragments d'ADN. L'appareil est connecté à un ordinateur qui enregistre les signaux en continu et qui fera l'analyse lorsque la migration sera terminée. Plusieurs types de molécules fluorescentes existent (Hex, 6Fam, Ned, …) permettant de visualiser dans des couleurs différentes les fragments d'ADN amplifiés. Un standard de taille (de 50 à 400 bases) en fluorescence Rox injecté dans chaque capillaire permet de déterminer précisément la taille des fragments d'ADN. Pour 12 des microsatellites fonctionnels, la température commune à laquelle j'ai obtenu la meilleure amplification est 60°C ; pour des questions de praticité, j'ai choisi de réaliser la suite des amplifications à cette température. Seul le marqueur MCSGL018747C sera utilisé à 62°C.

Mode opératoire

Je disposais donc de 13 microsatellites fonctionnels en PCR classique.

Analyse des microsatellites en fluorescence sur séquenceur

J'ai testé les 13 microsatellites retenus en PCR fluorescente sur l'ADN génomique des 4 pères afin de tester leur informativité.

Pour cela, j'ai réalisé la PCR en attribuant à chaque microsatellite une amorce universelle fluorescente (de 21 paires de bases) permettant de les distinguer ; les fluorophores ont été choisis en fonction des tailles des marqueurs. Si 2 marqueurs avaient une taille similaire à 20 paires de bases près, je leur attribuais une couleur différente pour les différencier. J'avais 3 fluorophores à disposition : 6Fam (bleu), Hex (vert) et Ned (jaune). J'ai ainsi constitué 3 groupes de marqueurs utilisables en simultané dans le même capillaire du séquenceur (cf. document n°10).

DOCUMENT 10 : 3 GROUPES DE MARQUEURS CLASSES PAR TAILLE ET PAR COULEUR (AVEC M13) A l'aide du logiciel du séquenceur, j'ai analysé les résultats des électrophorétogrammes en essayant de déterminer pour chaque microsatellite le génotype de chacun des pères. Neuf des microsatellites ont des profils de bonne qualité et sont informatifs pour au moins 1 des pères (cf. documents n°11 et 11bis). Des allèles non présents chez les pères ont été retrouvés dans la descendance ; ces allèles ont été transmis par les mères, que je n'ai pas génotypées en raison de l'absence de prélèvement biologique.

Pour chacun des 6 microsatellites, j'ai regardé la ségrégation des allèles de marqueur par rapport aux 2 allèles (sauvage et muté) du gène satin. Pour cela, j'ai trié les animaux en 2 groupes en fonction de leur phénotype non satin et satin. J'ai ensuite compté le nombre de fois que chaque allèle était rencontré dans chacun des groupes, ceux à la fois pour le gène satin et pour les 6 microsatellites.

Pour l'un des pères, j'ai détaillé la ségrégation des allèles de 2 marqueurs chez ses descendants (cf. document n°15), j'ai fait de même pour les 3 autres pères afin d'obtenir les résultats finaux (cf. document n°16). 

Conclusions et perspectives
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DOCUMENT 1 :

 1 CREATION DE FAMILLES INFORMATIVES 1.3 Marqueurs moléculaires Les marqueurs moléculaires sont des séquences d'ADN utilisées en cartographie génétique pour se repérer sur le génome. Ce sont des indicateurs neutres de la variabilité génétique. Il existe différents types de marqueurs moléculaires, dont les microsatellites. Un microsatellite est une séquence d'ADN constituée d'une répétition d'un motif court. Il est spécifique d'une région du génome, grâce aux régions flanquantes situées de part et d'autre de la répétition. Le nombre de répétitions d'un microsatellite est très variable d'un animal à l'autre. C'est pour cette raison qu'un marqueur de type microsatellite est très polymorphe (plusieurs formes) ; de nombreux allèles existent pour un même microsatellite.

DOCUMENT 2 :

 2 EXEMPLE D'UN MICROSATELLITE 2 Matériels et méthodes La liste des équipements et réactifs utilisés lors des manipulations est fournie en page 24

DOCUMENT 3 :

 3 MODE OPERATOIRE « EXTRACTION D'ADN DE LAPIN A PARTIR D'UN MORCEAU D'OREILLE »  le TE 10/0.1 (Tris EDTA) est un Tampon ; il évite les variations de pH (pH=8) pour ne pas que l'ADN se dégrade.  l'EDTA est un collateur d'ion (agent chélateur) ; il permet de bloquer les enzymes dégradant l'ADN.  le SDS (Sodium Dodecyl Sulfate) est un détergent ; il aide les tissus à se désagréger.  la protéinase K est une enzyme active à 25°C mais son action est optimale à 56°C ; elle permet de digérer les protéines liées à l'ADN.  le NaCl saturé en sel est utilisé pour précipiter les protéines qui seront ensuite éliminées après la centrifugation.

  2.4.2.2 Mode opératoire d'un gel d'agarose à 1.5%  Verser dans un erlenmeyer 1.5g d'agarose et 100mL de TBE 1X.  Chauffer jusqu'à que le gel liquide soit limpide et transparent.  Refroidir l'erlenmeyer et ajouter 2 gouttes de BET.  Couler le gel dans un plateau où l'on place immédiatement des peignes délimitant les puits.  Une fois que le gel est durcit, retirer les peignes et placer le gel dans une cuve d'électrophorèse. Déposer les échantillons dans les puits du gel à raison de 10µL par puits. On dispose également d'un standard de taille (de 100 à 1500 bases) qui va permettre d'évaluer la taille des fragments.  Brancher la cuve au générateur pour permettre la migration des échantillons.  Une fois la migration terminée, on place le gel sous une plaque U.V afin de visualiser l'ADN. DOCUMENTS 5 ET 6 : MIGRATION DE L'ADN SUR UN GEL D'AGAROSE 2.4.3. PCR fluorescente et électrophorèse sur séquenceur 2.4.3.1 Principe Le principe d'une PCR fluorescente est le même que celui d'une PCR classique sauf que l'on utilise une amorce supplémentaire (M13 de 21 paires de bases), fluorescente et universelle, complémentaire de l'extrémité 5' d'une des amorces spécifiques de la séquence cible à amplifier. La fluorescence permet la visualisation des fragments d'ADN sur séquenceur. Le principe de l'électrophorèse sur séquenceur se rapproche fortement de celui d'une électrophorèse classique. L'appareil est composé de 48 capillaires, d'un laser et d'une caméra CCD. Les capillaires, d'un diamètre d'environ 250 µm, sont remplis avec un gel très chargé en polyacrylamide. Les fragments d'ADN sont électro-injectés et migrent ensuite sous l'effet d'un très haut voltage. Ce support de l'électrophorèse est très résolutif puisqu'il permet de séparer les fragments d'ADN à une paire de base près.

  Photo n°2* : Poil de lapin Castor satin

  

  

  

  

  

  L'appareil calcule la concentration de l'ADN en utilisant la formule :1 unité de DO à 260 nm = 50 µg d'ADN / ml de solution L'appareil calcule les rapports DO 260 / DO 280 et DO 260 / DO 230 pour estimer respectivement la quantité de protéines et de sel restants dans la solution d'ADN ; les rapports optimaux sont compris entre 1,8 et 2.La réaction PCR, ou Polymerase Chain Reaction, permet d'amplifier in vitro une région spécifique de l'ADN génomique afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et l'étudier. Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication d'une matrice d'ADN double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus à la fin de chaque cycle servent de matrice pour le cycle suivant, l'amplification est donc exponentielle.Le mélange réactionnel se compose de l'ADNg, de 2 oligonucléotides spécifiques de la région à amplifier, de la Taq polymérase, du tampon contenant le MgCl2 (cofacteur de l'enzyme), et des 4 dNTP.La technique de l'électrophorèse permet la séparation de l'ADN en fonction du poids moléculaire (taille + charge).Elle est fondée sur le déplacement d'ions (molécules ayant perdu leur neutralité électrique) sous l'effet d'un champ électrique. L'ADN étant chargé négativement de par ses groupements phosphate, la migration se fait du pôle négatif vers le pôle positif. Le support de l'électrophorèse classique est un gel d'agarose. Plus les fragments d'ADN sont grands plus ils sont retenus dans les mailles du gel et migrent lentement. Plus le gel est concentré et plus les mailles du gel sont denses.La visualisation des fragments d'ADN se fait grâce au Bromure d'EThidium (BET), agent intercalant de l'ADN qui est fluorescent sous UV.

	2.4.2. Electrophorèse classique	
	2.4.2.1 Principe			
	Les solutions d'ADN sont ensuite normalisées et diluées à 10 ng/µl puis mises en plaque au format 96
	puits pour question de praticité dans la suite des manipulations.
	2.4 Amplification de fragments d'ADNg
	2.4.1. PCR classique		
	2.4.1.1 Principe			
	Un cycle PCR est composé de 3 étapes :	
			Concentration initiale	Concentration	Volume pour un
				ou quantité finale	1 échantillon (µl)
	H2O		-	-	4,62
	Tampon		5 X	1 X	2,4
	dNTP		2 mM	0,2 mM	1,2
	Mgcl2		25 mM	1,5 mM	0,72
	Enzyme Go Taq Remarque : la taille des fragments obtenus par PCR est déterminée par le positionnement des 2 5 U / µl 0,5 U 0,1 Amorce Sens 10 µM 0,4 µM 0,48
	amorces sur la séquence cible. Amorce Reverse	10 µM	0,4 µM	0,48
	ADNg		10 ng/µl	20 ng	2
		Programme thermocycleur	
	95°C	4,62 5min		
	95°C	30sec		
	de 54°C à 62°C	30sec	35 cycles	
	72°C	30sec		
	72°C	10min		

 Dénaturation de l'ADN génomique : 5 minutes à 95°C

 les liaisons faibles assurant la cohésion de la double hélice d'ADN sont rompues, l'ADN est sous forme simple brin.

 Hybridation des oligonucléotides : 30 secondes à une température optimale comprise entre 54°C et 64°C  les oligonucléotides se lient à leur séquence complémentaire, et servent de point de départ (d'amorce) à l'élongation du brin complémentaire à l'ADN matrice simple brin.

 Extension de l'ADN : 30 secondes à 72°C  l'enzyme synthétise le brin complémentaire par incorporation des dNTP libres. DOCUMENT 4 : PRINCIPE D'AMPLIFICATION PAR PCR 2.4.1.2 Mode opératoire

  Ils devaient être issus de mères différentes pour chaque père,  Ils devaient être issus d'une fratrie de phénotype satin et non satin.Pour un des pères, j'ai sélectionné 24 animaux (cf. document n°7) et j'ai fait de même pour les 3 autres, afin de disposer de 90 descendants au total.

	3 Résultats et discussions
	3.1 Choix des animaux (cf. document n°8)
	Pour une question de praticité et de facilité, les réactions PCR se feront en plaque au format 96 puits.
	La plaque se composera de l'ADN génomique de 90 animaux préalablement choisis, de l'ADN
	génomique des 4 pères F1, d'un témoin positif (ADN génomique d'un animal de référence) et d'un
	témoin négatif (H2O).					
	Je disposais de l'ADN génomique de 169 animaux.	
	J'ai sélectionné 90 d'entre eux selon les critères suivants :
	 Ils devaient être issus de pères F1 différents,	
	 1 père F1	
	mère 1	mère 2	mère 3		mère 4	mère 5	mère 6
	M satin	M satin	F satin			M satin	M satin	F satin
	F satin	F satin	Concentration initiale M satin M satin	Concentration M satin	Volume pour un F non satin
	F satin	F non satin	M satin			F satin	ou quantité finale M non satin	1 échantillon (µl)
	H2O F satin	F non satin	M non satin	-	F satin	-F non satin	5,1
	Tampon F satin		M non satin	5 X	F satin	1 X F non satin	2,4
	dNTP F satin		F non satin	2 mM	M satin	0,2 mM F non satin	1,2
	Mgcl2 Enzyme Go Taq M non satin Amorce Sens (M13 longue) M non satin Amorce Reverse (courte) Amorce M13 Fluo M non satin M non satin Concentration µg/ml	25 mM 5 U / µl F non satin 10 µM M non satin 10 µM 10 µM F non satin F non satin Quantité µg Volume µl M satin F satin M satin M satin	1,5 mM 0,5 U 0,1 µm 0,15 µm 0,15 µM 260/280	260/230	0,72 0,1 0,12 0,18 0,18
	ADNg moyenne	235	10 ng/µl M non satin 117 500 F satin	20 ng/µl 1,78	1,18	2 24 animaux choisis
	minimum	82	F non satin 41			M satin 500	1,50	0,71	F = Femelle
	95°C maximum	Programme Thermocycleur 4,62 5min F non satin F non satin 740 370	M satin F satin 500	1,92	1,90	M = Mâle
	95°C		30sec			M satin	
	60°C (ou 62°C)	30sec			42 cycles M satin	
	72°C		30sec				
	72°C		30min				
	Après PCR, plusieurs fragments d'ADN compatibles en taille et/ou en couleur de fluorescence

(plusieurs microsatellites) d'un même animal sont mélangés sur la base de 2µl de chaque PCR, complétés par 40µl d'eau. Aux 2µl du mélange des fragments PCR, on rajoute 8 µl d'une solution de formamide contenant le standard de taille Rox, et on dénature l'ADN 5 minutes à 95°C. La formamide permet d'abaisser le point de dénaturation de l'ADN et de le garder dénaturé.

DOCUMENT 7 : EXEMPLE DE LA SELECTION D'ANIMAUX ISSU D'UN MEME PERE ET DE MERES DIFFERENTES * X100 microscope optique

  Les microsatellites MCSGL018747A et MCSGL018715B sont monomorphes ; les 4 pères sont homozygotes. Deux microsatellites MCSGL018715C et INRACCDDV0191 ont donné des profils de mauvaise qualité (cf. document n°12). disposais donc au final de 9 microsatellites informatifs et fonctionnels en PCR fluorescente sur séquenceur. 'ai génotypé l'ADN des 90 descendants Castor sélectionnés à l'aide des 9 microsatellites sélectionnés par PCR fluorescente sur séquenceur. Pour cela, j'ai réattribué à chaque microsatellite un fluorophore permettant de réaliser 1 seul groupe de marqueurs (cf. document n°13). Les 4 pères ont aussi été génotypés avec cette nouvelle combinaison de fluorophores. Un animal de référence et de l'eau ont été utilisés comme témoins positif et négatif d'amplification.J'ai analysé les résultats des électrophorétogrammes issus du séquenceur en essayant de déterminer pour chaque microsatellite le génotype de chacun des descendants.Trois microsatellites ont présenté des profils difficiles à analyser. En effet le marqueur MCSGL018747C présentait 3 allèles pour certains descendants et le marqueur D12L4A1 présentait des allèles difficiles à assigner avec certitude ; j'ai donc décidé de ne pas attribuer de génotypes pour ces 2 marqueurs à l'ensemble des descendants. Le marqueur MCSGL018747F présentait des allèles difficiles à assigner pour de nombreux descendants (nombreux génotypes non déterminés).Le marqueur MCSGL018747E a été abandonné car la transmission de ces allèles dans les 4 familles paternelles ne respectait pas la loi de Mendel.

	3.5 Génotypage						
	DOCUMENT 14 : SYNTHESE DE L'ANALYSE DES 15 MARQUEURS MICROSATELLITES	
	Microsatellite	Taille + 21pb fluorophore			Microsatellite	Taille + 21pb fluorophore
	MCSGL018747D microsatellite	171		6Fam	notes			MCSGL018747F statut	227	Ned
	MCSGL018747B MCSGL018747E	207	6Fam non analysable sans risque d'erreur		D12L4A1 abandon	185	Ned
	MCSGL018747A	194		6Fam				MCSGL018747C	240	Ned
	MCSGL018715C MCSGL018747F	313 analyse parfois difficile rapport pic-allèle 6Fam		MCSGL018715D MOYEN	274	Ned
	MCSGL018715B D12L4A1	248	6Fam non analysable rapport pic allèle		D12L1E11 abandon	244	Ned
	INRACCDDV0201	138		6Fam				
	MCSGL018747D				_			MCSGL018747E OK	219	Hex
									INRACCDDV0191	174	Hex
	MCSGL018747C			tri allélique			abandon
	MCSGL018747B				_			OK
	MCSGL018747A			pères monomorphes		abandon
	MCSGL018715D				_			OK
	DOCUMENT 13 : ATTRIBUTION DE NOUVEAUX FLUOROPHORES AUX 9 MICROSATELLITES MCSGL018715C profil hérisson abandon
	marqueurs D12L1E11		taille + 21pb _	fluo		OK
	D12L1E11 D12L4A1 MCSGL018715B MCSGL018715A Je DOCUMENT 11 : ANALYSE DES 13 MARQUEURS SUR LES 4 MALES F1 244 Hex 185 Ned pères monomorphes pas d'amplification PCR agarose INRACCDDV0201 138 6Fam INRACCDDV0191 profil ambigu allèle à 1pb		abandon abandon abandon
	marqueur INRACCDDV0201 taille +21 pb MCSGL018715D fluo	mâle 1	mâle 2 274 _	mâle 3 Ned	mâle 4	OK	lecture	nb d'allèles
	INRACCDDV0191 MCSGL018747B 174 Hex INRACCDDV0176	-pas d'amplification PCR agarose --207 Ned	-	Profil ambigu abandon	-
	INRACCDDV0201 MCSGL018747C 138 6Fam (143//143) (143//137) (143//137) (143//137) 240 Ned		ok	2
	MCSGL018747B MCSGL018747D 207 6Fam (207//201) (207//201) (207//201) (203//201) 171 Hex A partir des 15 microsatellites, j'ai donc développé un panel de 6 microsatellites fonctionnels en PCR ok 3
	fluorescente sur séquenceur et informatifs dans le dispositif expérimental.
	MCSGL018747F MCSGL018747E 227 Ned (223//221) (221//221) (223//221) (223//192) 219 6Fam		ok	3
	D12L1E11 Grâce à ce panel de 6 marqueurs, j'ai déterminé le génotype des 90 descendants Castor soit 540 244 Ned (248//248) (248//242) (248//248) (248//242) ok 2 MCSGL018747F 227 Hex génotypes. Vingt-cinq PCR n'ont pas fonctionné, 5% des génotypes sont donc manquants. Le taux de
	MCSGL018747D succès du génotypage est donc de 95%. 171 6Fam (171//169) (171//169) (171//169) (169//169)		ok	2
	MCSGL018747E	219	Hex	-		-	-	-	Difficilement analysable	-
	MCSGL018715C	313 6Fam (326//326) (326//307) (326//326) (326//307)	Profil hérisson	2
	MCSGL018747A	194 6Fam (194//194) (194//194) (194//194) (194//194)	Monomorphe	1
	MCSGL018747C	240	Ned	-		-	-	-	Difficilement analysable	-
	12L4A1	185	Ned	-		-	-	-	Difficilement analysable	-
	MCSGL018715B	248 6Fam (249//249) (249//249) (249//249) (249//249)	Monomorphe	1
	MCSGL018715D	274	Ned (273//273) (273//273) (275//265) (273//273)		ok	2

J

  Une publication sur une étude expérimentale chez la souris a permis de démontrer que le gène responsable du caractère satin était le gène Foxq1.L'objectif de ce stage était de valider ou invalider l'hypothèse selon laquelle ce même gène serait responsable de ce même caractère chez le lapin de race Castor. Des croisements ont été réalisé entre 4 mâles hétérozygotes au gène satin et 24 femelles homozygotes au gène satin afin de générer 4 familles informatives de 100 descendants.Dans le cadre de mon stage, 169 descendants Castor avaient déjà été produits et phénotypés.En suivant les modes opératoires, j'ai extrait l'ADN génomique de morceaux d'oreilles des 169 animaux et j'ai sélectionné un sous-ensemble de 90 animaux (issus des 4 pères) de phénotypes satin et non satin. Parallèlement, j'ai essayé de mettre au point les conditions d'analyse sur séquenceur de 15 marqueurs microsatellites localisés sur le génome du lapin dans la région de Foxq1. Au final, j'ai réalisé le génotypage des 90 descendants avec un panel de 6 marqueurs fonctionnels et informatifs.Mon travail a, d'une part, permis de développer un outil de biologie moléculaire, un panel de 6 marqueurs microsatellites dans la région du gène Foxq1. Ce panel servira tout d'abord pour le génotypage des autres animaux du dispositif expérimental Castor (c'est-à-dire les 169 -90 animaux non sélectionnés ainsi que les 400-169 animaux récemment produits) afin d'augmenter les effectifs dans cette race. Ce panel servira aussi au génotypage des animaux de race Laghmere dans le même type de dispositif expérimental déjà mis en place à l'Unité Expérimentale du Magneraud.Il a aussi, d'autre part, permis, grâce au génotypage, de mettre en évidence une co-ségrégation de l'allèle muté du gène satin avec 1 des allèles du marqueur MCSGL018747B et avec 1 des allèles du marqueur MCSGL018747D. J'ai ainsi montré que le gène responsable du caractère satin est proche de ces 2 marqueurs. Sachant que ces 2 marqueurs sont localisés sur le génome dans la région de Foxq1, on peut conclure que le gène satin est proche de Foxq1. L'hypothèse selon laquelle le gène Foxq1 est responsable du caractère satin chez le lapin est donc pratiquement validée.Pour confirmer cette hypothèse, des analyses de liaisons génétiques entre phénotypes et génotypes au sein des familles informatives du dispositif en race Castor seront réalisées. Ces mêmes analyses de liaison seront aussi réalisées dans le dispositif Laghemere.Par la suite, le séquençage du gène Foxq1 chez des lapins hétérozygotes pourra être entrepris afin de recenser le polymorphisme et rechercher la mutation causale.
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