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Résumeé

Les principaux objectifs de la detection de QTL (Quantitative Trait Loci) sont la
compréhension des mécanismes génétiques régissant les caractéres complexes afin
d’améliorer I’efficacité de la sélection. Les protocoles de détection varient selon la nature et la
densité de marqueurs, le type de caractére, les dispositifs étudiés ou encore les lignées
parentales, d’ou la question de 1’adaptation des outils de détection de QTL aux modeles
étudiés. Celle-ci a été abordée a travers deux exemples de recherche de QTL menées chez la
Poule.

Pour la 1%¢ partie de la thése, nous avons identifié des QTLs de résistance au portage
de salmonelles par maximum de vraisemblance (MV) dans une population F2 issue d’un
croisement entre lignées expérimentales de poules pondeuses consanguines. La densité de
marqueurs et la taille de population étaient relativement faibles et la distribution des
caractéres ¢loignée d’une distribution normale. Les résultats ont été comparés avec ceux
précédemment obtenus par régression linaire (RL). Les deux méthodes identifient plusieurs
QTLs d’effet faible, mais ils différent d’une méthode a 1’autre, du fait de la fixation imparfaite
des alléles aux QTLs chez les grands-parents, du faible effet des QTLs, de la non-normalité
des distributions phénotypiques et de I’absence de prise en compte de la dominance avec la
méthode de maximum de vraisemblance.

Pour la 2°™ partie, nous avons détecté des QTLs d’efficacité digestive, d’anatomie et
de poids a 23 jours avec les deux méthodes, dans une population F2 issue d’un croisement
entre lignées de poulets divergentes pour leur efficacité digestive. La densité de marqueurs
était moyenne, la taille de population élevée et la distribution des caractéres proche de la
normale. Les QTLs détectés avec les deux méthodes sont semblables. Neuf QTLs ont été
détectés pour I’efficacité digestive et 11 pour I’anatomie du tractus digestif, tous situés sur des
micro- ou nano-chromosomes. Un QTL pléiotrope contrélant a la fois la digestion de I'amidon
et la longueur de l'intestin relative au poids vif a 23 jours a été identifié sur le chromosome
26. Des genes candidats intéressants sont situés dans les régions QTL identifiées.

Les résultats de cette thése montrent que les deux méthodes utilisées pour identifier
des QTLs peuvent dans certains cas étre complémentaires, si bien qu’il est utile de les
appliquer toutes deux pour comparer les résultats. Cependant, quand la puissance du dispositif
est importante, que les effets de dominance sont faibles et les distributions phénotypiques

proches d’une répartition normale, les deux méthodes donnent des résultats trés similaires.

Mots-clés: poulet, génétique, quantitative trait locus, QTL, salmonelles, digestibilité, EMAN.
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Summary

The main objectives of the detection of QTL (Quantitative Trait Loci) are to
understand the genetic mechanisms controlling complex traits in order to improve the
efficiency of selection. The protocols used to detect QTLs vary according to the nature and
density of markers, the type of traits, the structure of population used, which raises the
question of the adaptation of statistical methods to of QTL detection to the experimental
designs. This question was addressed through two examples of QTL detection in chickens.

For the first part of the thesis, we identified QTLs for resistance to Salmonella carrier-
state by maximum likelihood (ML), in an F2 population derived from a cross between
experimental inbred lines of laying hens. The density of markers and size of the population
were rather low and the distribution of traits far from a normal distribution. The results were
compared with those previously obtained by linear regression (LR). Both methods identified
several QTLs of small effects, but the QTLs obtained are different from one method to
another, uncertainty on the fixation of the QTL alleles among grandparents, to the small effect
of QTLs, to the non-normal distribution of traits and to the failure to take into account the
dominance effect with the maximum likelihood method.

During the second part of the thesis, we detected QTLs for digestibility, anatomy and
body weight at 23 days with both methods MV and RL in an F2 population derived from a
cross between broilers lines divergently selection on digestive efficiency. The density or
markers and size of the population were higher than in the fisrt case and the distribution of
traits close to a normal distribution. The positions of the QTLs detected by both methods are
similar. A total of 9 QTLs were detected for digestive efficiency and 11 QTL for anatomy of
the digestive tract, all of them located on the micro-or nano-chromosomes. A pleiotropic QTL
controlling both the starch digestion and the length of the intestine relative to the body-weight
at 23 days was identified on chromosome 26. Interesting candidate genes are located in the
QTL regions identified.

The results of this thesis show that the two methods used to identify QTLs may in
some cases be complementary, so that it is useful to compare their results. However, when the
power of the design is important, dominance effects are low and phenotypic distributions
close to a normal distribution, both methods give similar results.

Keywords: chicken, genetics, quantitative trait loci, QTL, resistance to Salmonella carrier-
state, digestibility, AMEn
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ADN : Acide désoxyribonucléique
cM : Centimorgan
CUD : Coefficient d'utilisation digestive
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Le formidable développement des possibilités de génotypage permet désormais
d’identifier les zones du génome impliquées dans le contréle des caractéres quantitatifs ou
QTLs (Quantitative Trait Loci). Il est en effet désormais possible de rechercher si I’effet de
certains marqueurs permet d’expliquer la distribution des performances et d’améliorer ansi la
compréhension des mécanismes génétiques régissant les caracteres complexes. Cette
approche peut aussi contribuer a I’amélioration de 1’efficacité de la sélection. Cependant, son
efficacité dépend du protocole retenu pour le phénotypage, de la densité du genotypage, du

type d’analyses statistiques et du dispositif génétique.

Comme dans toute étude génétique, la premiére étape d'une recherche de QTLs
consiste a choisir les phénotypes, qui doivent mesurer de fagon aussi précise et pertinente que
possible la ou les caractéristiques que 1’on souhaite étudier. L’idéal serait de mesurer un tres
grand nombre de caracteres reflétant les effets des genes mais, en pratique, les caracteres
doivent pouvoir étre mesurés assez rapidement pour permettre d’acquérir un nombre suffisant
de données et par suite une puissance statistique satisfaisante. La mesure d’un grand nombre
de caracteres implique également une manipulation répétée des animaux, ce qui peut induire
un stress chez ceux-ci et fausser les mesures. De plus, lors d’une primo-détection, les géenes
sous-jacents restant inconnus, il n’est pas encore possible de choisir des phénotypes ne
reflétant que la simple action d’un ou de quelques genes, ce qui peut par contre se faire, dans
un second temps pour la cartographie fine des QTLs. Par ailleurs, la distribution des
caracteres est également un élément de choix. La plupart des méthodes statistiques ont en
effet ¢t¢ développées, au moins dans un premier temps, sous I’hypothese de caracteres
normalement distribués. Si certains caracteres comme la croissance ou la composition
corporelle ont des distributions trés proches de cette hypothese, la plupart des phénotypes
s’écartent de cette distribution, de fagon plus ou moins prononcée. Dans certains cas, une
transformation mathématique (logarithme, Box-Cox, ...) permet de se rapprocher de
I’hypothése de départ. En revanche, dans d’autres cas, ces transformations ne sont pas
possibles. C’est le cas par exemple de certains caractéres de comportement comme le
comportement en open-field, qui présente une distribution en U (Faure, 1982). Dans certains
cas plus extrémes, les observations sont de nature discrete. Ainsi, par exemple dans le cas de
résistance a des maladies, I’animal est soit malade, soit résistant et le caractere de type « tout-

ou-rien ». Dans ces derniers cas, les distributions observées sont trop éloignées des
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distributions normales théoriques pour ignorer 1’écart a I’hypothése de normalité sur laquelle
repose la plupart des méthodes de calcul. Cela implique donc d’utiliser des modéeles et des

méthodes statistiques dédiés a ces caractéres aux distributions atypiques.

Le choix du dispositif génétique constitue la deuxiéme étape. Il inclut le choix du type
de matériel génétique (races, lignées pures ou croisements, et dans ce dernier cas le dispositif
de croisement) mais aussi les effectifs et leur répartition par famille. Il résulte d’un
compromis entre le besoin d’un grand nombre d’animaux (nombre de familles, nombre
d’animaux par famille) pour estimer le plus précisément possible 1’effet des QTLs et
augmenter la puissance de détection du dispositif et les possibilités pratiques d’acquisition des

phénotypes sur ce grand nombre d’animaux.

Enfin se pose la question du choix du type et de la densité des marqueurs utilisés pour
le génotypage. L’augmentation exponentielle du nombre de marqueurs s’est souvent faite au
détriment de D’informativité de ces marqueurs. Cette augmentation impose également
aujourd’hui des développements théoriques et informatiques, car les logiciels actuels sont

parfois inadaptés a ce nombre trés élevé de marqueurs.

De ce fait, les résultats obtenus dans les multiples études de QTL vont étre tres
variables en partie du fait de tous ces paramétres, mais il est rare de trouver une discussion sur
I’impact des différents facteurs de construction des protocoles et de 1’adaptation des outils de
détection de QTLs aux modé¢les étudiés. C’est précisément cette question qui sera abordée
dans cette these, au travers de deux exemples de recherches de QTLs menées chez la Poule,
dans deux situations tres différentes pour les paramétres décrits ci-dessus. Le premier exemple
est une détection de QTLs de la résistance au portage de salmonelles mesurée sur deux
populations de 185 et 193 animaux F2 issus de lignées parentales consanguines N (sensibles)
et 6; (résistants) génotypées pour 480 marqueurs SNP, et des caracteres présentant une
distribution phénotypique non normale. Le second exemple porte sur la capacité digestive
avec une population F2 de 820 animaux issue des lignées parentales divergentes D- (mauvaise
digestibilité) et D+ (bonne digestibilité), génotypée pour 6000 SNP, avec des caracteres

normalement distribués.

Au cours de cette these, différentes méthodes statistiques pour la détection de QTLs
ont été comparées pour identifier laquelle est la plus adaptée dans chaque cas. Des primo-
détection de QTLs par cartographie d'intervalle simple (un seul caractere, un seul QTL) ont
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d’abord été effectuées, en utilisant d'abord la méthode du maximum de vraisemblance a l'aide
du logiciel QTLMap. Les résultats obtenus ont ensuite été comparés avec ceux issus d'une
méthode de régression linéaire proposée par le logiciel QTLEXxpress (un seul caractere, un
seul QTL), et obtenus soit avant cette these pour l'étude de la résistance au portage de
salmonelles, soit au cours de cette thése pour I'étude de la digestibilité. Dans un deuxiéme
temps, la détection de QTLs a été améliorée par 1’utilisation de méthodes adaptées a chaque
dispositif. Pour I'étude de la résistance au portage de salmonelles, un modéle a deux QTLs et
un modele dédié aux données discrétes a été utilisé. Pour I'étude de la digestibilite, des
modeles multi-caractéres et LDLA (Linkage Disequilibrium and Linkage Analysis) ont été

employés.
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Premiere partie:

Principales méthodes de détection de QTLs
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|. Principaux margueurs génétiques utilises pour la

cartographie de QTLsS

1.1 Définition et principales caractéristiques des marqueurs
genétiques

Toute séquence polymorphe d'ADN, c'est a dire présentant plusieurs alléles, qui a une
position unique dans le génome et se transmet selon les lois mendéliennes peut étre qualifiée

de marqueur génétique. Cependant, pour étre intéressant, un marqueur moléculaire doit

idéalement présenter les caractéristiques suivantes :

- il doit étre multi-allélique : s'il suffit dans l'absolu de deux alleles pour que le
marqueur soit utilisable, un grand nombre d'alléles est un atout car il améliore
I'informativité du marqueur en multipliant le nombre d’individus hétérozygotes. Ainsi,
pour un marqueur présentant 2 ou 4 alléles de fréquences égales, on observera

respectivement 50 et 75% d’individus hétérozygotes.

- il doit présenter un fort polymorphisme dans la population étudiée, les alléles rares
diminuant fortement le nombre potentiel d’animaux hétérozygotes (50% des individus
si les deux alleles ont une fréquence de 0,5 chacun, 18% si les fréquences sont de 0,1
pour un alléle et 0,9 pour le second).

- il doit étre co-dominant, c'est a dire que les hétérozygotes présentent un phénotype
différent des deux homozygotes afin de pouvoir différencier sans ambiguité

hétérozygotes et homozygotes.

- il ne doit pas présenter d'interaction épistatique pour que le génotype puisse étre

reconnu clairement a partir du phénotype sans influence du génotype sur d’autres locus.

- il doit étre neutre : le polymorphisme du marqueur ne doit pas avoir d’effet sur la
variabilité phénotypique, c'est a dire que les substitutions alléliques au marqueur n‘ont
pas d'autre effet phénotypique que ceux qui permettent de determiner le génotype au

marqueur.
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- il doit étre insensible au milieu pour que les phénotypes enregistrés puissent étre reliés
au génotype quel que soit le milieu. Cette derniére considération ne s’applique en

revanche pas lorsque le caractere étudié est un caractéere de sensibilité au milieu.

En outre, I’ensemble des marqueurs utilisés doivent étre répartis de fagon homogeéne
sur I’ensemble du génome afin d’avoir une bonne puissance de détection sur tout le génome.
En réalité, il n'y a pas beaucoup de marqueurs répondant a toutes ces conditions. Les trois
premiers criteres peuvent étre optimises dans les dispositifs étudiés, mais les trois derniers

critéres sont difficiles a vérifier en pratique.

I.2. Notion de marqueur informatif dans la détection de QTLs

L'informativité d’un marqueur désigne la possibilité de tracer la transmission des
alleles des parents aux descendants sans ambiguité. Ainsi, les marqueurs pleinement
informatifs permettent d'identifier, au niveau des descendants, les alléles hérités du pere et
ceux hérités de la mere. Tel est par exemple le cas lorsque, pour un marqueur ne comportant
que deux alleles, les deux parents sont hétérozygotes et leur descendant homozygote. A
I’extréme inverse, Si les parents sont homozygotes et de méme génotype, on ne peut identifier
l'origine des alleles recus par le descendant et les relier aux phénotypes observés. Cette
informativité peut étre observée a différentes échelles, de la population dans 1’idéal, d’une ou
plusieurs familles dans la plupart des cas car les génotypes parentaux et par suite les niveaux

d’informativité des marqueurs différent d’une famille a I’autre.

1.3. Types de marqueurs utilisés dans la cartographie de QTL

Parmi les nombreux types de marqueurs moléculaires, les plus utilisés sont les

marqueurs microsatellites et les marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphism).

1.3.1 Marqueurs microsatellites

Les marqueurs microsatellites sont des séquences d'’ADN répétées en tandem dont

I'unité de répétition est longue de un a quatre nucléotides. Les plus courants sont (A)n, (TC)n,
(TAT)n et (GATA)N, les valeurs de n (nombre de répétitions de la séquence) pouvant aller de
quelques unites a plusieurs dizaines. C'est le nombre de répétitions qui définit les alleles.
faut que le microsatellite soit entouré a droite et a gauche de séquences uniques pour étre un
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marqueur non ambigu. Au cours des 15 derniéres années, les marqueurs microsatellites ont été
considérés comme des marqueurs de choix car ils sont trés polymorphes, co-dominants et
répartis de facon homogéne dans le génome. Un de leurs inconvénients est que le génotypage
n'est pas facilement automatisable, ce qui rend impossible un génotypage a tres haut débit. De
plus, leur densité sur le génome est plus réduite que celle des marqueurs SNP. Cependant,
chez la Poule, ils ont constitué pendant longtemps les meilleurs marqueurs génétiques
possibles pour des analyses QTL car répartis sur tout le génome, multi-alléliques et co-

dominants, et ce tant que la séquence du génome n'était pas disponible.

1.3.2 Marqueurs SNP

Les marqueurs SNP sont des mutations d'une seule base dans un fragment d'ADN. Ils
sont trés généeralement bi-alléliques et donc moins souvent polymorphes que les marqueurs
microsatellites, si bien qu’ils fournissent moins d'informations que les microsatellites. En
revanche, ils sont extrémement fréquents dans le génome : ainsi, chez la Poule, la fréquence
des SNP est de 1 par 50 a 100 paires de bases, contre 1 par 150000 bases pour les
microsatellites (Vignal et Besbes, 2005). Chez la Poule, le séquencage du génome achevé en
2004 (Wallis et al, 2004) a permis d'identifier un trés grand nombre de SNPs (Rubin, 2010)
par la comparaison de différentes souches génétiques trés différentes. Kranis et al (2013) ont
récemment détecté chez la Poule un nombre encore plus grand de SNP (139 millions de SNP),
parmi lesquels 78 millions ségrégent entre 24 souches. Si la densité des SNP ne change pas
selon la distance génétique (100 a 200 SNP/ cM), elle varie selon la distance physique, ce qui
se traduit chez la Poule par une forte hétérogénéité de couverture des chromosomes. Le
génome de la Poule a en effet la particularité d'étre constitué de chromosomes nombreux et de
tailles extrémement différentes. Les chromosomes 1 a 8 (et Z) sont dits macro-chromosomes,
les chromosomes 9 a 20 sont dits micro-chromosomes et les chromosomes 21 a 32 sont dits
nano-chromosomes. On sait que la densité de recombinaison génétique est plus élevée sur les
micro- et nano-chromosomes que sur les macro-chromosomes, comme le confirment les
travaux récents de Kranis et al (2013) (figure 1). Le séquencage n'etant pas complet, méme
avec l'assemblage le plus récent, les SNP ne couvrent pas l'ensemble du génome : de

nombreux micro- et nano-chromosomes ne sont pas couverts.
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Figure 1: Distribution des marqueurs SNP de la carte physique et consensus chez la
Poule (d'apres Kranis et al, 2013)
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Un avantage majeur des SNP est que leur génotypage est facilement automatisable
grace aux supports de puces a ADN, réduisant fortement leur coQt par rapport aux marqueurs
microsatellites. Les technologies de puces a ADN les plus connues et efficaces pour le
génotypage avec des marqueurs SNP sont I'lllumina BeadArray (Illumina Inc., Sandiego, CA,
USA) et I'Affymetrix SNP array (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). Ces deux
technologies permettent de génotyper rapidement plusieurs milliers voire jusqu'a un million
de marqueurs SNP. Kranis et al (2013) viennent de présenter une puce dite 600K avec 580954
SNP au total (cf. figure 1). Les marqueurs utilisés sur cette puce ont été choisis parmi
1829290 SNP génotypés. On peut noter que sur cette puce, certains chromosomes parmi les
nanochromosomes ne sont toujours pas représentés. De plus, le chromosome 16, du fait de sa
structure génétique particuliere est également peu représenté, ce qui constitue un probléme
pour 1’étude de la résistance génétique aux maladies, ce chromosome étant porteur des génes
du complexe majeur d’histocompatibilité. Cependant la puce de 57636 SNP est pour I’instant
la puce la plus souvent utilisée chez cette espéce (Groenen et al, 2011).
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Figure 2: Crossing-over et recombinaison
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[1. Principes de base de la cartographie génétique des

marqueurs

I1.1. Carte physique et carte genétique

Deux types de cartes peuvent étre utilisés. Dans la carte physique, les marqueurs, le
plus souvent tres proches (distants de quelques kilobases), sont ordonnés selon leur position
physique dans le génome. Les distances entre les différents marqueurs, mesurées en paires de
bases (pb), sont dites absolues. Dans la carte génétique, ce sont les distances génétiques qui
sont calculées en Morgans (M) ou centimorgans (cM), en fonction du taux de recombinaison

entre marqueurs.

I1.2. Recombinaison et distance génétique entre marqueurs

Lors de la méiose, un échange de matériel génétique entre deux chromosomes
homologues peut avoir lieu a la fois dans un méme chromosome et entre les deux
chromosomes, d’ou un mélange, sur un méme chromosome, d’alléles d'origine maternelle et
d’alleles d'origine paternelle. Ce phénomeéne se produit de fagon aléatoire et se nomme une
recombinaison réciproque (en anglais: crossing-over, cf. figure 2). Il joue un réle fondamental

dans la création et le maintien de la diversité génétique.

La probabilité d'avoir une recombinaison entre deux loci différents situés sur un méme
chromosome au cours de la méiose est d’autant plus grande que ces loci sont plus éloignés.
Inversement, si les loci sont proches, les recombinaisons entre alléles sont tres rares et ils
restent le plus souvent associeés sur le méme chromosome dans le gaméte produit par la

méiose.

La mesure de I'éloignement génétique entre deux loci est exprimée par le taux de
recombinaison entre eux. Si la probabilité de recombinaison entre deux loci est égale a 0,5,
ces loci dits indépendants ou non liés. Lorsque cette probabilité est inferieure a 0,5, ces

marqueurs sont dits liés.
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Si rij est la proportion sur I'ensemble des gamétes de gamétes recombines pour les

deux loci i et j (taux de recombinaison), il existe plusieurs fonctions de calcul de la distance

génétique entre ces deux loci (dj):

La distance de Morgan est calculée en supposant que les recombinaisons multiples
sont rares ; la probabilité de recombinaison entre deux marqueurs est donc considerée
comme additive, d’ou I’estimation de leur distance génétique :
dij =1y

Ainsi, deux loci présentant un taux de recombinaison de 1% sont dits éloignés de 1
cM.

Fonction de Haldane (Haldane, 1919), méthode de calcul qui prend en compte la
possibilité de crossing-over multiples sur un chromosome et considére qu’ils sont

indépendants, d’ou :
dij = 1ln(1 — 2137)
2 j
La fonction de Kosambi (Kosambi, 1944), plus générale, prend en compte le fait que
des crossing-over différents ne sont pas indépendants, c'est a dire qu’un crossing-over
observé diminue la probabilité d'un autre crossing-over proche, d’ou la formule :

dij=1"\T=2r,;) " "=V =2

400 sinon

Toutes les distances ci-dessus sont exprimées en cM.

I1.3. Construction d’une carte génétique

La construction d'une carte génétique comprend les grandes étapes suivantes:

- Etape 1: calcul de la liaison entre paires de marqueurs. Pour chaque couple de

marqueurs on teste I'nypothése Hy: "les deux marqueurs sont indépendants” (r=0,5) contre

I'nypothése H;: "les deux marqueurs sont liés" (0 <r <0,5) ou r est le taux de

recombinaison entre ces deux marqueurs. Le résultat du test est un LOD score. S’il est

supérieur a un seuil de LOD score choisi préalablement, les marqueurs sont liés ; ils font

partie du méme groupe de liaison. Des marqueurs situés sur un méme chromosome peuvent

appartenir a plusieurs groupes de liaison différents si les distances génetiques entre groupes de

marqueurs sont trop importantes.
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- Etape 2 : Les marqueurs sont ordonnés a l'intérieur de chaque groupe de liaison. Le
type de calcul effectué dépend du programme de cartographie utilisé. Par exemple, le
programme CRIMAP (Green et al, 1990) effectue ses calculs a partir d’un couple de
marqueurs fourni par I’utilisateur ou choisi pour étre le plus lié (étape 1), puis insére les
marqueurs un par un en calculant le logarithme décimal de la vraisemblance de chaque ordre
de marqueurs envisagé. A chaque étape, la carte de plus forte vraisemblance est retenue pour

1’étape suivante, ¢’est-a-dire 1’insertion d’un marqueur supplémentaire.

Les principaux logiciels pouvant étre utilisés pour construire une carte génétique chez
les animaux sont MapMaker (Lander et al, 1987), CarhtaGéne (Givry et al, 2005) et CRIMAP
(Green et al, 1990). De nombreux logiciels dédiés aux plantes sont également disponibles :
Linkage-1 (Suiter et al, 1983), Mapmarker (Lander et al, 1987), Gmendel (Liu et Knapp,
1990 ; Holloway et Knapp, 1994) et Join Map (Stam, 1993). Le logiciel CRIMAP est le plus
utilisé. Il présente cependant la limite importante d’une vitesse de calcul tres réduite lorsque le
nombre de marqueurs augmente, méme dans sa derniére version. Cette lourdeur explique
gu'avec l'arrivée des marqueurs SNP en trés grand nombre, les cartes génétiques sont de
moins en moins freqguemment utilisées, au profit de cartes déduites des positions physiques et

de la carte consensus.

La premiére carte génétique consensus de la Poule a été publiée en 2000 (Groenen et
al, 2000). Cette carte a réalisé la synthése de plusieurs tentatives distinctes de cartographie
chez la Poule, qui reposaient a la fois sur des populations différentes et sur des types de
marqueurs différents. Ainsi, Crittenden et al (1993) et Bumstead et Palyga (1992) avaient
utilisé des souches consanguines de type White Leghorn et/ou de jungle, alors que Groenen et
al (1998) avaient étudié un croisement entre deux souches de poulets de chair. Cette premiére
carte compte 801 marqueurs microsatellites. Depuis 2004 et la publication de la séquence du
génome de la Poule (Wong et al, 2004), de nombreux marqueurs SNP ont été identifiés. Une
nouvelle carte génétique consensus avec une densité plus élevée de marqueurs (9 268
marqueurs SNP) a été publiée en 2009 (Groenen et al, 2009). Cette carte consensus compte 34

groupes de liaison qui couvrent 29 des 38 autosomes et atteint une taille totale de 3228 cM.

I1.4. Lien entre carte génétique et carte physique

En raison des limites de vitesse de calcul, la construction de cartes génétiques

comptant un grand nombre de marqueurs peut étre extrémement longue, voire impossible.
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Quand la qualité de la séquence génomique de I’espéce étudiée est bonne, on peut prendre le
risque de déduire la carte génétique de la carte physique, en faisant I’hypothése que 1’ordre
des marqueurs est conservé mais aussi qu’aucune erreur n’a €té faite sur la carte physique et
dans les génotypages que les calculs de carte génétique auraient permis de détecter.
D’éventuelles erreurs de position des marqueurs peuvent toujours étre détectées par la
présence d’un nombre de recombinants significativement plus élevé qu’attendu entre deux

marqueurs, donnée fournie par certains logiciels de détection de QTLs comme QTLMap.

En premiére approximation, on peut considérer que la relation entre la position
physique des marqueurs et leur position génétique est linéaire. Par exemple, chez I'étre
humain, on estime que 10° bases (1 Mégabase) représentent 1 cM. On peut ainsi déduire une
carte génétique de la position physique et de la carte génétique de référence. Ce type
d'équivalence a néanmoins été discuté fortement au cours des dernieres années en raison de
I'existence de "hot spots", zones du génome ou le taux de recombinaison est beaucoup plus
élevé qu'en moyenne (Jeffrey et al, 2001; Gabriel et al, 2002). Ainsi, chez la Poule, il semble
que le lien entre distance en mégabases et en centimorgans varie selon le type de
chromosomes: il serait de 1 ¢cM pour 300000 pb dans les macro-chromosomes (1 a 8 et Z), de
1 c¢M pour 143000 pb pour les micro-chromosomes (9 a 20) et de 1 ¢cM pour 100000 pb pour
les nano-chromosomes (21-32 et LGE22) (Groenen, 2000). Il est donc logique dans cette
espece de prendre en compte ces variations de correspondance entre distance physique et
distance génétique pour construire une carte génétique a partir des positions physiques des
marqueurs. C’est par exemple le cas du logiciel MarkerSet, qui permet de selectionner
automatiquement les meilleurs marqueurs parmi un panel plus large chez la Poule (Demeure
et Lecerf, 2008).
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[11. Principes généraux de la détection de QTLs

Pour identifier des QTLS, il faut disposer d’animaux informatifs issus de parents qui le
soient également, c'est & dire que les génotypes des parents soient tels que I'on puisse observer
différents génotypes chez les descendants afin de les mettre en relation avec les phénotypes.
Travailler sur des croisements entre types génétiques extrémes maximise cette probabilité
d’observer des ségrégations de geénes en augmentant 1’homozygotie des animaux des
générations de base et donc I’hétérozygotie des animaux croisés. Le type de croisement
dépend des caractéristiques biologiques des especes. Dans toute cette partie, on notera M1 et

M2 les deux alléles aux marqueurs et Q1 et Q2 ceux aux QTLs.

I11.1 Types de croisements utilisés dans la détection de QTLs chez les
animaux

Dans les protocoles expérimentaux, il existe deux principaux types de croisements, décrits ci-

dessous.

[11.1.1. Croisement entre des lignées consanguines

Le croisement idéal pour la détection de QTLs est le croisement F2 ou back-cross
(BC) entre lignées consanguines (dites en anglais "inbred"). Dans une population totalement
consanguine, tous les individus sont homozygotes et leurs descendants F1 tres
majoritairement hétérozygotes (au taux de recombinaison pres) et donc informatifs. Ce type
de croisement est beaucoup utilisé chez les plantes. En revanche, comme les animaux
supportent mal la consanguinité car elle diminue tres fortement les performances de
reproduction et la vigueur, ce type de population est peu fréquent dans les populations
animales, hormis certaines lignées d’animaux de laboratoire comme la Souris. Certaines
lignées aviaires présentent cependant une forte consanguinité et un taux élevé d'homozygotie.
C’est le cas des lignées de Poule pondeuse (White Leghorn) résistante (6,) et sensible (N) aux

salmonelles qui ont été utilisées dans cette thése.
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Figure 3: Schéma de croisement en retour ""backcross' (BC) utilisé pour la détection de

QTLs en supposant I'absence de recombinaison entre loci.
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Figure 4: Schéma de croisement F2 utilisé pour la détection de QTLs en supposant

I'absence de recombinaison entre locus. Les marqueurs M1 et M2 correspondent aux

alleles du premier locus (Q1) et du deuxiéme locus (Q2).

44



Les deux types de croisement les plus utilisés sont :

* Le back-cross : un premier croisement est réalisé entre deux lignées pour obtenir des
animaux F1 le plus souvent hétérozygotes. Ensuite, un croisement dit « en retour » est réalisé
entre cette génération et une des deux lignées parentales (cf. figure 3). C’est cette population
qui est utilisée pour la détection de QTL. Dans un croisement back-cross BC1 et BC2
respectivement sur la lignée parentale homozygote P1 et P2, on suppose que les parents sont
homozygotes au QTL "Q" et au marqueur "M" et présentent donc les génotypes
"M1Q1/M1Q1" pour les parents P1, "M2Q2/M2Q2" pour les parents P2. Les animaux F1
présenteront donc tous le génotype "M1Q1/M2Q2". En supposant I'absence de recombinaison
entre le marqueur et le QTL, la moitié des descendants de deuxieme génération sera
homozygote (M1Q1/M1Q1 pour BC1, M2Q2/M2Q2 pour BC2) et I'autre hétérozygote
M1Q1/M2Q2. Les moyennes de performances de ces deux groupes sont comparées pour
détecter d’éventuels QTLs. Dans le cas d’un caractére dominant, seul le croisement avec la

population présentant le phénotype récessif pourra étre utiliseé.

* Le croisement F2: Ce croisement est effectué en croisant entre eux des animaux F1
(hétérozygotes) issus du croisement entre deux lignées parentales homozygotes P1 et P2 pour
obtenir une population F2 (cf figure 4). Les animaux F1 présentent les mémes caractéristiques
que pour un backcross et sont donc tous hétérozygotes "M1Q1/M2Q2". En I'absence de
recombinaison, la population F2 est constituée d’un quart d'homozygotes M1Q1/M1Q1, d'un
quart dhomozygotes M2Q2/M2Q2 et dune moitié dhétérozygotes M1Q1/M2Q2.
L’information sur la présence et l'effet du QTL provient de la comparaison entre les
moyennes de performances de deux groupes homozygotes (M1Q1/M1Q1 et M2Q2/M2Q2)
pour cartographier des QTLs. Les individus hétérozygotes (M1Q1/M2Q2) renseignent quant a
eux sur le statut de dominance du QTL, mais ne sont pas ou peu utilisés pour en détecter la
présence.

Ces deux types de croisements sont utilisés chez les volailles, consanguines ou non
(Hocking et al, 2005; Abasht et al, 2006). L'avantage du croisement backcross est d’étre plus
puissant, en 1’absence de dominance, que le croisement F2, car seules deux classes
génotypiques sont comparées pour chaque marqueur, avec donc une plus grande proportion
d’animaux par classe. A I’inverse, il ne permet pas d’estimer I'effet de dominance du QTL.
Par contre, le croisement F2 permet de détecter des QTLs qu’ils soient ou non dominants,

alors que pour les détecter dans un croisement de type BC, il faut connaitre a priori laquelle
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des deux populations est porteuse de ’allele récessif, ce qui n’est pas le cas dans des primo-
détections. Dans les deux cas, I’utilisation d’une F1 obtenue a partir de deux lignées pures
améliore la puissance du dispositif car elle assure un déséquilibre d’association maximal entre

le marqueur et le QTL recherché.

[11.1.2. Croisement entre les lignées non consanguines

En I’absence de lignées consanguines, on utilisera des lignees dites "outbred”, ce qui
est le cas dans la plupart des études portant sur les animaux de rente. Pour augmenter la
puissance du dispositif de détection, on peut utiliser des croisements entre deux races tres
différentes, par exemple chez le porc, Large White et Meishan (Wei et al, 2011), chez la
Poule, White Leghorn et poule de jungle (Schitz et al, 2002 ; 2004; Wright et al, 2006) ou
deux lignées sélectionnées de facon divergente. Dans les lignées divergentes, les régions
génomiques controlant les caracteres soumis a sélection sont théoriquement devenues tres
homozygotes, si bien que I’on peut faire I’hypothése que les QTL sont a 1’état homozygote
dans chacune des lignées. Dans ce cas, la recherche de QTL est ciblée sur le caractére soumis

a sélection.

Plusieurs lignées divergentes ont été sélectionnées puis utilisées a des fins de
recherche de QTL, notamment a ’INRA, qui dispose d’un trés important nombre de lignées
divergentes sélectionnées sur les principaux critéeres de production avicoles. Tel a été par
exemple, le cas de deux lignées de poules pondeuses sélectionnées pour une faible (R-) ou
une forte (R+) consommation alimentaire résiduelle (Bordas et Mérat, 1984), de lignées dites
"maigre" et "grasse" (Leclercq et al, 1980) ou de lignées a croissance forte et faible (Mignon-
Grasteau et al, 2001). Ces différentes lignées ont été utilisées pour I'identification de QTL (par
exemple les R+/R- par Heams et al, 2011; les "maigre" et "grasse" par Lagarrigue et al, 2006;
les croissances forte et faible par Nadaf et al, 2007, 2009). Dans cette these, ce sont les lignées
de poulet de chair sélectionnées sur une forte (D+) ou faible (D-) efficacité digestive
(Mignon-Grasteau et al, 2004) qui ont été utilisées pour la détection de QTLs de la

digestibiliteé.

I11.1.3. Autres dispositifs

Les dispositifs mis en place dépendent des caractéristiques biologiques des especes

étudiées. Par exemple, si I’é¢tude des croisements convient a des especes a intervalle de

46



génération court, elle est plus difficilement ou pas réalisable dans des especes a intervalles de
génération plus longs. Tel est le cas des bovins pour lesquels les généticiens utilisent les
données provenant des schémas de sélection, pour lesquels des évaluations génétiques

particulierement précises sont disponibles :

* Dispositif ""pere™ (ou "filles™ chez les bovins) : Ce type de dispositif est proposé par Soller
et Genizi (1978) sur des bovins et porte sur deux générations (cf. figure 5). Les péres et leurs
filles sont génotypeés, mais seules les filles sont phénotypées. Les phases des parents, c'est a
dire la combinaison spécifique d'alleles présents sur les chromosomes homologues des
parents, sont reconstituées grace a I'observation des génotypes des descendants. L'analyse de
ségrégation est faite sur les filles phénotypées. La moyenne de performances des individus
ayant recu un allele paternel au marqueur (M1) est comparée a celle ayant recu l'autre allele

(M2), quel que soit I’alléle regu par la mére.

* Dispositif "'grand-pére™ (ou ""petites-filles' chez les bovins) : Ce type de dispositif proposé
par Weller et al (1990) utilise trois générations (cf. figure 6) : un grand-pére hétérozygote
produit des descendants (fils) qui sont évalués a partir des phénotypes de leur descendantes
(les petites-filles du grand-pere). Les grands-peres, peres et filles sont génotypés. Le principe
est toujours de relier un écart de valeur génétique entre groupes de descendants (fils) a I’allele
recu du grand-pére a chaque marqueur.

Ces analyses sont réalisées intra-famille de grand-pere, car un méme allele au
marqueur peut étre associé a l'allele favorable au QTL dans une famille et a l'alléle

défavorable dans une autre.
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Figure 5: Schéma du dispositif "'filles™ proposé par Soller et Genizi (1978)

* ? signifie que la phase maternelle est inconnue (I’alléle de la fille est connu)

Figure 6: Schéma du dispositif ""petites-filles' proposé par Weller et al (1990)

* ? signifie que la phase maternelle est inconnue (I’alléle de la petite-fille est connu)
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I11.2. Détection de QTLs avec les marqueurs individuels.

Il existe de nombreuses méthodes statistiques de détection de QTL. Nous nous
concentrerons dans ce paragraphe sur les cas dans lesquels sont vérifiées deux hypothéses
sous-jacentes : la normalité des distributions des caractéres analysés et I'nomogénéité des
variances entre génotypes au QTL. Ces méthodes sont décrites pour des croisements idéaux
entre lignées consanguines ou sont genéralisées a I'analyse intra-famille dans des croisements

entre les lignées non consanguines (outbred).
[11.2.1. Approche par analyse de variance

I11.2.1.1. Taux de recombinaison nul entre le QTL et le marqueur

Si on considere le cas théorique d'absence de recombinaison entre un QTL et un
marqueur M, l'analyse de variance permet [’analyse linéaire de I’effet du génotype au
marqueur. Dans le cas des lignées consanguines croisées en backcross, I'analyse de variance
permet de comparer les moyennes de performances entre les individus homozygotes (M1M1
ou M2M2) et les individus hétérozygotes (M1M2) au marqueur M. Pour le protocole F2 issu
de deux lignées consanguines, on a trois phénotypes différents au marqueur, d’ou le modele

utilisé en analyse de variance:
Y= +a+esilindividu a regu les alleles M1M1;
Y= -a+esilindividu arecu les alleles M2M2;
Y=+ esil'individu a regu les alleles M1M2.

ou Y est la performance de l'individu, a est I'effet additif du marqueur M1 et e est la résiduelle
du modéle. La détection de QTLs repose alors sur un test de Fisher entre les hypothéses HO
d'absence de QTL (égalité des moyennes car a=0) et H1 de présence d'un QTL a I'effet additif

(différence entre moyennes car a=0).

111.2.1.2. Taux de recombinaison non nul entre le QTL et le marqueur

Pour le protocole F2, si on considere que le marqueur est co-dominant et que 1’on se

place dans le cas de deux lignées parentales homozygotes M1Q1/M1Q1 et M2Q2/M2Q2, tous
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les individus F1 sont hétérozygotes M1Q1/M2Q2 pour le locus marqueur et pour le QTL.
Dans ce cas :

- I'effet additif a est estimé par (Lo101-Hg202)/2,
- I'effet de dominance du QTL d peut étre estimé comme [2 pQ1Q2 - 1Q2Q2 -uQ1Q1]/2,

oU uo101, Mo2q2, Moige Sont les valeurs phénotypiques moyennes des animaux de génotype
Q1Q1, Q2Q2 ou Q1Q2, respectivement (Verrier et al, 1997).

Dans ce cas, du fait de I'existence de recombinaison entre le QTL et le marqueur M, un
parent F1 qui porte 1'allele M1 au marqueur associé¢ a 1’allele Q1 au QTL ne transmet pas
toujours l'allele Q1 au QTL a ses descendants. Les probabilités des génotypes au QTL sont
donc des probabilités conditionnelles, sachant le génotype au marqueur et le taux de
recombinaison r. Plus le marqueur et le QTL sont éloignes, plus le taux de recombinaison est
important et plus on risque de ne pas détecter le QTL. Par suite, I'association entre marqueur
et caractére sera donc délicate a mettre en évidence et rendra difficile voire impossible la mise
en ceuvre d’une Sélection Assistée par Marqueur (SAM), méthode de sélection qui utilise les

marqueurs moléculaires proches de genes ou de QTL liés a un caractere d'intérét.

Pour les lignées non consanguines (outbred), il faut également prendre en compte la
notion de famille, car 1’alléle au marqueur auquel est associé 1’allele favorable dépend des
familles. L'effet du marqueur est alors mesuré intra-famille, de pére dans le cas des protocoles
"pere" F2 ou backcross (Soller et Genizi, 1978), de grand-pére dans le cas du protocole
"grand-pére" (Weller et al, 1990).

Pour la détection de QTLs avec un seul marqueur, le test utilisé est le test de Fisher,
qui repose sur la comparaison entre moyennes de sous-populations ayant recu I'un ou l'autre

des alléles au marqueur M par leurs parents hétérozygotes.

[11.2.2. Approche par maximum de vraisemblance

Dans le cas de I'approche de maximum de vraisemblance, on suppose, au moins en
premiére approche, que la distribution du caractere quantitatif est normale dans chaque classe
de génotype. Nous présentons ici le cas particulier des dispositifs issus du croisement entre 2

lignées consanguines, homozygotes au marqueur M et au QTL Q. D'aprés Luo et Kearsay
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(1989), la vraisemblance des observations, sous hypothése de présence d’un QTL a proximité

du marqueur, sachant les informations apportées par les marqueurs est :

L= UfMlMl ) UfMlMZ (J’j) UfMZMZ k)

oU fyimir fuimz, fuzmz Sont les vraisemblances des observations y sur les individus de
génotype M1M1, M1M2 et M2M2 au marqueur (M) sous hypothése de présence d’un QTL,
respectivement et ny, n, et n3 le nombre d'individus de génotype au marqueur M1IM1, M1M2
et M2M2.

I11.3. Détection de QTLSs par cartographie d’intervalles

L'avantage des méthodes exploitant les marqueurs un par un est de ne pas nécessiter de
carte génétique complete puisque l'on peut faire des tests sur des marqueurs isolés. C'est
pratique dans le cas d'especes animales pour lesquelles la séquence du génome n'est pas
disponible. Un des inconvénients majeurs de telles approches est qu'elle ne permet pas de
différencier un QTL a effet fort situé loin du marqueur et un QTL tres proche du marqueur
mais d’effet faible, qui présenteront des valeurs de vraisemblance équivalentes. Cette limite
souligne I’intérét de la prise en compte de plusieurs marqueurs et de la cartographie

d’intervalle.

[11.3.1. Principales approches statistiques

La méthode de cartographie d'intervalle simple (Interval Mapping) vise a tester
systématiquement I'hypothése de la ségrégation d'un QTL non seulement pour toutes les
positions couvertes par les marqueurs génétiques génotypés mais aussi dans les intervalles
entre ces marqueurs. Elle a permis d'augmenter la puissance de la détection et la précision sur
la localisation des QTLs. Elle permet donc, contrairement aux méthodes portant sur un seul
marqueur, de faire la distinction entre I'importance de I'effet du QTL et sa distance par rapport
aux marqueurs. Dans la réalité, un test est effectué pas a pas a intervalles réguliers (souvent de
1 centiMorgan (cM) sur un groupe de liaison ou sur un chromosome. Les méthodes utilisées
reposent sur le maximum de vraisemblance ou la régression linéaire. Les paragraphes suivants
deétaillent ces deux méthodes pour le cas de dispositifs F2 issus de croisements entre deux

lignées fixées pour les alléles au QTL.
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111.3.1.1. Maximum de vraisemblance

L'approche statistique de Maximum de vraisemblance (MV) pour la cartographie
d’intervalles est proposée pour la premiére fois en 1989 par Lander et Botstein (1989). Cette
méthode permet d’exploiter I'ensemble des informations apportées par les marqueurs et la

distribution du caractére.

Dans ce modeéle, on suppose que la distribution des performances est normale de
moyenne p et variance o°. Les k génotypes au QTL dans le cas d'une population F2 sont notés
QQ, Qg et qg. La vraisemblance de présence d’un QTL pour un individu | de performance vy,
sachant son genotype M;M;- et N;N; aux marqueurs M et N vaut :

Vi/MiN) =X f (J’z:ﬂQk» 02) P(Qx/M;N;M;,N;,)

avec.

P (QQ/M|N]M|NJ) = (1-rm@)"(1-7Ng)

(1-1MN)?

P (Qa/ MiNjMi-Nj-) = 2r173(1-7m0)(1-Tno)

1-rmn)?

_TMQ°TNQ?
P (qa/ MiNjMiNy) ==
ou rug est le taux de recombinaison entre le marqueur M et le QTL, rng le taux de
recombinaison entre le marqueur N et le QTL et ryn le taux de recombinaison entre les
marqueurs M et N. Il y a 9 génotypes possibles aux marqueurs flanquants. En développant
I'équation précédente, on obtient donc la vraisemblance d'une performance y; sachant le

génotype aux marqueurs MiN;/M;N; :

_ [A-rm0)*(1-Tng)?
Vu/MiN;My,Ny,) = [ CN ] f (3, 1, 0,02)

(1-rmn)?
[raenelioriglOonaa] 7y, 07) s [ £y, o)

La vraisemblance totale pour n individus F2 vaut :

n
v = [voummemn,)
=1
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Pour tester I'existence du QTL, on teste I'hypothése H1 "existence de QTL" a la
position x contre HO "absence de QTL" par le calcul du logarithme du rapport de
vraisemblance (LRT = Likelihood Ratio Test) obtenu en comparant le Maximum de
vraisemblance du modeéle complet (H1) et du modéle réduit (HO), qui inclut uniquement les

effets polygéniques :

V (modéle réduit)

LRT = =21
" V(modeéle complet)

Il est également possible de calculer le LOD score, proposé par Lander et Bostein
(1989), lequel vaut

V(modéle réduit) |  LRT  LRT

LOD = —log10 = ~
8 V(modele complet)| 2In10 4.61

Avec les statistiques de test LRT ou LOD, on peut tester I'existence de QTL a
différentes positions du génome. Comme la distribution de cette statistique n’est pas connue,
pour apprécier le degré de significativité, on estime un seuil de rejet par simulation des
valeurs de LOD ou LRT sous hypothese nulle. Si la valeur calculée sous 1’hypothese
d'existence du QTL dépasse 5% des valeurs simulées sous HO, I’hypothese nulle d’absence de
QTL dans ce groupe de liaison est rejetée et la localisation du QTL retenue comme la plus
probable est la position ou la valeur de LRT (ou LOD) est maximale. Si elle est inférieure,

I’hypothese nulle est conservée.

Le maximum de vraisemblance associé a la cartographie d'intervalle donne la position
du QTL la plus vraisemblable. Son intervalle de confiance dépend de la distribution de ce
maximum de vraisemblance au long du chromosome. Il peut par exemple étre calculé par la
méthode du LOD drop-off, qui consiste a rechercher les positions limites auxquelles on
obtient les valeurs de vraisemblance égales au « maximum — 4,61 ». Les principales limites de
cette approche sont le temps de calcul et son corollaire, les possibilités limitées de développer

le modéle d’analyse, notamment en incluant un éventuel effet dominant du QTL.

Cette approche est appliquée dans le logiciel QTLMap, développé par des chercheurs
de plusieurs equipes INRA, dont une version est disponible sur Internet a I’adresse

https://qgp.jouy.inra.fr/. QTLMap a été creé pour la détection de QTLs par cartographie
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d'intervalles basée sur une fonction de vraisemblance, dans des populations animales outbred
(Elsen et al, 1999). Il permet d’analyser des mélanges de dispositifs de plein- et demi-

fréres/soeurs.

111.3.1.2. Régression linéaire (RL)

Alors que I'approche de maximum de vraisemblance implique des temps de calcul
lourds, une autre approche plus rapide a été proposée par Haley et Knott (1992) pour le
dispositif F2 et par Martinez et Curnow (1992) pour le backross : la régression linéaire ou
cartographie d’intervalle par moindres carrés (Least-squares interval mapping). L’analyse est
basée sur la régression des phénotypes sur les probabilités de transmission conditionnelle aux
génotypes des marqueurs flanquants, dans lesquelles les coefficients de régression sont des
fonctions des effets inconnus du QTL. Avec un dispositif F2, un QTL d'effet additif a et
d'effet de dominance d, situé a la position p entre deux marqueurs flanquants A et B, nous

estimons les effets du QTL en chaque position testée par 1’équation suivante :

yi =u+a.[P(QQ/M,) — P(qq/M,)] + d.P(Qq/M,) + ey

ou y; est le phénotype de I'individu i (i = 1 a n), p la performance moyenne; ej, 1’erreur
aléatoire pour I'individu i a la position p, qui suit une distribution normale, M, I’ensemble des
informations aux marqueurs flanquants (M et N) concernant la position p chez les parents et

les descendants.

La présence d’un QTL est appréciée par le test F du rapport des sommes des carrés des
résidus du modéle complet (SCRpu1), ¢’est a dire sous I'hypothése H1 d'existence d’un QTL a
celles du modéle réduit (SCRyp) sous I'nypothése HO d'absence de QTL. Aitkin et al (1989)

ont montré qu'une valeur approximative du LRT peut étre obtenue par la formule suivante :

SCRyo
SCRy;

LRT = —nln

ou n est le nombre d'observations.

En pratique, cette méthode est exploitée par le logiciel QTLEXpress, qui est trés utilisé

en génétique animale (a I’heure actuelle remplacé par GridQTL). Développé par Seaton et al
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(2006) et disponible a I’adresse : http://qtl.cap.ed.ac.uk/, ce logiciel permet la recherche de
QTLs dans des populations inbred et outbred.

111.3.1.3. Lien entre les deux approches

En supposant que les phénotypes sont normalement distribués pour chaque genotype
au QTL, que le QTL est compléetement lié a I'un ou l'autre des marqueurs et que les résiduelles
dans la régression sont normalement distribuées, Haley et Knott (1992) ont montré que
I'approche de régression linéaire est asymptotiquement équivalente a celle de maximum de
vraisemblance sauf dans le cas de QTL a effets faibles. Ce point de vue est confirmé par Baret
et al (1998). Cependant, Kao (2000) a indiqué que les deux méthodes ont des résultats
différents dans certaines situations, par exemple quand les QTLs sont éloignés de leurs
marqueurs flanquants, ou quand plusieurs QTLs interagissent (Kao, 2000). Chez la Poule, la
forte densité de SNP utilisée rend peu probable un fort éloignement entre marqueur et QTLS,

mais l'existence d'interaction épistatiques entre QTLs est possible.
[11.3.2. Niveau de significativité et intervalle de confiance

111.3.2.1. Seuil de significativité aux niveaux du chromosome et du génome

Le seuil de significativité du test au niveau du chromosome est estimé par simulation
(Harrell et Davis, 1982), par exemple dans QTL Map, ou permutation (Churchill et Doerge,
1994) comme dans QTL Express. Mais ce seuil au niveau du chromosome ne prend pas en
compte le nombre de chromosomes. Or, la multiplication des tests pour chaque chromosome
augmente le risque d’erreur et de détection de faux positifs. Il faut donc définir un seuil de
significativité au niveau du génome, prenant en compte le fait que 1’on réalise non pas 1 mais
X tests différents. La solution préconisée par Lander et Bostein consiste en une approche

approximative basée sur la correction de Bonferroni, soit :

Po=1—-(1—-P)Yr

1
Nombre de chromosome

ou r vaut

Pg est le degré de significativité au niveau du génome et P, celui au niveau du chromosome

Cette méthode ne tient pas compte des différences de taille des chromosomes, ce qui

ne pose pas de probléeme pour la plupart des especes animales, pour lesquelles les
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chromosomes ont tous des tailles relativement équivalentes. En revanche, chez les volailles, le
génome comprend des macro-chromosomes, micro-chromosomes et nano-chromosomes, de
tailles tres différentes. Pour prendre en compte ce déséquilibre entre longueurs des différents
types de chromosomes, Tilquin et al (2005) propose aprés Tuiskula-Haavisto et al (2002)

d'utiliser la correction suivante :
PG = 1_(1_Pc)1/r

ou r est le ratio entre la longueur d'un chromosome spécifique et la longueur totale du
génome. Dans cette thése, nous avons utilisé cette méthode pour estimer le seuil approximatif

au niveau du génome pour les QTL détectés.

Ainsi, avec la premiére correction, un QTL sera déclaré significatif au niveau du
génome s'il atteint le seuil de 0,05/38=0,0013 au niveau du chromosome, quel que soit le
chromosome. En revanche, si l'on prend en compte la longueur du chromosome dans la
correction, ce seuil variera de 0,01 pour le chromosome 1, le plus long avec 200 Mb a
0,00002 pour le chromosome 16 avec 0,42 Mb respectivement. En aviculture, le premier

calcul va donc favoriser les micro-chromosomes, le second les macro-chromosomes.

111.3.2.2. L'intervalle de confiance

L'intervalle de confiance est estimé par deux méthodes principales : "bootstrapping” et
"Lod drop off".

La méthode non paramétrique de "bootstrapping"” repose sur la création, a partir des N
observations expérimentales, de n jeux de données in silico par n tirages avec remise. Pour
chaque tirage, on cherche et garde la position la plus probable d’un QTL, qui est la valeur
maximale des tests statistiques effectués en utilisant le jeu de données obtenu avec ce tirage.
Les N positions sont ensuite classées par ordre croissant. L'intervalle de confiance a a% est

déterminé par les positions & ((100 — =) x o et (£ x )% entre lesquelles se trouvent
2 100 2 100

a% des solutions (Visscher et al, 1996). C'est cette méthode qui a été retenue pour QTL

Express.

La méthode de "lod drop-off" a été proposée par Lander and Bostein (1989). Elle
s’appuie sur le fait que la valeur 2xLRT tende asymptotiquement vers une distribution de type

x2 (a2 un degré de liberté dans le cas du test de la présence d’un QTL). Avec cette méthode
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approximative, 1’intervalle de confiance regroupe l'ensemble des positions contenues dans un
intervalle de 1 LOD autour du maximum de vraisemblance. En pratique, pour un niveau de
seuil recherché a 95%, l'intervalle de confiance est compris entre les deux positions de part et
d’autre du QTL pour lesquels le LOD est inférieur de 1 au LOD maximum de la distribution,
cette valeur de 1 étant la valeur arrondie de 0,83, rapport entre la valeur limite d’un Khi-deux
a 5% (3,84) et la valeur de 2xIn10 (4,61). Si on utilise la valeur LRT, l'intervalle de confiance
est situé entre les deux positions de part et d’autre du maximum du LRT distante de 4,61.
C'est cette méthode qu'utilise QTLMap. Cette seconde méthode fournit des estimations

d'intervalle de confiance plus restreints que la méthode de bootstrapping.

[11.4 Principales voies d'amélioration de la détection de QTLs par

cartographie d'intervalles

111.4.1. Détection de plusieurs QTL liés ou « multi-QTL »

Les modéles précédents supposent I'existence d'un seul QTL pour un chromosome
donné. Or il est tout a fait possible que dans certains cas deux ou plusieurs QTL soient

génétiquement liés, auquel cas ils sont mal ou pas du tout détectés.

111.4.1.1. Approches multi-QTL pour les dispositifs "inbred"
* Composite Interval Mapping (CIM)

La méthode CIM (pour Composite Interval Mapping), proposée indépendamment par Zeng
(1994) et par Jansen (1996), est une méthode basée sur la cartographie d’intervalles et la
régression linéaire multiple. Elle prend en compte I'impact d'autres régions chromosomiques
sur la variabilité du caractere en ajoutant dans I'analyse les effets des marqueurs flanquants les

autres régions chromosomiques déja détectées.
* Multiple Interval Mapping (MIM)

Kao et al (1999) et Zeng et al (1999) ont proposé la méthode MIM (Multiple Interval
Mapping). Cette méthode est une généralisation de la méthode CIM (Composite Interval
Mapping) pour la recherche simultanée d’un nombre quelconque de QTLs sur le génome. A
priori, ces méthodes permettent d'estimer beaucoup de parametres de la structure génétique
d'un caractére : I'épistasie entre QTLs, les valeurs génotypiques des individus, et les

estimations d’héritabilité des caracteres quantitatifs. De ce fait, leur besoin de temps de calcul
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est éleveé, ce qui explique sans doute pourquoi ces méthodes sont, pour I’instant du moins, peu

employées dans la pratique.

111.4.1.2. Approches multi-QTL pour les dispositifs "outbred"

Les méthodes CIM et MIM présentées ci-dessus ne sont pas adaptées pour les
dispositifs "outbred” pour lesquels certaines approches ont été proposées, notamment par
Jansen et al (1996, 1998) et Kao et al (1999).

La plus récente est celle de Gilbert et Le Roy (2007), qui proposent un modéle basé
sur le maximum de vraisemblance pour la détection de deux QTL liés dans un dispositif
"outbred". Ce mode¢le est proche de celui présenté pour la détection d’un seul QTL, mais la
fonction de maximum de vraisemblance est exprimée en fonction de deux QTLs a chaque

couple de positions.

I11.4.2. Détection de QTLs « multi-caracteres »

La détection classique de QTL (uni-QTL, uni-caractere) est réalisée pour chaque
caractére séparément et ne prend donc pas en compte des éventuelles corrélations entre ces
caracteres. Or, la corrélation entre caractéres peut s’expliquer soit par I’existence d’un géne
unique contribuant a 1’expression de plusieurs caractéres (la pléiotropie) soit par 1’existence
de liaison(s) génétique(s) entre différents QTLs co-localisés et impliqués chacun dans
I’expression d’un caractére. Prendre en compte ces corrélations genétiques entre caractéeres

peut donc améliorer la précision et la puissance de détection des QTLSs.

La premiére approche multi-caracteres est proposée par Ronin et al (1995) a partir d'un
modele de calcul marqueur par marqueur. Cette approche considere que les caracteres corrélés
ont une distribution bi-normale et a été développée pour une population "inbred". Korol et al
(1995) montrent que les analyses multi-caractéres permettent d’améliorer la précision
d'estimation des paramétres et la puissance de détection par la prise en compte des
distributions conjointes des caracteres. Jiang et Zeng (1995) ont propose indépendamment
d’¢élargir la méthode CIM uni-caractére et multi-QTL aux analyses multi-caractéres (Zeng,
1994). Cette derniére approche permet de tester statistiquement la pléiotropie d’un QTL
unique par rapport a I’existence de QTL liés avec des effets sur chaque phénotype. Weller et
al (1996) et Mangin et al (1998) ont proposé une methode synthetisant, dans le cas de
croisements entre populations inbred, la majeure partie de l'information phénotypique dans

une combinaison linéaire des caractéres.
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Toutes ces méthodes sont efficaces pour 1’analyse de populations issues de
croisements entre lignées inbred, car le nombre de parametres a estimer par caractére est
limité par rapport a une population outbred, ou le nombre de paramétres est multiplié par le

nombre de familles a analyser.

Gilbert et Le Roy (2003, 2007) ont développé une approche s’appliquant aux
populations outbred (mélange de demi-fréres ou de plein-fréres). Basée sur 1’analyse
discriminante, cette approche utilise I'idée proposée par Weller et al (1996), dans laquelle une
combinaison linéaire de caracteres est analysée dans une approche uni-QTL ou multi-QTL.
Cette combinaison linéaire est celle qui maximise le rapport de la variabilité entre groupes sur
la variabilité intra-groupe. Ces groupes sont formés sur la base des alléles au QTL que les
individus recoivent de leur pére. Les caractéres sont regroupés soit en fonction des positions
des QTLs détectés soit en fonction des corrélations phénotypiques entre caractéres. Cette

approche a été intégrée dans le logiciel QTLMap.

111.4.3. Etude de caractéres discrets

Le modéle a seuil a été proposé par Wright (1934) pour les caracteres binaires. Il
considere que pour toute variable binaire observée y; (yi = 0 ou 1), il existe une variable sous-
jacente z; suivant une loi normale standard de moyenne p et de variance o2. Si la valeur de la
distribution sous-jacente est inférieure a un seuil S (z; <S), y;i vaut 0. A l'opposé, si z; est
supérieur au seuil S, y; vaut 1. Ce modéle a seuil a été étendu aux caracteres discrets qui
contiennent plus de deux classes de variabilité puis a la détection de QTLs (Hackett et Weller,
1995 ; Xu et Atchley, 1996).
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IV. Perspectives d'exploitation du génotypage a haut
débit pour la détection de QTL

Le développement rapide de la génomique, chez la Poule depuis la publication de la
premiére carte en 2004, comme chez la plupart des organismes vivants ouvre de larges

perspectives d'études génomiques.

IV.1. Deétection de QTLs par exploitation du désequilibre de liaison
(DL)

Le déséquilibre de liaison (en anglais: « linkage disequilibrium ») est défini comme
I'association non aléatoire d'alleles a des locus différents. Ces associations non aléatoires
peuvent étre dues a une proximité physique ou a des forces évolutives qui ont affecté la
population au cours du temps, comme la migration, la mutation, la sélection, la dérive

génétique, les régimes d'accouplement ou la migration et le mélange de populations.

Il existe plusieurs formules pour le calcul du déséquilibre de liaison entre alléles
appartenant a deux loci. En supposant que deux marqueurs A (d’alléles Al et A2) et B
(d’alleles B1 et B2) sont sur le méme chromosome, quatre haplotypes sont possibles: A1 Bl,

A2 B2, Al B2 et A2_B1. On définit le paramétre de déséquilibre de liaison D comme :

D = Fy1 g1 X Faz g2 — Fa1 g2 X Faz g1

ou Fax sy est la fréquence de I'naplotype Ax_BYy et D est exprimé en valeur absolue. Avec
cette définition, D est nul si les deux loci A et B sont en équilibre de liaison et est positif si les

deux loci A et B sont en déséquilibre de liaison.

La cartographie de QTL utilisant le déséquilibre de liaison exploite I'association non
aléatoire entre QTL et un certain nombre de marqueurs du fait de la présence de petits
fragments chromosomiques non recombinants identiques dans toute la population étudiée et
issus d'un ancétre commun, appelés des segments "IBD" pour ldentifical By Descent
(Meuwissen et Goddard, 2000). Dans ces segments, les phases marqueur-QTL sont supposées
ne pas varier entre familles. Cette approche peut résoudre certaines limites de I'approche de
cartographie de QTL par analyse de liaison.
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Figure 7: Résultat de la détection de QTL contrélant la gémellité chez les bovins laitiers

Norvégiens, sur les mémes animaux, avec les mémes marqueurs, mais 3 méthodes
d’analyse différentes : LA (a), LD (b) et LDLA (c) (Meuwissen et al, 2002).
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Un intérét important de cette approche est la vitesse de calcul. Elle comporte aussi
théoriquement 1’avantage de réduire les intervalles de confiance et donc de raccourcir la
distance entre le marqueur et le QTL plus proche (Risch et Merikangas, 1996). Elle nécessite
une densité de marqueurs tres importante, c¢’est pourquoi elle était trés rarement employée
avant le développement des techniques de génotypage a haute densité. Cette méthode est
adaptée a une population tres large d'individus non reliés entre eux et permet donc de
s’affranchir de la nécessité de créer un dispositif familial. Une des limites importantes de cette

approche est la présence de faux positifs a cause du trés grand nombre de tests réalisés.

Afin de résoudre les limites entre les deux approches de la cartographie de QTL par
analyse de liaison (larges intervalles de confiance) et par analyse d’association (risque de faux
positifs, nécessité de haute densité de marqueurs), Meuwissen et al (2002) ont proposé une
méthode combinant les deux approches (« Linkage Disequilibrium and Linkage Analysis »,
LDLA). Ces auteurs ont réalisé la premiére application de cette approche et ont pu réduire
I'intervalle de confiance d'un QTL contrélant le taux de naissance gémellaires chez les bovins

laitiers Norvégiens a moins de 1 cM (cf. figure 7).

Le LDLA est intégré au logiciel QTLMap avec deux modeéles proposés par Legarra et
Fernando (2009) : le premier modele est base sur la régression linéaire (Knott et al, 1996), le
deuxiéme utilise le modéle linéaire mixte. Jusqu'a ce jour, a notre connaissance, aucune

publication ne mentionne l'application de cette méthode chez la Poule.
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V.2 Sélection génomique

IV.2.1 Principe

La sélection génomique, proposée par Meuwissen et al (2001) est une forme de
sélection assistée par marqueurs (SAM) couvrant l'ensemble du génome, reposant sur
I’exploitation de puces a SNP de haute densité. La sélection génomique combine certains des
avantages de la SAM (qui permet d’éviter des mesures de performances au moins un certain
temps) et de la détection de QTLs (en évaluant I'ensemble du génome). Son principe repose
sur I’évaluation génétique directe des animaux candidats a la sélection en utilisant uniquement
leurs génotypes aux marqueurs et non par leurs phénotypes comme lors d’une sélection
classique. Pour étre fiable, cette évaluation doit prendre en compte une tres grande quantité de
marqueurs simultanément. La sélection génomique permet d'améliorer les différents
composants du progres génétique que sont la précision de I'évaluation, l'intervalle de

génération et l'intensité de sélection.
En pratique, la sélection génomique est une approche en deux étapes :

- Les effets des génotypes aux marqueurs SNP sur les phénotypes d’intérét sont
estimés dans une population dite «de référence», a la fois génotypée et phénotypée. A partir
des résultats d'estimation des effets, on peut constituer une équation de prédiction des

phénotypes des descendants en fonction de leurs génotypes aux marqueurs.

- L'équation de prédiction établie est appliquée a la population des animaux candidats
a la sélection. Ces animaux candidats ne sont pas phénotypés et leur pedigree peut ne pas étre
connu, car leur index génomique dépend uniquement de leurs génotypes aux marqueurs. La
valeur génétique de chaque animal est calculée en sommant tous les effets des génotypes aux
marqueurs SNP qu’ils portent. La valeur génétique peut étre prédite dés la naissance de

I'animal puisqu’elle ne nécessite qu’un prélévement de sang pour effectuer le génotypage.

La sélection génomique est appliquée avec succes depuis quelques années chez les
bovins laitiers (Hayes et al, 2009; Fritz et al, 2010; Colombani et al, 2012). Jusqu'a
maintenant, la sélection génomique n’est pas appliquée chez la Poule car son intérét chez les
volailles est de moindre amplitude que chez les bovins. En effet, sa mise en place a un colt

qui reste éleveé par rapport a la valeur des reproducteurs (de quelques dizaines d'euros pour un
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coq a plusieurs dizaines de milliers d'euros pour un taureau). Elle implique en effet de
mesurer des phénotypes et des génotypes sur un grand nombre d'animaux et pour de
nombreux marqueurs pour créer la population de référence. De plus, l'intervalle de génération
chez la Poule est court donc le gain que I'on peut attendre de la sélection génomique n'est pas

aussi intéressant que chez les bovins laitiers.

IVV.2.2 Application chez la Poule

Des travaux sont cependant effectués pour étudier sa faisabilité chez la Poule. Ainsi,
dans une population fortement sélectionnée de poules pondeuses, Avenando et al (2010) ont
montré que la corrélation entre valeurs prédites par la sélection génomique et valeurs réelles
se stabilisait autour de 1500 SNP informatifs et n'était plus améliorée par I'ajout de prés de
17000 marqueurs supplémentaires. Ceci signifie que dans certains cas favorables, la densité
de marqueurs nécessaire n'est pas aussi importante qu'on pourrait l'attendre. Cependant,
l'avantage d'une densité élevée de marqueurs est de maintenir la validité des équations de
prédiction sur un plus grand nombre de générations, le nombre de recombinaisons entre
marqueurs et génes d'intérét étant alors réduit. Ainsi, Avenando et al (2010) ont comparé la
précision des équations de prédiction sur 1 a 4 générations de sélection avec un panel a haute
densité (1 marqueur tous les 0,075 cM) ou a faible densité (1 marqueur tous les 8 cM). La
précision est de l'ordre de 80% apres une génération dans les deux cas. Mais aprés 4
générations de sélection elle baisse a 60% dans le panel a faible densité tandis qu'elle est
maintenue a 80% dans le panel a forte densité. Cette baisse implique qu'un effort de
phénotypage doit étre maintenu en permanence, afin de mettre a jour les équations de
prédiction utilisées pour la sélection génomique, et que cet effort est inversement

proportionnel a la densité de marqueur utilisée.

Le colt de la sélection génomique dépend donc d'un équilibre entre densité de
marqueurs et fréquence du phénotypage. Avenando et al (2010) ont estimé que l'intervalle de
génération chez les pondeuses pouvait &tre ramené a 6 mois en utilisant la sélection
génomique, c'est a dire a I'age auquel les animaux sont sexuellement matures, ce qui accélere
la sélection mais augmente la fréquence du phénotypage. A l'avenir, on peut penser que, le
colt du génotypage SNP diminuant régulierement, ce dernier ne sera bient6t plus limitant,

alors qu'au contraire, le colt du phénotypage ne devrait pas diminuer.
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Avenando et al (2012) ont également montré que I'amélioration de la précision de
I'évaluation génétique était particuliérement spectaculaire lorsque les animaux ne pouvaient
pas étre phenotypés, comme par exemple les males pour les caracteres de ponte. Dans ce cas,
par rapport a une évaluation phénotypique « classique » qui améne a une précision de 42%,
I'évaluation génomique avec 36455 SNP permet d’atteindre une précision de 79%. De méme,
Wolc et al (2011) ont étudié 16 caracteres dans une population de 1145 cogs et 1563 poules
génotypés pour 23356 SNP : ils ont montré que la précision des valeurs génomiques estimées
était doublée dans les cas favorables. L'avantage est en revanche beaucoup moins fort pour
des caracteres faciles a mesurer sur les candidats a la sélection, comme le poids vif chez le

poulet de chair.

Enfin, la sélection génomique peut également améliorer l'intensité de sélection. En
effet, puisque les animaux peuvent étre évalués dés leur naissance, on peut envisager de
génotyper un grand nombre d'animaux alors que, pour une sélection classique, le colt

d'élevage et de phénotypage impose de présélectionner un nombre d'animaux plus restreint.

IV.2.3 Conclusion sur la sélection génomique

La selection génomique chez la Poule semble intéressante surtout pour les caracteres
difficiles ou impossibles a mesurer en routine. Le court intervalle de génération chez cette
espéce impose un phénotypage relativement fréquent pour ré-établir les équations de
prédiction, ce qui limite 1’intérét de son application pour I’instant. Cependant, avec I'évolution
des technologies de génotypage a haut débit et des méthodes de prédiction des effets des
marqueurs, il est probable que la sélection génomique soit appliquée chez la Poule dans

I'avenir.

La sélection génomique a pour but la sélection des animaux, mais n’est pas faite pour
identifier les QTL et leurs genes causaux. La détection de QTLs est donc une approche
incontournable pour mieux comprendre I’architecture génétique d’un caractére, voire
I’identification des geénes causaux et leur étude fonctionnelle. C'est pourquoi la sélection

génomique ne se substitue pas donc (pour I’instant) a une analyse QTL.
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Deuxieme partie:
Détection de QTLs - Application a des
caracteres de résistance au portage de

salmonelles chez la Poule
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Figure 8: Image prise au microscope a balayage de salmonelles (Salmonella
typhimurium), en rouge, sur une culture de cellules humaines (source : Rocky Mountain
Laboratories, NIAID, U.S. National Institute of Health).

Figure 9: Image de Salmonella Enteretidis prise au microscope électronique (source:
A.B. Doxsett/SCIENCE PHOTO LIBRARY).
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|. Etude bibliographique

|.1. Taxonomie

Le genre Salmonella compte deux espéces distinctes : S. enterica et S. bongori (Popoff
et al, 2004). La premiere espéce est divisée en six sous-especes : S. enterica Enterica, S.
enterica Salamae, S. enterica Arizonae, S. enterica Diarizonae, S. enterica Houtenae et
Indica (Tindall et al, 2005). Dans chaque sous-espéce on distingue de nombreux sérotypes
caractérisés par les antigénes somatiques (O) et flagellaires (H) des bactéries (schéma de
Kaufman-White). On dénombre ainsi plus de 2500 sérotypes classés d’aprés leurs
caractéristiques biochimiques. Cette revue sera plus particulierement orientée vers S. enterica

Enterica, responsable des salmonelloses des espéces aviaires.

1.2. Caractéristiques genérales

Les salmonelles ont été découvertes aux Etats-Unis en 1885 par Theobald Smith qui
travaillait alors, sous la direction du Dr Daniel Elmer Salmon (1850-1914), sur I’efficacité
d’un vaccin bactérien chez le porc. La nouvelle espéce bactérienne a été nommée Salmonella
enterica. Le nom du genre Salmonella a été donné en I’honneur du Dr Salmon (Figures 8, 9 et
10).

Les salmonelles sont des bactéries non sporulées de type Gram négatif présentant les
caractéres généraux de la famille des Enterobacteriaceae. Leurs dimensions moyennes sont
de 0,5 um sur 3 um. Elles sont généralement mobiles. Dépourvues de capsule, elles possédent
une nitrate réductase (qui réduit les nitrates en nitrites) mais pas d’oxydase. Elles fermentent
le glucose avec ou sans production de gaz. Elles poussent facilement sur les milieux

ordinaires.
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Figure 10: Ultrastructure d'une bactérie du genre Salmonella (source: John

BAVOSI/SCIENCE PHOTO LIBRARY)
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La taille du chromosome des salmonelles varie d’un sérotype a I’autre et est comprise
entre 4,3 et 5 Mbp (méga-paires de base) (McClelland et al, 2001 ; Parkhill et al, 2001 ;
Thomson et al, 2008). Les séquences ADN des différents sérotypes sont relativement proches.
Les genes de virulence des salmonelles peuvent se situer sur un plasmide ou bien sur le
chromosome et ce, de fagon isolée, en opéron ou bien au sein de régions appelées ilots
génomiques. Ces 1lots génomiques regroupent de nombreux génes impliqués dans une méme
fonction telle que le métabolisme, I’adaptation a un environnement spécifique, la résistance

aux antibiotiques ou encore la virulence (Hacker and Kaper, 2000).

1.3. Spectre d'hdte et habitat

L'habitat des salmonelles est tres large. Alors que S. enterica Enterica est présente
chez les animaux a sang chaud (mammiferes dont I'hnomme, oiseaux), les autres sous-especes
se retrouvent chez les animaux a sang froid (reptiles, poissons, insectes) et dans
I’environnement. Selon leur spécificité propre et 1’hote, on distingue deux groupes de
sérotypes de la sous-espece S. enterica Enterica . Certaines présentent une spécificité étroite
pour certaines espéces animales ou pour 1’étre humain et entrainent des infections séveres :
elles sont nommées salmonelloses primaires ou adaptées a 1’hote. Tel est le cas de S. Typhi, S.
Paratyphi A, B, C pour I’homme, S. abortus ovis pour les ovins, S. Gallinarum pour les
volailles, S. Cholerasuis et S. Typhisuis pour le porc, S. Abortus equiis pour les chevaux.
Quand elles ne sont pas spécifiques de 1’héte, les infections sont le plus souvent moins graves:
on parle alors de salmonelloses secondaires, ubiquitaires ou gastro-intestinales. C’est par

exemple le cas de S. Typhimurium chez I’homme ou de S. Enteritidis chez les volailles.

Leur principal habitat est constitué par le tube digestif (Humbert et Salvat, 1997), ce
qui explique leur diffusion dans les feces. Elles sont aussi retrouvées dans 1I’environnement
(par exemple : sol, boues). Elles peuvent y survivre pendant plusieurs mois si les conditions
de température, de pH et d’humidité sont favorables. Chez les poulets, elles sont présentes en

plus grand nombre dans le caecum que dans les autres parties du tube digestif.
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Sérotype Formes cliniques chez la Poule Mesures expérimentales effectuées chez la Poule

- Portage asymptomatique : pas de symptomes. - Mesures le plus souvent effectuées plusieurs
- Dans certains cas: gastro-entérites: diarrhée, | semaines apres infection.
oiseau apathique et hésitant a se déplacer, yeux mi- | - Mesure de [Iinfection systémique: charges

S. Enteritidis | clos, ailes tombantes, plumes ébouriffées. bactériennes dans la rate, le foie, I’ovaire.
Chez les jeunes, la maladie peut s’aggraver en | - Mesure du portage intestinal : charges bactériennes
entrainant une pneumonie ou une évolution vers une | dans I’intestin ou dans les fientes.
forme septicémique.
- Dans certains cas: gastro-entérites: diarrhée, | - Mesures effectuées quelques jours seulement apres
oiseau apathique et hésitant a se déplacer, yeux mi- | infection.

S. clos, ailes tombantes, plumes ébouriffees. - Mesure de [Dinfection systémique: charges

Typhimurium | Chez les jeunes, la maladie peut s’aggraver en | microbiennes dans la rate, le foie

entrainant une pneumonie ou une évolution vers une | - Mesures de [I’excrétion intestinale : charges

forme septicémique

bactériennes dans I’intestin gréle, les caeca, le cloaque

S. Gallinarum

et S. Pullorum

Typhose (S. Gallinarum) et pullorose (S. Pullorum).
Atteinte septicémique. Augmentation de la mortalité
et mauvaise qualité des poussins provenant des ceufs
infectés. Les oiseaux plus agés présentent une
anémie, une apathie, une respiration laborieuse et de

la diarrhée

- Prélévement du sang
- Observations cliniques.

- Taux de mortalité des poussins.
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I.4. Principales étapes de l'infection d’un animal hoéte par les
salmonelles

Les salmonelles sont des bactéries entéropathogenes invasives. Elles sont toutes
considérées comme pathogeénes. En cas d’ingestion d’eau ou d’aliments contaminés, elles
parviennent au niveau de l’intestin gréle ou elles se multiplient selon les étapes suivantes,

résumees dans la figure 11 (Van Immerseel et al, 2005):

1) Aprés ingestion orale, les bactéries passent par 1’estomac pour arriver dans la

lumiére intestinale.

2) Les bactéries s’attachent aux cellules épithéliales et induisent une modification des

filaments d’actine de la cellule.

3) Ceci donne lieu a une internalisation de la bactérie dans la cellule épithéliale. Les

salmonelles sont capables de se multiplier a I’intérieur des cellules eucaryotes.

4) Lors d’une réaction inflammatoire, des macrophages vont migrer des vaisseaux

sanguins vers la paroi intestinale.

5) Ces macrophages peuvent phagocyter les bactéries, lesquelles disposent de
meécanismes leur permettant de survivre et méme de se multiplier a l’intérieur des

macrophages.

6) Les macrophages infectés peuvent passer dans le sang et se disperser vers d’autres

organes, tels que la rate et le foie. Ceci constitue la phase systémique de I’infection.
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Figure 11: Les etapes principales de I'infection d'un animal d'héte par des salmonelles

(Van Immerseel et al, 2005)
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1.5. Mode de transmission des salmonelles chez la Poule

I.5.1. Transmission verticale

Cette transmission de la Poule & ses descendants n’est observée qu’avec quelques
sérotypes, dans la plupart des cas S. Enteritidis et plus rarement S. Typhimurium qui
colonisent les milieux intérieurs de 1'ceuf. Les poussins issus de ces ceufs infectés sont viables
mais infectés des I’éclosion par la souche de salmonelles transmise par la mére (Van
Immerseel et al, 2005; Poppe, 2000).

1.5.2. Transmission horizontale

La transmission horizontale s'effectue entre individus infectés et individus sains, soit
indirectement par le contact entre individus sains et individus contaminés (que ce soient des
congénéres ou des animaux d’autres espéces tels que les souris ou les insectes présents dans
I’environnement) ou entre individus saints et environnement contaminé (batiment, air, litiére,
aliment ou eau de boisson), soit directement par l'ingestion ou I’inhalation de salmonelles.
Cette transmission peut commencer des le couvoir, par des coquilles d’ceufs contaminées lors
de la ponte. Les salmonelles ne rentrent alors pas dans l'ccuf mais sont présentes sur la
cuticule. Dans ce cas, le poussin est infecté des I'éclosion par contact avec la coquille infectée
(Poppe, 2000).

74



I1. Conséquences de I’infection par les salmonelles chez

les animaux et ’homme

Selon le sérotype et 1’hdte, les salmonelles peuvent E&tre responsables d’une
colonisation intestinale sans symptdme (portage asymptomatique), de gastro-entérite ou d’une
infection généralisée parfois mortelle. Le tableau 1 résume les principaux symptémes
rencontrés chez la Poule en fonction du sérotype.

I1.1. Portage asymptomatique

[1.1.1 Description

Chez I’homme on peut observer un portage asymptomatique: une excrétion
asymptomatique de salmonelles dans I’urine ou les féces peut se prolonger pendant des
semaines voire des années (Varnam and Evans, 1991). Chez les animaux domestiques comme
le Porc et la volaille (Poule, Canard), on peut également observer un portage asymptomatique
de sérotypes ubiquitaires. Les animaux ne présentent pas de symptdémes, ce qui rend leur

détection et leur traitement ou élimination trés difficiles.

11.1.2 Conséquences du portage animal sur la securité alimentaire humaine

Le portage animal asymptomatique représente un réel probléme de santé publique
humaine puisque les salmonelles d’origine animale peuvent se retrouver dans les aliments
destinés a la consommation et entrainer une contamination de ’homme. Les salmonelles sont

ainsi I’'une des premiéres causes de toxi-infection d’origine alimentaire.

Tres peu de sérotypes d’origine animale sont a 1’origine d’infections humaines : ce
sont surtout S. Enteritidis et S. Typhimurium qui sont retrouveés et S. Enteritidis reste une des
premiéres causes de toxi-infection alimentaire dans les pays industrialisés, méme si le nombre
de cas diminue (EFSA, 2011). Les produits d’origine avicole (principalement ceufs ou

produits d'ceufs) sont les principales sources de ces souches de salmonelles (EFSA, 2012).

Les catégories de produits d’origine animale pouvant représenter un danger en santé

publique sont:
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- la viande crue ou pas assez cuite et les produits dérivés (charcuterie),
- les ceufs crus et les produits contenant des ceufs crus,
- le lait non pasteurisé et tout produit fabriqué a partir de lait non pasteurisé.

Ainsi, en France, sur la période 1995-1999, 32 000 a 43000 cas ont été observés
chaque année. lls ont entrainé de 6 000 a 10 700 hospitalisations avec 100 a 560 déces
(Anonyme, 2004). Aux Etats-Unis, en 2008, les salmonelloses ont mené a 157 738
consultations, 14 487 hospitalisations et 415 déces (Economic research service, 2008). Le
nombre de cas observés en Europe a néanmoins diminué de moitié depuis 2004 (EFSA,
2011). En paralléle, la prévalence des salmonelloses chez les volailles a diminué de maniere
significative, en particulier dans les troupeaux de poules pondeuses, en lien avec 1I’important
dispositif de contréle des salmonelles dans les populations animales mis en place en Europe
(EFSA, 2012).

11.2. Gastro-entérites

[1.2.1 Description de la maladie

Chez I'nomme, les salmonelles ubiquitaires telles que S. Enteritidis et S. Typhimurium
peuvent entrainer des gastro-entérites. La durée d’incubation est le plus souvent de un a deux
jours. Elle dépend de la santé de 1’hote, de la dose ingérée et de la virulence de la souche de
salmonelles. Les gastro-entérites a salmonelles se manifestent par une diarrhée, des
vomissements, de la fievre, et des douleurs abdominales. Elles sont la conséquence d’une
inflammation de la muqueuse intestinale et conduisent, en 1’absence de soins, a une

déshydratation importante.

Chez la Poule, les symptdémes ne sont pas spécifiques : diarrhée, oiseau apathique et
hésitant a se déplacer, les yeux mi-clos, les ailes tombantes, les plumes ébouriffées. Ils sont
observés essentiellement sur les poussins de moins de 15 jours et sont rares sur les oiseaux de

plus de 4 semaines.

11.2.2 Conséquences économiques des gastro-entérites animales

Chez les animaux d’élevage, surtout chez le Porc et les bovins, les salmonelloses

peuvent entrainer des pertes economiques importantes dues a la réforme ou la mort des
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animaux atteints, aux frais vétérinaires et aux pertes ou retards de production (Targant, 2010).
Chez les volailles en revanche, grace aux différentes mesures de prévention appliquées en
élevage, de tels épisodes sont désormais exceptionnels et le portage est la principale

préoccupation.

11.3. Infections systémiques

Chez I’homme, une infection systémique peut étre observée, en particulier avec les
sérotypes strictement adaptés a ’homme, S. Typhi et S. Paratyphi, sous le nom de fievre
typhoide. Une a trois semaines aprés la contamination survient une fiévre continue
accompagnée de maux de téte, d’anorexie, d’abattement, de douleurs abdominales avec
diarrhée ou constipation. Dans les formes les plus graves, la fievre typhoide peut étre fatale en
I’absence de traitement. Dans les formes légéres, I’état reste stationnaire pendant une

quinzaine de jours puis la convalescence dure plusieurs semaines.

Les animaux aussi peuvent développer des infections systémiques a salmonelles : les
bovins lorsqu’ils sont infectés par S. Dublin, les porcins par S. Choleraesuis. Chez la Poule,
ces infections sont principalement causees par Salmonella Gallinarum. Ce sérotype peut étre
divisé en deux biovars : Gallinarum, responsable de la typhose, et Pullorum, responsable de la
pullorose (Proux et al, 2002). Les principaux symptomes sont caractéristiques d'une atteinte
septicémique chez les volailles. On observe également une augmentation de la mortalité et
une mauvaise qualité des poussins provenant des ceufs infectés. Les oiseaux plus agés
présentent une anémie, une apathie, une respiration laborieuse et de la diarrhée. Ce sont des
maladies graves chez la Poule, rarement observées aujourd’hui en Europe mais encore
importantes dans les pays en voie de développement (EFSA, 2012). Des vaccins efficaces

existent pour lutter contre ces sérotypes de salmonelles.
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[11. Les moyens de lutte contre les salmonelles chez la

Poule

I11.1. Lutte thérapeutique par utilisation d’antibiotiques

L'utilisation des antibiotiques a montré son efficacité pour contrdler I'évolution des
salmonelloses. Les antibiotiques les plus utilisés sont les sulfamides, ’enrofloxacine, la
streptomycine, la gentamicine, les tétracyclines et la fluméquine (Humbert et Salvat, 1998;
EFSA, 2006). Il est toujours recommandé d'utiliser les antibiotiques de maniére appropriée au
bon moment, & la bonne dose et pendant une durée appropriée, pour augmenter leur efficacité
mais aussi parce que sans cela leur utilisation pourrait étre a l'origine de résistances

bactériennes et ainsi d'une plus grande dissémination des salmonelles.

[11.2. Prophylaxie

[11.2.1. Prophylaxie sanitaire:

La prophylaxie sanitaire est I'ensemble des mesures qui permettent d'éviter lI'apparition
ou l'extension des maladies. Elle comprend les traitements du milieu d’élevage et repose en
premier lieu sur toutes les mesures d'hygiene classique (nettoyage, désinfection,
désinsectisation), les mesures qui permettent d'éviter le contact entre animaux sains et

malades mais aussi la supplémentation alimentaire.
* Acidification de I'eau de boisson:

L'acidification de I'eau de boisson consiste a supplémenter I'eau de boisson avec un
acide organique (acide butyrique), qui abaisse le pH non seulement de I'eau, mais surtout du
milieu intestinal le plus loin possible dans l'intestin pour avoir un effet également dans les
caeca (Van Immerseel et al, 2006). L'acidification modifie le milieu intestinal en le rendant
défavorable a la multiplication des salmonelles. Son action est limitée dans le temps, ce qui
implique des administrations répétées et régulieres tout au long de la vie des animaux mais
plus particulierement au démarrage. La supplémentation ne peut pas éliminer toutes les

salmonelles, mais le but est de les empécher de se développer le plus tot possible et de
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maintenir le nombre de salmonelles en dessous d'un seuil d'excrétion et donc d'empécher la

contamination horizontale du lot entier (Vandeplas et al, 2010).
* Les prébiotiques

Ce sont des aliments non digestibles qui ont un effet favorable par la stimulation
sélective de la croissance ou de l'activité d'un nombre limité d'espéces bactériennes déja
présentes dans l'intestin. La flore intestinale transforme ces prébiotiques par fermentation en
acide gras volatils, ce qui peut conduire a une modification de I'ensemble de la flore. Les
fructo-oligosaccharides sont frequemment utilisés (Gibson et Roberfroid, 1995; Van

Immerseel et al, 2005; Donalson et al, 2008).
* Les probiotiques

Ces micro-organismes vivants inclus dans les aliments ont un effet favorable sur I'n6te
par amélioration de I'équilibre de la flore intestinale. Chez la volaille, des tests avec des
probiotiques et en particulier certaines souches de lactobacilles ont montré leur effet sur la
réduction de la colonisation de l'intestin par les salmonelles (Sanmanya et Yamuchi, 2002;

Thirabunyanon et Thongwittaya, 2012).
* Les flores de barriére

Les flores de barriére sont un mélange complexe de bactéries différentes, en équilibre
relativement stable dans le tube digestif des volailles en absence d'agression extérieure
(Schneitz, 2000). La composition de la flore n’est pas toujours définie ; elle peut comprendre
les genres suivant: Bacteroides, Citrobacter, Clostridium sporogenes, Escherichia coli,
Enterococcus faecium, Fusobacterium, Eubactérium, Lactobacillus casei, Lactobacillus
plantarum, Ruminococcus, Propionobacterium, Streptococcus faecalis (Riggi, 1999;
Castagnos, 2003; Lutful Kabir, 2009).

111.2.2 Prophylaxie médicale: vaccination

La vaccination est pratiquée sur les poules pondeuses mais pas les poulets de chair, car
la durée de vie des animaux est trop courte par rapport a durée nécessaire pour que le vaccin
soit efficace. L'injection d'autovaccins ou de vaccins atténués a montré une certaine efficacité
par une réduction nette du portage et de I'excrétion. Mais cette prévention n'est suffisante et

durable que si I'environnement d'élevage est satisfaisant. De plus, les vaccins ne peuvent pas
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éliminer totalement les salmonelles: il est possible d’observer du portage sur des animaux
vaccinés (dans le foie, la rate et le colon) et de retrouver des salmonelles dans les fientes
(Velge et al, 2008).
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V. Etude de la résistance génétique au portage de
salmonelles et a la salmonellose chez la Poule ; contexte

scientifique

IV.1. Définitions : résistance au portage de salmonelles et résistance a
la salmonellose

On peut définir trois niveaux de résistance chez un animal infecté par des salmonelles.
(1) Le poulet est sensible a I'infection (la salmonellose) et il tombe malade ou meurt.

(2) Le poulet est résistant a I’infection mais sensible au portage et donc porteur
asymptomatique de salmonelles. Il ne présente pas de symptémes et peut limiter le
développement des bactéries jusqu’a un seuil supportable. Dit "porteur sain”, cet individu est
source de propagation de salmonelles aux autres individus sains et aux autres espéces, en

particulier a I'nomme.

(3) Le poulet est résistant a I’infection et au portage : les salmonelles infectantes ne

peuvent pénétrer dans 1’animal.

IV.2. Intérét de la sélection comme moyen de lutte contre le portage
de salmonelles

Les moyens de lutte présentés ci-dessus ne sont pas suffisants pour éliminer
complétement les salmonelles des élevages avicoles, en particulier les sérotypes Typhimurium
et Enteritidis, responsables des contaminations alimentaires humaines. En outre, certains de
ces moyens de lutte présentent des inconvenients tels qu'un codt eleve (vaccination,
prébiotiques, probiotiques), une efficacité faible et trop partielle (prébiotiques, probiotiques)
et un risque d’apparition de souches de bactéries résistantes aux antibiotiques (antibiotiques).
Au vu de ces inconvénients, l’utilisation et la sélection d'animaux génétiquement plus
résistants est une alternative intéressante. La connaissance des génes contrélant les variations

de résistance a I’infection par les salmonelles ou au portage pourrait améliorer ’efficacité de
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la sélection, d’ou l'intérét des approches de génétique et génomique (voir par exemple
Calenge et al, 2010, 2011, 2012; Beaumont et al, 2012).

IVV.3. Principaux résultats des études du contr6le génétique de la
résistance a la salmonellose

Depuis longtemps, des publications scientifiques mentionnent des différences de
niveau de résistance a la salmonellose causée par les sérotypes Gallinarum et Pullorum (voir
les revues de Calenge et al, 2010, Beaumont et al, 2012). Ces sérotypes n’étant plus un
véritable probléme dans les élevages actuels, les études les plus récentes s’intéressent plutot
aux sérotypes Typhimurium et Enteritidis, qui peuvent étre portés de facon asymptomatique

par les animaux. Cependant quelques équipes continuent a s’intéresser a la salmonellose.

La premiere étude recherchant des QTLs de résistance a la salmonellose a analysé les
données d'un dispositif back-cross ((6; x 151) x 151) issu de lignées expérimentales
consanguines de type White Leghorn (poule pondeuse). Les animaux ont été infectés a deux
semaines d'age avec le sérotype Typhimurium. Un QTL majeur contrélant la charge
bactérienne de la rate a été identifié sur le chromosome 5 et nommée SAL1. Le locus SAL1 est

impliqué dans 1’élimination des bactéries par les macrophages (Mariani et al, 2001).

En utilisant la sixieme génération de back-cross génotypée avec une haute densité de
marqueurs SNP, la position du locus SAL1 a éte affinée et confirmée entre 54,0 et 54,8 Mb sur
le bras long du chromosome 5. Cette région contient 14 génes, y compris deux candidats
fonctionnels trés marquants: le géne Siva, codant pour la protéine de liaison a CD27 (CD27-
binding protein) et le gene AKTI, codant pour 1’homologue de protéine kinase a
sérine/thréonine RAC-alpha (Fife et al, 2009). AKT1 est particulierement intéressant car il est
impliqué dans la voie de survie cellulaire, comme un inhibiteur du processus d’apoptose. Les
facteurs de survie peuvent supprimer 1'apoptose d’une fagon indépendante en activant AKT1,
qui peut alors phosphoryler et inactiver les composants des machines apoptotiques. AKT1
peut aussi activer NF- kB en régulant I’IkB kinase (IKK), et aboutir ainsi a la transcription de

genes de pro-survie et a la stimulation de réponses pro-inflammatoires (Madrid et al, 2000).

Plus récemment, quatre QTL contrélant la résistance a la colonisation intestinale

précoce par des salmonelles ont été détectés sur les chromosomes 2, 3, 12 et 25 en utilisant
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une population de back-cross (6; X N) x N) issue des lignées 6; (résistante) et N (sensible)
infectées par S. Typhimurium (Fife et al, 2011).

IV.4. Principaux résultats des études du contr6le géneétique de la
résistance au portage de salmonelles

Depuis une vingtaine d’années, I'INRA meéne, en collaboration, des travaux sur le
contrdle génétique de la résistance au portage de salmonelles. Trés peu d’autres équipes de

recherche 1’ont étudi€ jusqu’a maintenant.

IV.4.1. Héritabilité et faisabilité de la sélection

Le portage de salmonelles peut étre mesuré par la persistance de I'infection bactérienne
apres infection expérimentale. Pour aborder cette question, des modéles expérimentaux
d'infection ont été définis a deux ages différents : poussins (Duchet-Suchaux et al, 1995) et
poules pondeuses adultes (Protais et al, 1996). En utilisant ces modeles, I'héritabilité de la
résistance au portage a été estimée a 0,20 chez de jeunes oiseaux (Berthelot et al, 1996) et a
plus de 0,35 chez des poules pondeuses adultes (Beaumont et al, 1999a). Ces résultats
montrent que la résistance au portage de salmonelles est en partie génétiquement contrdlée et
suggerent fortement que la sélection pour augmenter la résistance a la colonisation par les
salmonelles pourrait étre efficace et réduire le risque d’infection par des salmonelles
transmises par la nourriture. Une sélection divergente expérimentale a été réalisée par
Beaumont et al (2009b, 2010) a partir d’une souche commerciale de poule pondeuse. Elle a
confirmé la faisabilité de la sélection pour la résistance au portage de salmonelles chez la

Poule.

IV.4.2. Genes candidats

L'approche dite «gene candidat » consiste a chercher des genes potentiellement
impliqués dans le contrdle du caractére d’intérét (ici la résistance au portage de salmonelles)
et a valider leur réle. Les deux genes candidats SLC11A1 et TLR4 testés chez la Poule ont été
choisis sur la base d’études génétiques effectuées chez la souris infectée par S. Typhimurium.
Le premier gene, initialement nommeé Nrampl (Natural Resistance-associated Macrophage
protein), a été identifié sur le chromosome 1 de la souris. Ce gene, membre de la famille
"solute carrier family" (famille de porteurs solubles) a ensuite été renommé SLC11A1. Chez la

Poule, I'nomologue du gene Nrampl est situé sur le chromosome 7. Le deuxieme géne
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majeur, TLR4 (Toll-like receptor 4), appartient a une famille de récepteurs du systéeme inné
immunitaire (de type Toll-like). Ce géne est impliqué dans la reconnaissance de LPS (lipo-
polysaccharides), composante de la membrane des bactéries de type Gram négatif. Le géne
Lps est situé sur le chromosome 4 chez la souris. Son clonage positionnel a mené a
I'identification de TLR4 comme un gene candidat positionnel chez la Poule, chez laquelle il
est situé sur le micro-chromosome 17. Le rdle de ces genes a éte testé a la fois pour le
contréle génétique de la résistance au portage et pour le contréle génétique de la résistance a

la salmonellose (Calenge et al, 2010).

En plus de ces deux génes candidats, d'autres études ont étudié I'association de genes
candidats connus par ailleurs pour étre impliqués dans la réponse immune avec la réponse a
I'infection par S. Enteritidis ou S. Typhimurium, les deux sérotypes responsables du portage
asymptomatique ; elles sont présentées dans la revue de Calenge et al (2010). Le tableau 3

présente un résumé des génes candidats étudiés.
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caeca (SE)

Chr | Géne Caractére (Mb)? | Références
1 CD28 (Cluster of differentiation 28) Réponse anticorps au vaccin SE 113.90 | Malek et al, 2004
Niveau de contamination des caeca (SE)
IAP1 (inhibitor of apoptosis protein 1) Niveau de contamination des caeca (SE) 186.92 | Kramer et al, 2003
Niveau de contamination de la rate (SE) Lamont et al, 2002
2 MD-2 (lymphocyte antigen 96) Niveau de contamination de la rate (SE) 122.83 | Malek et al, 2004
3 TGF-R4 (transforming growth factors R4) Niveau de contamination des caeca (SE) 18.29 Kramer et al, 2003
TGF-R2 (transforming growth factors R2) Niveau de contamination des caeca (SE) 20.54 Kramer et al, 2003
Réponse en anticorps a SE Zhou et Lamont, 2003
Gal3 (galectin 3) Niveau de contamination des caeca (SE) 110.26 | Hasenstein et al, 2006
Réponse anticorps au vaccin SE Hasenstein et Lamont, 2007
Gal5 (galectin 5) Niveau de contamination de la rate (SE) 110.27 | Hasenstein et Lamont, 2007
Gal7 (galectin 7) Réponse anticorps au vaccin SE 110.25 | Hasenstein et al, 2006
Galll (galectin 11) Niveau de contamination des caeca (SE) 110.21 | Hasenstein et Lamont, 2007
Gall2 (galectin 12) Niveau de contamination des caeca (SE) 110.21 | Hasenstein et Lamont, 2007
Gal13 (galectin 13) Niveau de contamination des caeca (SE) 110.20 | Hasenstein et Lamont, 2007
4 TRAIL (Tumor necrosis factor -related | Niveau de contamination de la rate et des | 9.67 Malek et al, 2003
apoptosis-inducing ligand) caeca (SE)
IL-2 (interleukin-2) Niveau de contamination des caeca (SE) 55.26 Kramer et al, 2003
5 TGF-R3 (transforming growth factors R3) Niveau de contamination des caeca (SE) 40.87 Malek et al, 2003
6 PSAP (prosaposin) Niveau de contamination de la rate et des | 13.02 Kramer et al, 2003

Lamont et al, 2002

'Chromosome ; “Position en Mb ; SE: S. Enteritidis; ST: S. Typhimurium
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Chr | Géne Caractére (Mb)? | Références
7 SLC11A1(Solute carrier family 11) Taux de survie (ST) 23.91 Hu et al, 1997
Niveau de contamination de la rate et du Girad-Santosuosso et al, 2002
foie (SE) Lamont et al, 2002
Niveau de contamination de la rate (SE) Beaumont et al, 2003
Niveau de contamination de la rate (SE) et
nombre d'organes contaminés Liu et al, 2003
Niveau de contamination de la rate (SE);
Réponse anticorps au vaccin SE Kramer et al, 2003
Niveau de contamination des caeca (SE)
15 IGL (Immunoglobulin Lambda) Niveau de contamination des caeca (SE) 8.17 Kramer et al, 2003
Réponse en anticorps au vaccin SE Malek et al, 2003
16 MCH1 Niveau de contamination de la rate (SE) - Lamont et al, 2002
MCH1 class | a1 domain Réponse anticorps au vaccin SE 0.04 Zhou et Lamont, 2003
MCH2 class | al domain Réponse anticorps au vaccin SE 0.04 Zhou et Lamont, 2003
MCH1 class | 1 domain Réponse anticorps au vaccin SE 0.06 Zhou et Lamont, 2003
17 TLR4 (Toll-like receptor 4) Taux de survie (ST) 4.06 Hu et al, 1997
Taux de survie (ST) Leveque et al, 2003
Nombre d'organes contaminés Beaumont et al, 2003
19 CASP1(Caspase-1) Niveau de contamination des caeca (SE) 0.64 Kramer et al, 2003
iNOS (inducible nitric oxide production) Niveau de contamination des caeca (SE) 9.17 Kramer et al, 2003
26 PIGR (polymeric immunoglobulin receptor) Niveau de contamination de la rate et des | 0.00 Ghebremicael et al, 2008
caeca (SE)
MAPKAPK12  (Mitogen-activated  protein | Niveau de contamination de la rate et des | 2.35 Ghebremicael et al, 2008
kinase-activated protein kinase 12) caeca (SE)
IL10 (interleukin-2) Niveau de contamination de la rate et des | 2.37 Ghebremicael et al, 2008

caeca (SE)

IChromosome ; “Position en Mb ; SE: S. Enteritidis; ST: S. Typhimurium
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Figure 12 : Positions des QTLs de résistance au portage de salmonelles détectés avant ce travail
de these. Les QTLs ont été positionnés par rapport a la position du pic (LOD score maximum).
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IV.4.3. Recherche de QTL

Comme la résistance au portage est un caractére complexe et que la mesure de ce caractére est
tres lourde, la détection de QTLs est une approche pertinente pour mettre en place une éventuelle

sélection assistée par marqueurs.

Le premier dispositif étudié est une population F2 de 185 animaux issue d’un croisement entre
les lignées consanguines White Leghorn N et 6, présentant une différence de résistance au portage de
salmonelles. Ces animaux ont été infectés a une semaine par S. Enteritidis ; les bactéries ont été
recherchées dans le cloaque quatre et cinq semaines apres infection (CLOAQUE4 et CLOAQUED),
puis, apres abattage cing semaines apres infection dans les caeca. Dans ce dernier cas, les bactéries ont
été dénombrées et le résultat exprimé en logarithme du nombre de colonies-formant unités ou log (cfu)
par gramme de caeca (CAEC). Ces animaux ont été génotypés par des marqueurs microsatellites
couvrant 63% de la carte consensus de la Poule. Seuls les animaux de phénotypes extrémes ont été
génotypés (approche dite de génotypage sélectif). Cette premiére détection de QTLs réalisée avec le
logiciel QTLEXpress basé sur la régression linéaire a identifié 5 QTLs sur les chromosomes 1, 2, 5, 11
et 16. Parmi ces QTLs, celui situé sur le chromosome 2 est significatif au niveau du genome (Tilquin et
al, 2005). Les QTLs des chromosomes 2 et 16 ont été confirmés par Calenge et al (2009) apres
génotypage de toute la descendance avec de nouveaux marqueurs microsatellites dans les régions des
QTLs déja identifiés. En 2007, un deuxiéme dispositif F2 Nx6; de 193 animaux a été étudié, dans
lequel la charge bactérienne des caeca a été mesurée en plus des caracteres précedents. Un nouveau
scan du génome effectué avec 480 marqueurs SNP a permis de couvrir une plus grande partie du
génome (85% de la carte consensus). Il a été réalisé sur les deux dispositifs F2 Nx6; pour augmenter le
nombre d’animaux étudiés et donc la puissance de détection des QTLs. L’analyse de ces données avec
QTLEXxpress a conduit a la détection de davantage de QTLs dans le premier dispositif et d’un seul QTL
dans le second dispositif (Calenge et al, 2011). Un grand nombre de QTLS ont été détectes mais leurs
effets sont faibles. Un seul QTL a été détecté en commun entre les deux dispositifs, sur le chromosome
14. Pour résumer tous ces résultats, la figure 12 présente une carte génétique montrant les positions des

QTLs identifies avant cette these.

L'article ci-dessous présente une revue plus détaillée des recherches effectuées a 'INRA

pour mieux comprendre la génétique de la résistance au portage de salmonelles chez la Poule.
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1. Introduction

Salmonella, and especially Salmonella enteritidis, are one of the major causes of human toxi-infections
(Humphrey, 1990), even if the trend is decreasing (European Food Safety Agency [EFSA], 2011).
Many prophylactic means have thus been investigated to control the incidence of Salmonella in poultry
flocks, including vaccination (Zhang-Barber et al, 1999), competitive exclusion (Nurmi et Rantala,
1973), acidification of feed and genetic resistance. More precisely, animals’ ability to clear bacteria
was considered. Indeed, the absence of clinical symptoms (which is the most classical definition of
resistance) does not preclude human contamination since some animals may remain contaminated for
weeks or even months without showing any symptoms. Such silent carriers cannot be identified as
dangerous and may therefore enter the food chain. At the opposite, animals’ ability to clear bacteria
will reduce the risk of transmission, first to other animals and second to humans. It will thereafter be

denoted as resistance to carrier-state.

The feasibility of selection for an improved resistance to carrier state has been demonstrated by a
divergent selection experiment (§2). Thanks to development of genomics, many results were obtained
in the past 10 years: several genome regions controlling different traits were identified and the role of
other genes was suggested. It will dramatically increase the efficiency of selection. With traditional
selection, it is necessary to perform experimental inoculations and to slaughter animals to register the
level of contamination. With marker-assisted selection and furthermore genomic selection, it will be
possible to directly choose the future breeders. In addition to improved selection efficiency, it will

discard the need for artificial infections.

However, even if numerous data are currently available, strategy for application of these results are still
questionable: genetic relations between resistance traits are complex and the choice of selection criteria
deserves more investigations. Therefore, the whole process, leading from fowl contamination to
transmission to other animals or humans was described in an integrated approach, combining genetics
and other means. First results showed possible synergy between resistance and at least one another
mode of prevention, vaccination. Other studies are required to compare different combinations of
prophylactic means and identify new strategies for eradication of Salmonellosis, in coherence with new
regulation implemented by the European Commission. They aim at reducing Salmonella prevalence in
poultry flocks at less than 2% while a recent study estimated it at 29.7 and 23.7%, respectively, of

laying and broiler flocks, respectively, with large differences between countries (EFSA, 2007a, 2007b)
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The goal of this chapter is to make a review of data currently available on the possibility of reduction
of fowl carrier-state through genetic selection. It will enhance the benefits that may be obtained from
an integrated approach of genetics of resistance in hens to improve the control of the incidence of

Salmonella within a flock.
2 Main results on genetics of resistance to Salmonella

First studies were achieved very early (Lambert et Knox, 1928; DeVolt et al, 1941) at a time when
many animals died from acute salmonellosis. They thus focussed on the reduction of mortality. No
experimental inoculation was needed to observe diseased animals and experiments could be achieved
directly on the field. Studies focussed on serotypes pathogenic for birds (Salmonella Pullorum,
Salmonella Gallinarum and Salmonella Typhimurium). Later on, the incidence of those diseases
dramatically reduced with the reinforcement of preventive measures in poultry breeding. The same held
for studies of resistance to Salmonella. But, in the end of the 1980’s, many outbreaks of human toxi-
infections due to Salmonella Enteritidis occurred, resulting in new developments in genetics of
resistance to Salmonella. As in former studies, feasibility of such an approach was considered through
selection experiment; genetic parameters were estimated to appreciate the response that could be
expected. However, with the beginnings of molecular genetics, the research of genes controlling these

traits was also addressed.
2.1 Development of protocols of measures and identification of genetic models

One main feature of studies of genetic resistance to Salmonella is the very large number of resistance-
related traits that were considered (see Calenge et al (2010) for a review). They differ in many factors.
Inoculation by the oral route is more representative of what occurs in the field but less reproducible
than the intravenous or intramuscular route. According to the Salmonella serotype, carrier-state (mostly
observed after inoculation with Salmonella Enteritidis) or acute disease (mostly observed after
inoculation with Salmonella Typhimurium) will be studied, but to an extent also depending, among
others, on the number of inoculated bacteria. The animal’s age at infection is a very important
parameter. The interval between infection and observation will also be of importance, especially with
reference to long-term carrier-state. Animals’ conditions of rearing also influence the outcome of the
infection. The susceptibility of egg to Salmonella multiplication may also be considered as described
by Sellier et al (2007).
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Many studies involve both the development of a protocol of measure of resistance and the
identification, with this protocol, of lines differing in resistance. ldentifying such genotypes is of great
importance: their existence strongly suggests the role of genetics in the control of resistance-related
traits that are measured. Genetic models for resistance or susceptibility are needed for research of
genome regions controlling those traits. The first study was achieved by Bumstead et Barrow (1988).
They considered resistance to acute disease due to Salmonella Typhimurium and observed difference
between partially inbred lines that are especially interesting for QTL research. Other studies addressed
carrier-state and focussed on Salmonella Enteritidis. Guillot et al (1995) observed differences in
response to inoculation of chickens with a high bacterial dose. To mimic carrier-state in chicks,
Duchet-Suchaux et al (1995) developed a protocol of experimental inoculation where animals were
orally infected with a low dose, showed no symptom but remained infected for several weeks. They
could thus identify genetic models for further research, both outbred (Duchet-Suchaux et al, 1997) and
partially inbred lines (Tilquin et al, 2005). It is to notice that the former study focussed on the same
lines as in Bumstead et Barrow, (1988). Other protocols of inoculation were developed to study
persistence for a shorter term (Lamont et al, 2002; Kramer et al, 2003; Hasenstein et Lamont, 2007).

Studies on resistance to carrier-state in adults were less numerous, in spite of importance of laying hens
for the risk of human contamination. Protais et al (1996) orally contaminated hens at the peak of lay
and bacteria were searched in caeca, spleen, liver and ovary four weeks later. They observed
differences between outbred poultry lines. Later on, Sadeyen et al (2006) identified differences
between inbred lines using the same protocol while Lindell et al (1994) used a slightly different

protocol.
2.2 Response to selection

The first selection experiment for resistance to salmonellosis after an experimental inoculation was
undertaken in 1932; it proved to be efficient (Lambert, 1932). A higher resistance was observed for
some breeds, among which White Leghorns (Robert and Card, quoted by Hutt et Scholes (1941)). But
De Volt et al (1941) showed that the former were less resistant than selected Rhode Island Red hens.
This result and others contributed to the development of selection for a higher resistance (see

Beaumont et al, 2003a, for a review).

These results are coherent with the estimations of heritability of resistance to death (0.15 and 0.12)

obtained respectively by Beaumont et al (1999) after intramuscular inoculation of day-old chicks and
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by Janss et Bolder, (2000) after inoculation at two weeks of age. It is to notice that, according to
genetic parameters estimated by the latter, more resistant animals would survive longer, contributing to
a higher risk for consumers if they were still carriers. This emphasizes the importance of an increase in
genetic resistance to carrier-state. An experiment of divergent selection on this trait was achieved by
Beaumont et al (2009; 2010). The base population was issued from a layer-type line. Two series of
divergent lines were selected, for increased or decreased resistance at a younger age (as in Duchet-
Suchaux et al, 1995) or at the peak of lay (using the protocol described by Protais et al, 1996). In
adults, selection was on an all-or-none trait called global contamination, coded “1” if at least one organ
(i.e. spleen, liver, caeca or ovary) was found positive and “0” in the other cases. Resistance of chicks
was assessed by the logarithm of the number of colonies forming units (c.f.u.) per gram of caeca
measured 5 weeks after inoculation (i.e. contamination level). A total of 3817 animals were thus
measured (1408 adults and 2409 chicks). Clear and significant differences were observed in lines
selected on adult performance, with difference in prevalence of about 20%. Selection may be efficient
in reducing the level of Salmonella carrier-state in hens. Differences between the “chicken” lines were,
at least until now, smaller. This may be due to lower heritability but also smaller selection pressure and
family sizes, due to experimental constraints and to variations in responses to infections. Indeed, in two
hatches out of eight, only a small proportion of animals were still contaminated by Salmonella at

slaughter; others could not be measured for level of contamination, which also slowed down selection.

Values of estimated genetic parameters were the main information from this experiment. Heritability of
resistance was estimated at 0.16 in chicks while it varied from 0.14 to 0.23 with analysed organ in adult
hens. It was higher in caeca (0.23) while heritability of ovarian contamination was estimated at a lower

value (0.11). Heritability of adult global contamination was found at 0.18.

All genetic correlations between contamination rates of individual organs were positive, ranging from
0.46 to 0.67. Genetic correlations between adult global contamination and contamination in individual
organs were very high (from 0.75 for liver to 0.85 for spleen and caeca), except for ovary (0.32). These
results are related to the central role of intestine in carrier-state of gastro-intestinal bacteria: bacteria
pass through it when inoculated or after recontamination; at the opposite, contamination of other organs
is dependent on translocation of intestinal barrier. Contamination of ovaries is especially rare: in this
experiment only 6% of them were found contaminated versus 49%, 21% and 62%, respectively, for
spleens, livers and caeca, respectively (resulting in a percentage of contaminated adults equal to 76%).

This low rate of ovarian infection further reduced the expected response to direct selection against
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ovarian contamination. An indirect selection on another criterion should be more efficient. This result
and the positive values of genetic correlations between contamination rates of individual organs
reinforce the interest of the overall adult contamination: it is more precisely assessed and combines

several traits, all of which being positively correlated.

All genetic correlations between carrier-state in chicks and production traits (egg numbers, egg weights
and body weights at various ages) were positive (ranging from 0 to 0.37) except for the number of eggs
laid between 18 and 24 weeks of age, which was slightly but negatively correlated with resistance
(-0.17). These results suggest that selection for increased resistance may be achieved without much
detrimental effect on production traits. Unlike what was observed for resistance at a younger age,
genetic correlation between adult carrier-state (global contamination) and egg numbers laid at the
beginning of lay (between 18 and 24 weeks of age) was positive. At the opposite, those with laying
intensity at older ages were negative or very close to 0 (ranging between -0.33 and 0.07). Correlation
with body weight at 17 weeks of age was close to 0. These differences in genetic correlations between
production traits and resistance at a younger or an older age are consistent with the negative genetic
correlation observed between chicken and adult resistance.

The latter was estimated at a quite high and negative value (-0.50) and the probability of the true
correlation being positive was estimated at only 5%. This major result holds whether overall
contamination is considered or different organs distinguished and whatever the method of estimation. It
is probably linked to differences in mechanisms of resistance between chicks, whose immune system is
not mature, and hens, who may also benefit from adaptive immune response. The variation with
animals’ age in genetic control of adult and chicken resistance was suspected, because of differences in
relative resistance of poultry lines to resistance to carrier-state at a younger (Duchet-Suchaux et al,
1997) or an older age (Protais et al, 1996). This result implies that most results obtained at a younger
age are expected to be irrelevant in adults, if not of opposite sign. They may not be extrapolated to hens
without experimental validation. Indeed, differences in expression of gallinacins observed by Sadeyen
et al (2004) and Sadeyen et al (2006) were found to be associated, in young chicken, with increased
susceptibility but, in adults, with resistance. Similar variations with age should also be the case of a
large proportion of genes or genome regions found to be involved in resistance (for a review, see
Calenge et al, 2010). This result also implies that increasing genetic resistance of hens should reduce

resistance in chicks. This holds for marker-assisted or genomic selection.

2.3 Towards identification of genes or genome regions involved in the control of resistance.
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Though promising these results may seem, large-scale selection for increased resistance is very difficult
to implement since experimental infections, which are both very expensive and time consuming, are
required. Identifying the underlying genes of genetic markers could make it possible to alleviate the

need of such experiments.

The major drawback of such genomic studies is the numbers of both phenotypes and genotypes which
are required. Studying crosses between inbred lines, following the pioneer studies of Bumstead et
Barrow, (1988; 1993) is of great relevance, as it makes it possible to identify QTLs with much less
animals than with crosses between outbred lines. Backcross (Mariani et al, 2001; Lamont et al, 2002;
Fife et al, 2011), F2 cross ( Tilquin et al, 2005) or, more recently, advanced intercross lines (AIL) were
considered (Hasenstein et al, 2007; Ghebremichael et al, 2008).

Candidate genes, i.e. genes chosen according to an a priori knowledge of their effect in Salmonella
resistance were first investigated. That was in particular the case for two genes, SLC11Al and TLR4,
known to be involved in resistance to Salmonella in mouse. The first one corresponds to the formerly
called Nramp1l (natural resistance-associated macrophage protein) gene. It is responsible for resistance
of mice to inoculation with Salmonella Typhimurium, Mycobacterium bovis and Leishmania donovani
(Vidal et al, 1993). Later, Nrampl has been described as a member of a solute carrier family and hence
renamed Slcllal. It is involved in the control of the intracellular replication of parasites in
phagosomes. An homologue of Nrampl was mapped on the chicken chromosome 7 (Hu et al, 1995;
Girard-Santosuosso, 1997) and subsequently cloned (Hu et al, 1996).

The second candidate gene, TLR4 (Toll-like receptor 4), previously named Lps, belongs to the large
family of Toll-like receptors involved, among others, in the recognition of LPS (lipo-polysaccharides),
a component specific of Gram negative bacteria (among which Salmonella). Its mutation results in a
lack of response to LPS and a higher susceptibility to Gram negative bacteria. The positional cloning of
Lps led to the identification of TLR4 as a positional candidate. It was mapped to the chicken micro-

chromosome 17 and cloned (Leveque et al, 2003).

Hu et al (1997) observed that both genes explained together up to 33% of the difference in survival of
young chicks during the first week after an intra-muscular inoculation at one day of age with
Salmonella Typhimurium. This difference was smaller when survival during the whole experiment was

considered. The effect of the NRAMPL1 gene was shown in many other experiments: in early stages of
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systemic Salmonella infection in meat-type chicks (Kramer et al, 2003) and layer-type hens (Lamont et
al, 2002; Liu et al, 2002) or in spleen infection after intravenous inoculation of pullets (Girard-
Santossuoso et al, 2002) or hens (Beaumont et al, 2003b). It is interesting to note that Caron et al
(2002) showed that the NRAMPL1 allele coding for a better resistance of mice to an early and acute
infection was also responsible for a higher excretion rate in later stages. This result has not yet been
investigated in fowls. If it held, it could imply that selecting for the NRAMP1 allele coding for higher
resistance to disease would result in a more intense excretion of Salmonella in the environment and
thus quicker and more important transmission between animals. At the opposite, only the study of
Beaumont et al (2003b) suspected a role of the TLR4 gene. Other candidate genes involved in the
immune response were investigated using either polymorphisms within the gene or genetic markers

(for a review , see Calenge et al (2010).

Searching for Quantitative Trait Loci (QTLs) is another way to identify genome regions involved in
resistance. It is based on a systematic research of effects, on resistance, of anonymous genetic markers,
chosen to cover as regularly as possible the whole genome. A first genome scan was achieved by
Mariani et al (2001) on resistance to disease due to Salmonella typhimurium. A major QTL controlling
spleen bacterial load was identified on chromosome 5 and named SALL. A 6th generation backcross
allowed confirming and refining the QTL (Fife et al, 2009). It also suggested two very promising
functional candidate genes, which should lead to the identification of the gene(s) underlying the QTL.
Tilquin et al (2005) identified QTL for resistance to both disease and carrier-state. One genome-wise
significant QTL and five chromosome-wise significant QTL were observed on chromosomes 2, 1, 5, 11
and 16, respectively. This genome scan used selective genotyping (i.e. genotyping of only a subset of
animals, chosen as particularly informative, because of extreme phenotypic values); two of those QTLS
(on chromosomes 2 and 16) were confirmed after targeted genotyping of all animals (Calenge et al,
2009) while the QTLs on chromosomes 1 and 16 were also observed in the lines issued from the
experiment of divergent selection on resistance to carrier-state described by Beaumont et al (2010)
(Calenge et al, 2009). More recently, the development of a new generation of genetic markers, Single
Nucleotide Polymorphisms (SNP) allowed a denser coverage of the genome and the identification of
new QTLs (Calenge et al, 2011; Fife et al, 2011) and the confirmation of the zone observed as on

chromosome 2 (Fife et al, 2011). The results of all publications of QTL research are shown on Table 1.
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Position

Chromosome Reference
(in cM or Mb)
Tilquin et al,
85, 207 cM 2005
1
509 cM Calenge et al,
2011
Tilquin et al,
87 cM
2 2005
20 Mb )
Fife et al, 2011
Calenge et al,
123 cM
3 2011
96 Mb
Fife et al, 2011
Calenge et al,
4 158, 242 cM
2011
157 cM Mariani et al,
2001 Tilquin et
5 100, 111 cM
al, 2005 Calenge
38 cM etal, 2011
Calenge et al,
6 8cM
2011
Calenge et al,
9 68 cM
2011
18 cM
11 Tilquin et al,
63 cM 2005 Calenge et
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al, 2011
12 15 Mb Fife et al, 2011

Calenge et al,
14 72,74,80 cM

2011

Tilquin et al,

2cM

16 2005

Calenge et al,
18 12,14 cM

2011

Calenge et al,
22 29 ctM

2011

Calenge et al,
24 41 cM

2011
25 1 Mb cM Fife et al, 2011

Calenge et al,
27 37,54, 68 cM

2011

Tableau 1: Position of QTLs for resistance to Salmonella in chicken already published.

Functional genomics compares the levels of expression (i.e. of activity) of genes at the genome-wide
level. It allows the identification of genes involved in the mechanisms of resistance and may also lead
to the identification of the genes controlling resistance, provided that the mutations responsible for
differences in resistance also result in variations in the levels of expression. Studies compared levels of
expression before and after infection, on animals from the same genotypes, or between animals issued
from resistant and susceptible poultry lines (for a review, see Calenge et al, 2010). Focussing on the
expression of candidate immune genes allows a better understanding of their role (as in Sadeyen et al,

2004; Sadeyen et al, 2006; Swaggerty et al, 2006) in relation with the type of cells as shown by
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Chausse et al (2011), when comparing results obtained on the whole caeca by Sadeyen et al (2004) to

observations obtained on sorted cells from this organ.
2.4 Potential efficiency of marker assisted or genomic selection

Using results currently available makes it possible to use marker-assisted selection. A first experiment
of SNP-assisted selection was achieved by Legarra et al (2011). A total of 600 animals were genotyped
for 831 SNP; these markers explained a large proportion of genetic variance, even if no reduction in
residual variance could be observed. This drawback will no doubt be alleviated when a larger number
of SNP will be considered, leading to genomic selection, i.e. marker-assisted selection based on
genotypes assessed though on a very large number of anonymous markers, most often SNP
(Meuwissen et al, 2001). Genomic selection investigates the whole genome at least as far as the
markers cover it. Even if no application of this procedure to selection of commercial fowls is known
yet, that should be the case in the near future. That should especially hold for traits whose measure is
expensive and heritability low, as resistance related traits. It should also make it possible to select for

several resistance related traits, even if genetic correlations are negative.

However, even with genomic selection, the choice of selection criteria remains a main issue. Whatever
the method, it is not possible to consider the numerous resistance-related traits that might be measured
using the different protocols of experimental infection described in subsection 2.1. It is necessary to
find out the most important ones. Modelling will no doubt be of great interest for such studies. It will
consider current knowledge on genetic resistance and other prophylactic means and investigate what

may be expected from different methods of selection and prevention as well as from their combination.

3. Mathematical modelling: a way to integrate genetic results for a better understanding of

Salmonella propagation within a flock of hens

A few models have already been proposed to study Salmonella spread within hens (Leslie, 1996,
Thomas et al, 2009; Prévost et al, 2006; Zongo et al, 2010a). In two models (Leslie, 1996; Thomas et
al, 2009), the transmission of the Salmonella is determined by direct contact between animals and the
density of bacteria in environment neglected. Prévost et al (2006, 2007, 2008) and Zongo et al (2010a)
took into account the effect of the bacterial load of the environment. Variability in animal genetic
resistance was introduced by Prévost et al (2008). They distinguished two subpopulations of hens, with
a lower or higher resistance to Salmonella carrier-state, as the model is a deterministic compartmental

model (i.e. the population is divided into categories). In Zongo et al (2010a), individuals are
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represented, which makes it possible to model the contamination of each hen and to assume them to
have varying degrees of resistance. In particular, effects of animal’s capacity of defense on the
evolution of the individual bacterial load were considered. Since the model is stochastic, the impact of

this variability on propagation within the flock can be investigated.
3.1 Model at the population level

Classically, for a large population (as a flock), compartmental deterministic models are defined and the
numbers of animals in each category are modelled. Prévost et al (2006) developed such a model. These
authors considered four categories of hens. Naive (also called susceptible) birds have no protection
against Salmonella: they are at risk of becoming infected. For hens’ contamination, three steps were
distinguished. The first is digestive contamination, when the bacteria are located in the digestive tract.
Systemic infection occurs after translocation of bacteria through the digestive barrier; it results in
contamination of systemic organs, such as liver or spleen, and sometimes also in egg contamination.

Afterwards, bacterial clearance leads to recovery (see figure 1).

Figure 1: Diagrammatic representation of the evolution of health status for an individual at a given time
t: individual may be susceptible (S), infected at the digestive level (1°) or at the systemic level (I°) or
recovered (R). Be and B, are the rates of excretion of infected animals at the digestive or systemic levels.
They contribute to the increase in the number of bacteria in the environment. The rate of transition (k
C(t)) from the susceptible (S) to the infected at the digestive level (1°) status depends on the number of
bacteria in the environment (C(t)). Parameters y, 1 and p, respectively, are the rates of transition from
one status to another (i.e. from infected at the digestive (1°) to infected at the systemic level (1%), from

infected at the systemic level I°to recovered (R) and from recovered to susceptible (S), respectively).
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First contamination depends on the environmental bacterial load. Indeed, propagation of the infection
may occur through aerosols from one contaminated animal to another animal, especially when they are
reared in the same cage, or indirectly because of environmental contamination, mainly through water
and feed. It is to note that this model neglected vertical transmission though transovarian route
(Humphrey et al, 1989). Once contaminated at the digestive level, animals will become infected to a
systemic level then get immunised. Thus, the rates of transition to the systemic level and, afterwards,
the recovered status are constant.

Numerical analyses give hints for developing control measures as they highlight the influence of
factors contributing to the variation of egg contamination and thus to the risk of human contamination.
The recovery rate, representing the ability of hens to eliminate Salmonella, influences both maximal
prevalence and duration of the epizooty. The rate of return to the susceptible state, i.e. the loss of
protective immunity, is also of major importance. These results could be related to biological
mechanisms. The mechanisms explaining the response to selection for a lower or higher contamination
level were not the same. Selection on higher resistance had mostly modified the hen’s clearance ability
while a higher rate of return to the susceptible state was responsible for the higher level of
contamination of the other line, which had a shorter immune protection time. This is coherent with
results on immune response of lines differing (among other resistance traits) in resistance to carrier
state, whether inbred (Sadeyen et al, 2006), or outbred (Proux et al, 2002; Protais et al, 2003).

The effect of the introduction of a proportion of more resistant animals among the population was
investigated. It reduces the peak of infection (i.e. the maximal percentage of infected animals), because
the more resistant animals excrete less bacteria in the environment, reducing cross contamination. But
it also delays the extinction of the epizooty as a higher proportion of animals are still naive and infected
later. Increasing genetic resistance to a greater extent but in a proportion of the population or increasing
it to a lesser extent but in all animals will lead to different results. Inversely, results of genotype
comparisons will not be the same when animals with different degrees of bacterial clearance are reared

together or not. This point should be further studied in practice.

The effect of vaccination on flocks with different levels of genetic ability to clear bacteria was also
investigated. The vaccine was more efficient in more resistant animals, in relation with the differences
in the persistence of immunity. These differences are coherent with observations made by Protais et al
(2003). It is important to note that the combination of vaccination and genetic selection resulted in a
percentage of contamination similar to what the European community is asking for.
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3.2 Taking into account the variability at the animal level

A stochastic individual-based model was developed for a finer modelling of the variability of hen’s
response to contamination (Zongo et al, 2010a). Such models are largely used in ecology (Grimm et al,
2006) and were already used to model the growth and migration of Salmonella Enteritidis in hens’ eggs

(Grijspeerdt et al, 2005). The model extends the model previously derived by Prévost et al (2006).

The variation over time (that is the derivative) of the individual bacterial load B([1,x) was modelled as
resulting from bacterial multiplication within the individual (i.e. growth rate), and from contamination
by environmental bacteria. The latter was dependant on the number of bacteria present in the
neighbourhood of the individual, that is the density of bacteria. It is to note that such a more precise

modelling could also be derived using a deterministic approach as follows:

oB(r,x)/or  =g(B(r,X)) + L (t,X)
Variationwithinindividual Growthrate Inhaled or ingested withinenvironmert

Equation 1: Derivative, according to time, of individual bacterial load (B(t,x) at time t and position X is
equal to the sum of growth rate, g, of B(t,x) and of contamination through ingestion or inhalation of
bacteria present in in the neighbourhood, that is 1,(C(t,x)) . This derivative is computed at each time

step and position.

Contrary to Prévost et al (2008), two steps in digestive contamination were distinguished (Figure 2): a
transient contamination and a long term one. When in the transient status, animals may overcome the
contamination and get rid of the bacteria, provided that their bacterial load (thereafter denoted B)
remains lower than a threshold D. Once the hen is contaminated at a bacteria load higher than D, its

capacities of defence are overwhelmed and it will become systematically infected.
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Figure 2 Diagrammatic representation of the evolution of health status for an individual at time t and
position x and its interaction with the level of environmental contamination at this position, C(t,x). The
individual may be susceptible (So), infected at the digestive level with a low dose of contamination
(Ip.), suffering from a long term digestive contamination (Ip.), contaminated at the systemic level (lIs)
or recovered (R). The number of bacteria carried by an individual in the Ip. status depends on the
growth rate g of its bacterial load and of the quantity of ingested bacteria; the latter depends on the
level of environmental contamination in the neighbourhood (lptx). The individual bacterial load
regulates transitions from Sy to Ip. (reciprocally from Ip.to Sp) and from Ip.to Ip.. Parameters y, 1 and
u, respectively, regulates durations of status Ip: Is and R, respectively. Pp+ and B, are the rates of

excretion of infected animals at respectively the transient digestive and systemic level.

Transitions from susceptible to digestive contamination status (both Ip- and Ip+) are regulated by the
individual bacterial load, which is computed at each time step and for each animal. When it is greater
than zero and lower that the individual threshold, D(x), individual status changes from Sy to Ip. The
individual may go back in Sp-state unless B(t,+1,X) becomes greater than D(x) and individual status
changes from Ip. to Ip+. Other transitions are stochastic with average durations equal to 1/y, 1/m(Bix)
and 1/p, respectively, for the transitions from Ip. -state to Is-state, Is- -state to R-state and from R state

to Sp respectively.

The threshold D(x) is assumed to vary from an animal to another as it depends on many factors: the
bacterial strain (as can be seen for example from Bumstead and Barrow, 1993), gut flora (Nurmi et
Rantala, 1973), animals’ genetic resistance (§ 1). This variability and the differences in initial

contamination result in a variability in bacterial load as can be seen on Figure 3.
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Figure 3 Evolution of individual bacterial load (B(t,x)) within an individual at the position x and time t
according to the number of bacteria ingested by the animal and the threshold for animals’ ability to
overcome the contamination (D(x)). M is the maximal bacterial load that an animal may carry (set here
at 10 log10 c.f.u.). In (a), D(x) is set to the same value for each animal (5 log10 c.f.u.). Four initial
doses are above the threshold, one equal to it and four doses below it. In (b), the thresholds D are
random, leading to different thresholds for each animal so that, for the same initial dose (set here at

6log10 c.f.u.), there is individual variability in evolution of the bacteria load.

The density of bacteria (C(t,x)) in the environment at time t and position x depends on the rate of
diffusion of bacteria, on the natural rate of mortality of bacteria, A, as well as on the density of bacteria

excreted by infectious individuals close to position Xx.

As the model is spatial, Zongo et al (2010a) show that the position of the first contamination influences

both the kinetics of infection and the maximal percentages of infected animals (see figure 4).
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Figure 4: Influence of the position of the first infection on the evolution over time of the percentage of
infected animals (at the digestive level, in a persistent way (Ip+), or systematically (Is)), when (a)
infection starts in the middle (row 4 out of 8) or (b) in the corner of the hen house (row 1 out of 8).
Only median values of the sum of percentages of infected animal are represented. The color bars

indicate the relation between color and percentage of infected animals.

One investigation considered two levels of excretion, since it may vary between hens (Ishola, 2009). As
can be seen on figure 5, both the propagation speed and the maximum level of infection are strongly

influenced (Zongo et al, 2010b). But more studies are still needed to investigate this question.
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Figure 5 Evolution of status of individuals (susceptible (S0), infected at the digestive level with a low
dose of contamination (Ip.), suffering from a long term digestive contamination (Ip+), contaminated at
the systemic level (Is) or recovered (R)), according to days after the first contamination, when (a) all
individuals in the Ip. or I-state excrete (b) half of individuals at Ip.-state or Is-state excrete. Median
values obtained on 100 simulations are shown by solid lines curves, while the 5th and 95th percentiles

are shown by dotted lines.
3.3. Perspectives

First, the relative effects of animals’ capacity of bacterial clearance and level of excretion should be
studied. Both have important effects and most probably interact with each other and with the animals’
capacities to overcome transient digestive contamination (threshold D). Since, in hen houses, bacterial
doses are most often rather small, it will be important to study the effects of both average values and

variability of these factors.

105



Second, interactions between animals may be more precisely modelled. The model derived by Zongo et
al (2010a) assumes that all hens within a cage are contaminated at the same time and carry the same
bacterial load. When the number of hens within cage becomes large, this major hypothesis does not
totally hold. Moreover, new systems of rearing should be considered, such as aviaries, extensive
rearing or enriched cages. They should be more and more frequent with the European commission
banning of traditional cages after 2012. They no doubt interact with sanitary risks. Salmonella
propagation should also be considered in flocks of younger animals.

Rearing together animals with different profiles of resistance should also be considered. It is worth
comparing whether it is more efficient to select one type of resistance (as for example capacity of
bacterial clearance or low level of excretion) or several resistance-related traits. In particular, flocks
composed of several lines selected on different resistance related traits or performance should be
considered. At a longer term, such studies should integrate the links between immune capacities and
performance, as investigated by Van der Most et al (2011). Complementary studies should also

consider egg yolk’s genetic ability to resist bacterial infection as evidenced by Sellier et al (2007).
4. Conclusion

Selection for higher resistance to carrier-state may be an efficient way to control Salmonella
propagation within a flock. It might profitably be used as an additional mean of prevention of human
food poisoning. The choice of the selection criteria must be considered carefully as it will have a strong
influence on the results of selection. Other means of prevention must also be considered to choose the
best strategy of prevention according to its impact on the level of animal contamination and then on the
Salmonella propagation. Modelling will contribute to integrate genetic and experimental data at
individual level to evaluate the propagation at the population level. It will allow the comparison of the
impact of different scenarios on the propagation within a flock with, for example, different profiles of
resistance or different prophylactic measures. Reversely, these studies will ask new questions and
necessitate new experiments to confirm results or give values of some parameters. In particular, if the
resistance and the propagation are different according to Salmonella strains, different models can be
developed, providing there are sufficient data to define them. For other pathogenic agents, such as

Campylobacter, integrated studies should also be envisaged.
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V. Une analyse QTL par la méthode du maximum de
vraisemblance révele des régions génomiques contrdlant a la
fois la résistance a la colonisation et la résistance au portage

de salmonelles.

Les différentes analyses QTL publiées jusqu’a ce travail de theése ont identifié de nombreux
QTLs a effets faibles (figure 12). Ces QTLs sont assez instables et aucun n’a été identifi¢
systématiquement dans chacune des analyses effectuées. Toutes ces analyses ont été réalisées en
utilisant I'option "F2 inbred” du logiciel QTLEXxpress (Seaton et al, 2006). Cette option repose sur
I'nypothese que tous les peres F1 sont hétérozygotes et partagent I'effet d'un QTL commun. Or il est
probable que ce ne soit pas toujours vrai dans notre cas, les lignées parentales n’étant pas

complétement fixées.

L’objectif de cette premicre partiec de ma these était de tester une autre méthode d’analyse QTL
utilisant la méthode du maximum de vraisemblance, ce qui a été fait avec le logiciel QTLMap
développé a I'INRA. Cette méthode ne suppose pas la fixation des alléles aux QTLs dans les lignées
parentales. 1l est donc possible de tester I’existence de QTL d’effets différant entre les familles de pere.
Avec QTLMap, il est aussi possible de tester la coexistence de deux QTLs sur un méme chromosome
et d’analyser des données discretes. J’ai donc étudié non seulement les résultats des écouvillonnages
cloacaux (CLOAQUE4 et CLOAQUES) mais aussi ceux de la variable discréte déduite des
précédentes, présence/absence de salmonelles dans les cloaques (CLOAQUE4d et CLOAQUESA).
Pour ces analyses j'ai utilisé les mémes données que celles de I'analyse précédente (Calenge et al,
2011), c'est-a-dire deux populations de 185 et 193 animaux F2 issues des lignées parentales
consanguines N (sensible) et 6; (résistante) génotypees avec 480 marqueurs SNP. J’ai ainsi observé
I'impact sur la détection de QTLs de deux approches statistiques différentes en utilisant les mémes
données. Les principaux résultats sont résumés sur les figures 13 pour les analyses mono-QTL et 14

pour les analyses deux QTL.
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Figure 13: Positions des QTLs de résistance au portage de salmonelles détectés dans le dispositif
1 (P1) et dans le dispositif 2 (P2) durant cette thése avec le logiciel QTLMap par la méthode du
maximum de vraisemblance, sous le modele a un QTL, par rapport aux QTLs identifiés

précédemment.
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Figure 14: Positions des QTLs de résistance au portage de salmonelles détectés durant cette these

avec le logiciel QTLMap par la méthode du maximum de vraisemblance, sous le test de la
hypothése de deux QTLs versus celle de I’absence de QTLs dans le dispositif P1 (CLOAQUE4 :

niveau de contamination cloacale 4 semaines apres inoculation, CLOAQUES :

niveau de

contamination cloacale 5 semaines aprés inoculation CAEC : niveau de contamination caecale 5

semaines apres inoculation).
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Tableau 4: Effet des QTLs sous le modéle d'analyse mono-QTL

Chr* | Dispositif | Caractére | QTL (cM)* | NFS® Effet QTL (en écart-type du
caractere)
2 P1 CAEC 86 4 1.00
3 P2 CAEC 236 5 0.63
19 P1 CAEC 21 3 0.41
21 P1 CLOAQUE4 3 4 0.22
23 P1 CAEC 10 5 0.51
23 P1 CLOAQUE4d 1 6 0.04
26 P2 CAEC 29 2 0.66

'Chromosome ; “Position du QTL en cM ; *Nombre de familles de pére pour lesquelles I’hétérozygotie
est significative

Tableau 5: Effet des QTLs estimé avec le modele d'analyse deux-QTLs

Chr! | Dispositif | Caractére’ | QTL (cM)® | NFS* Effet QL. (en écart-type du
caractére)
2 3 0.26
5 P1 CLOAQUEA4 104 5 071
46 2 0.04
9 P1 CAEC 56 4 1.59
45 4 0.15
CLOAQUES ) 5 001
CAEC 8 4 0.16
29 4 0.24
1 Pl 20 5 0.27
CLOAQUE4 3 7 018
CAEC 0 4 0.25
28 4 0.26
22 Pl 29 4 0.09
CLOAQUES5 yE) 1 o
CAEC 23 5 0.31
51 6 0.31
24 Pl 44 6 0.13
CLOAQUEA4 51 5 0.20

'Chromosome ; “CLOAQUEA4 : niveau de contamination cloacale 4 semaines aprés inoculation,
CLOAQUES : niveau de contamination cloacale 5 semaines apres inoculation CAEC : niveau de
contamination caecale 5 semaines aprés inoculation ; *Position de deux QTLs détectés en cM (pour
chaque caractére QTL 1 en haut, QTL 2 en bas); *“Nombre de familles de pére pour lesquelles
I’hétérozygotie est significative.

118



Nous avons également testé 1’existence de zones génomiques communes entre la résistance a la
colonisation intestinale précoce et la résistance au portage avec l'utilisation d’une densité de marqueurs
accrue dans les régions QTL controlant la colonisation intestinale précoce par les salmonelles par S.
Typhimurium, identifiés sur les chromosomes 2 et 3 (Fife et al, 2011). Nous avons ainsi montré qu’une

zone du génome contréle pour partie ces deux caracteres.

Le programme AnnotQTL a été utilisé pour identifier des genes candidats positionnels et
fonctionnels. Afin de limiter le nombre de genes candidats, nous avons choisi de cibler les zones
entourant les QTLs détecteés par analyse mono-QTL et délimitées par les deux marqueurs flanquant
chaque pic de QTL. Nous avons choisi uniquement les genes et les micro-ARN impliqués dans la

réponse immunitaire.
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Abstract

Background

The serovars Enteritidis and Typhimurium of the Gram-negative bacterium Salmonella enterica are
significant causes of human food poisoning. Fowl carrying these bacteria often show no clinical
disease, with detection only established post-mortem. Increased resistance to the carrier state in
commercial poultry could be a way to improve food safety by reducing the spread of these bacteria in
poultry flocks. Previous studies identified QTLs for both resistance to carrier state and resistance to
Salmonella colonization in the same White Leghorn inbred lines. Until now, none of the QTLS
identified was common to the two types of resistance. All these analyses were performed using the F2
inbred or backcross option of the QTLEXxpress software based on linear regression. In the present study,
QTL analysis was achieved using Maximum Likelihood with QTLMap software, in order to test the
effect of the QTL analysis method on QTL detection. We analyzed the same phenotypic and genotypic
data as that used in previous studies, which were collected on 378 animals genotyped with 480
genome-wide SNP markers. To enrich these data, we added eleven SNP markers located within QTLS
controlling resistance to colonization and we looked for potential candidate genes co-localizing with
QTLs.

Results

In our case the QTL analysis method had an important impact on QTL detection. We were able to
identify new genomic regions controlling resistance to carrier-state, in particular by testing the
existence of two segregating QTLs. But some of the previously identified QTLs were not confirmed.
Interestingly, two QTLs were detected on chromosomes 2 and 3, close to the locations of the major
QTLs controlling resistance to colonization and to candidate genes involved in the immune response

identified in other, independent studies.
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Conclusions

Due to the lack of stability of the QTLs detected, we suggest that interesting regions for further studies
are those that were identified in several independent studies, which is the case of the QTL regions on
chromosomes 2 and 3, involved in resistance to both Salmonella colonization and carrier state. These
observations provide evidence of common genes controlling S. Typhimurium colonization and S.

Enteritidis carrier-state in chickens.

Background

Bacteria belonging to the Salmonella enterica species are responsible for diseases in several animal
species and in humans. Salmonella enterica serotypes Enteritidis and Typhimurium are two of the main
sources of human food poisoning. One of the most important factors is that poultry can carry these
bacteria without any clinical symptoms, and thus the carriage of disease goes unnoticed prior to culling.
Selection and breeding of chickens more resistant to Salmonella carrier state, i.e. able to rapidly clear
Salmonella, could reduce the spread of these bacteria in poultry stocks and hence improve food safety.
Selection for resistance to carrier-state requires the use of genetic markers in poultry breeding
programs. ldentification of such markers by several authors has been done using different approaches.
These include candidate gene analyses, genome scans with single marker analyses, quantitative trait
loci (QTLs) detection studies by interval mapping with microsatellites and more recently SNP markers
(reviewed in [1]).

Several QTLs involved in the genetic control of resistance to Salmonella carrier state have been
identified in experimental inbred lines derived from White Leghorn laying hens. A first study was
undertaken using a selective genotyping approach (i.e. animals with extreme phenotypes were chosen)
with only partial genome coverage [2]. Several QTLs for resistance to carrier-state were identified in

two crosses between the experimental inbred lines N and 6;: one genome-wide significant QTL on
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chromosome 2 and five chromosome-wide significant QTLs on chromosomes 1 (2 QTLs), 5, 11 and
16. Two of these QTLsS, on chromosomes 2 and 16, were confirmed in a subsequent analysis including
all animals, while those on chromosomes 1 and 16 were replicated in an independent population of a
commercial line of laying hens [3]. More recently a new, more powerful QTL analysis was carried out
[4], using a higher number of animals genotyped with a higher number of markers (480 SNPs). Using
this approach, we were able to perform a more extended genome scan which resulted in the
identification of novel QTLs on several microchromosomes, not previously covered in other analyses.
Among them, one QTL on microchromosome 14 was significant at the genome-wide level. However,
although half of the phenotypic data used were the same as in previous analyses, several of the QTLs
previously observed were not detected in the new analysis, including the genome-wide significant QTL
on chromosome 2 [2] [3].

Similar (and in some cases the same) White Leghorn inbred lines have also been used to identify
genome regions controlling resistance to acute salmonellosis. The major QTL SAL1 was originally
identified in a backcross between lines 6; and 151 on chromosome 5 [5]. Its location has recently been
refined in a further analysis [6]. In addition, four QTLs controlling resistance to Salmonella
colonization have been detected in a (6:xN)xN backcross on chromosomes 2, 3, 12 and 25 [7]. Until
now, none of the QTLs controlling carrier-state has been identified close to those QTLs for resistance
to colonization or systemic salmonellosis. This is why it was hypothesized that the genetic controls of
Salmonella carriage and colonization were independent [2] [3] [4]. Nevertheless, in our last genome
scan performed with QTLEXxpress, an effect nearing significance could be observed on chromosome 3.
In addition, our earliest QTL analyses identified a QTL on chromosome 2 [2] [3], although it was not
confirmed in our last SNP genome scan [4].

These apparently inconsistent results may be partly dependent on the method of QTL analysis. All
were performed using the F2 inbred option of the QTLEXxpress software [8]. This option relies on the

hypothesis that all F1 fathers are heterozygous and share a common QTL effect, which is only partially
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true in this case. The aim of the present study was therefore to perform QTL analysis using Maximum
Likelihood with the QTLMap software, which does not require any assumption about fixation of the
QTL alleles in the founder lines. With this software it was also possible to evaluate different QTL
effects between sire families, to test the co-existence of two QTLs and to analyze discrete data. For
these analyses we used the same data as previously described [4], i.e. 480 SNP genotypes for 378
animals already phenotyped. This dataset was enriched with eleven SNP markers flanking the QTLs
controlling Salmonella colonization identified by Fife et al, [7] on chromosomes 2, 3, 12 and 25 [7].
We were thus able to observe the impact on QTL detection of two different statistical approaches using
the same set of data, whilst interrogating any overlap in the carrier state/colonization QTLs using

increased marker density in the QTL regions controlling Salmonella colonization.

Materials and methods

Animals

Briefly, as described previously [4], two progenies were considered. Both were F2 crosses between
the experimental inbred White Leghorn lines N and 6;, each from different parents. The first one
(called P1) comprised 185 F2 animals reared and phenotyped in 2005 and the second (P2) 193 F2
animals reared and phenotyped in 2007. Animals were reared at the PEAT unit (Pole

d’Expérimentation Avicole de Tours).

SNP genotyping and mapping

As described previously [4], a set of 480 fully informative SNP markers was used to genotype the
F2 animals and their parents and a genetic map was produced using the Cri-Map program. In addition,
animals belonging to P2 were typed for 11 SNP markers flanking the four QTLs identified on

chromosomes 2, 3, 12 and 25 in a (6:XN)XN backcross progeny [7]. The conformity of marker
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segregation with Mendelian inheritance rules was checked by Chi-square tests. New genetic maps of

chromosomes 2, 3, 12 and 25 were built with Cri-Map using only the genotypes obtained from P2.

Salmonella challenges

As previously described, experimental infections of both F2 progeny were performed at the PFIE
(Plateforme d’Infectiologie Expérimentale) [9]. One-week-old birds were orally inoculated with 5x10*
bacteria from the S. Enteritidis phage type 4 (PT 4) strain 1009, which is a spontaneous nalidixic acid
(NA) and streptomycin (SM) resistant mutant strain. Within each experiment all chicks were hatched
on the same day. In P1, two cloacal swabs were taken 4 and 5 weeks p.i. and results expressed as 10g1o
colony-forming units (cfu) and thereafter called CSW4 (cloacal swab week 4) and CSW5. Results were
also expressed as a discrete trait for CSW4: 0 when no bacteria were found and 1 for positive results
for the CSW4 trait (CSW4d). For both P1 and P2, chicks were sacrificed 5 weeks p.i. and the number
of Salmonella cfu counted in the caeca. Caecal bacterial counts were expressed as log (cfu) per gram of
caeca (CAEC). In brief, traits measured in P1 were CAEC, CSW4 and CSW5 while in P2 only CAEC

was measured.

QTL analysis software and significance thresholds

QTLs were identified in P1 and P2 separately using the QTLMap software [10] [11], which
performs interval mapping based on maximum likelihood calculations [12]. Initially, single-QTL
analysis was performed using the ratio of likelihoods under the hypothesis of one (H1) vs no QTL
(HO). When no QTL was detected, this was followed by analysis for complex QTLs by comparing
maximum likelihood under the hypothesis of two QTLs segregating (H2) versus that of the absence of
QTL(HO). The model used for all analyses took into account the population mean. Likelihood was
completely linearized as described in [10]. For the analysis of CSW4d, the model took into account the

discrete distribution of the trait.
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For each trait on each chromosome, the significance threshold at the chromosome-wide level was
calculated from the results of 1,000 permutations performed under the null hypothesis of no QTL
segregating. The genome-wide probability was further derived from the chromosome-wide probability
using an approximate Bonferroni correction:

Pgenome-wide = 1 - (1 - Pchromosome-wide)*
in which r was obtained by dividing the length of a specific chromosome by the length of the genome

considered for QTL detection (3,3918 cM), as in [2]. Confidence intervals for QTLs (95%) were

calculated by using the one-LOD drop-off method following Lander and Botstein [12].

Candidate gene identification
For all QTLs detected using the one-QTL analysis, candidate genes were identified by the software

AnnotQTL [13], available at http://annotgtl.genouest.org. This tool was designed to assist the

characterization of genes in a QTL region as a step towards selecting the best candidate genes. It
localizes the genes to a specific region using NCBI and Ensembl data and adds the functional
annotations available from other databases (Gene Ontology, Mammalian Phenotype, HGNC and
Pubmed). To limit the number of genes considered, for each QTL the interval considered was defined

by the two SNP markers flanking the QTL peak.

Results

Additional SNP genotyping and mapping

The list of additional SNP markers and quality data describing them are detailed in Table 1. Marker
IAH-12D was non-informative in our progeny. Marker 1AH-2C on chromosome 2 was in moderate
distortion (p<0.05) while markers IAH-3A, IAH-3B and IAH-12D were in very strong segregation

distortion (p<0.001). These markers must be considered with caution. New, enriched maps of
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chromosomes 2, 3, 12 and 25 were constructed based on the SNP genotypes collected from P2,

excluding IAH-12D.

QTL analyses

QTLs identified in this study are detailed in Table 2 and Figure 1 for one-QTL analyses and in
Table 3 for two-QTL analyses. One-QTL analyses led to the identification of five QTLs in P1, on four
chromosomes. One QTL was significant at the genome-wide level on chromosome 2 (for CAEC). The
four other QTLs were significant at the chromosome-wide level and mapped on chromosome 19
(CAEC), 21 (CSW4) and 23 (CAEC, CSW4y). In P2, two QTLs significant at the chromosome-wide
level were identified on chromosomes 3 and 26 for CAEC. The former was significant at p<0.01 at the
chromosome-wide level. Interestingly, with the enriched map of chromosome 3 the significance of this
QTL was higher (p=0.005). Using the other enriched maps did not lead to the detection of QTL on
chromosomes 2, 12 and 25.

Two-QTLs analyses led to significant QTLs on six chromosomes in P1. That was the case for
chromosomes 5 (CSW4), 9 (CAEC, CSW5), 15 (CAEC, CSW4), 21 (CSW4), 22 (CAEC, CSWS5) and

24 (CAEC, CSW4). In P2, no QTL was detected with the two-QTLs analysis.

Positional candidate genes

Positional candidate genes identified using the software AnnotQTL [13] are listed in Table 4. A
high number of genes were identified in each interval. We chose to focus only on genes known to be
involved in the immune response, including those controlling signaling pathways. MiRNAs which have
the potential to play a role in immune mediation were also included. Genes listed can therefore be
considered as both positional and functional candidate genes. No additional evidence for the
involvement of these candidate genes in Salmonella carrier state or colonization has currently been

documented.
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Discussion

Results of QTL detection are dependent, amongst other parameters, on the statistical method used
for analysis. In this study, we used maximum likelihood analyses with the QTLMap software [10] [11],
whereas regression analysis with the QTLExpress software [8] was used in our previous studies [3],
[4]. The two approaches were expected to give partly different results. Although we used the same data
as previously described [4], genotypes were enriched with eleven SNP markers flanking QTLs for

resistance to Salmonella colonization.

Numerous QTLs identified using QTLMap

QTLExpress assumes the FO lines to be inbred, particularly with the F2 inbred option of
QTLExpress used previously [4]. This contrasts to QTLMap which takes into account the alleles
segregating within the lines, both between and within sire families. This is of particular importance
since the N and 6, lines are highly but not totally inbred, possibly accounting for the reason why more
genome-wide QTLs were found in this study than previously observed [4]. Nadaf et al, achieved a
similar result with the same two software packages [14]. They analyzed a F2 cross between lines
largely divergent for a phenotype of growth, but not fixed for the QTL alleles. They obtained similar
results: with QTLMap, they found 5 genome-wide and 4 chromosome-wide significant QTLs, while
with QTLExpress there were only 3 and 2 respectively. Two of the QTLs found to be of chromosome-
wide significance with QTLExpress were estimated as genome-wide significant with QTLMap. As
suggested by the authors, these differences probably originate from the allele segregation within each
line. In our case, although segregation was expected to be less frequent since the lines were partly
inbred, QTLMap allowed identification of more QTLs with higher significance.

Numerous QTLs were detected with the none vs two QTLs analysis. The latter deals with the

possibility that two linked QTL located within a very short interval could not be detected because they
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are exerting antagonistic effects. Except for CSW4 on GGADS, for the other traits and chromosomes the
distance between the two QTLs was rather short and ranged from 7 to 28 cM. Moreover, on several
chromosomes, QTLs controlling different traits were observed in close proximity, which supports the
reliability of our results. For instance, on chromosome 9, both QTLs controlling CAEC (46 cM; 56 cM)
were very close to those involved in the control of CSW5 (45 cM; 52 cM). On microchromosome 22,
two pairs of QTLs were identified for CAEC (0 cM; 28 cM) and for CSW5 (29 cM; 42 cM). On
chromosome 24, one of the QTLs controlling CAEC and one of the QTLs controlling CSW4 co-
localized at 51 cM. All these co-localisations suggest that these regions may indeed have an impact on
the control of Salmonella carrier-state.

QTLMap software makes it possible to test binary data, such as the presence/absence of bacteria.
The distribution of such traits is far from being Gaussian while normality is assumed for most methods
of QTL research. In this study, this question was of special interest for cloacal swabs at 4 and 5 weeks
p.i., for which only 41.6% and 33% of animals respectively were positive for the presence of bacteria.
When analyzing the binary trait CSW4,, with the model dedicated to discrete data, only one significant
QTL was found on chromosome 23 at 1 cM, close to the QTL detected for CAEC at 10 cM. This QTL,
although highly significant at the chromosome-wide level, was not significant at the genome-wide
level. Another QTL was detected on chromosome 21 with CSW4y after deleting the three sire families
which had the lowest likelihood ratio. It was only significant at the chromosome-wide level, most
probably because of a lack of power due to the loss of information when categorizing the data. Since
this QTL co-localizes with QTL identified for CSW4 both with the one-QTL and the two-QTL

analysis, it is probably not a statistical artifact.

Comparison with previous results obtained with QTLEXxpress
Although a high number of QTLs were identified with each of the software packages, only one

QTL on chromosome 22 was identified with both of them. On this chromosome, the QTL for CSW5
129



identified at 29 cM by the two-QTLs analysis is located at the same position as the QTL found by [4].
We could not identify the dominant QTLs observed by [4] with QTLEXxpress, since QTLMap does not
take dominance effects into account. In particular, for the most significant QTL detected on
chromosome 14 for CAEC, dominance effects were very high (d=0.90) while additive effects were
very low (a=-0.11), with a ratio d/2a equal to -4.25. This is probably why it could not be detected by
the additive model with QTLMap. Moreover, some of these dominant QTLs could also be false
positives as observed by [16]. When analyzing, with a large set of methods, a set of simulated data with
only additive QTLs, several dominant QTLs were observed [16]. Conversely, using QTLMap we
detected a QTL on chromosome 2 at 86 cM, which was not observed previously [4] using the same set
of SNP markers with QTLEXxpress (except the 3 additional markers close to QTLs observed by Fife et
al, [7]). However a QTL for CSW4 was previously detected at 87 cM using microsatellites [2] [3]. The
lack of detection of this QTL in the previous QTLExpress analysis [4] could be due to the poor
information content of several sire families at markers surrounding the QTL region, which is best taken
into account by the QTLMap software. The map density and the information content of markers are
lower in this region of chromosome 2 than in other regions. For all other QTLs, it must be assumed that
either they are statistical artefacts or they display effects so weak that they are significant with only one
of the two methods of analysis tested.

Similarly to Calenge et al, [4], we identified a very low number of QTL in P2. This may be as a
result of the lower number of traits measured (one versus three). However, even when considering only
the trait CAEC measured in P2, there were fewer QTLs detected in P2 than in P1. This might be related
to the phenotypic distributions, which are highly different in P1 and P2. In P1 most animals were free
of Salmonella (76.2%), while in P2 most animals were infected (92.3%). Despite the fact that, in both
P1 and P2, the logarithm of numbers of colony forming units was measured, the biological meaning of
both traits differs. The former trait is related to capacity for bacterial clearance: more resistant animals

are free from bacteria while the susceptible individuals remain infected. The latter refers to the level of
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infection: the more resistant animals can maintain the infection at a lower level. Mechanisms
underlying both traits may thus be quite different and the same holds for the genes controlling them

[17].

Are Salmonella carrier-state and colonization controlled by common loci?

Although most QTLs identified in the present study were not identified in the previous
QTLExpress analysis, some of them co-localize with QTLs or candidate genes identified in other,
independent studies, which strengthens their interest and reliability.

The QTL on chromosome 3 is of particular interest. Although it was not significant at the genome-
wide level, it was the more significant of the two QTLs detected in P2. In addition, it co-localizes with
a QTL for resistance to Salmonella colonization identified at 96 Mb (vs 94.5 Mb) for the same measure
(caecal bacterial count) assessed after infection with another Salmonella serotype at an earlier interval
post-inoculation (5 days p.i.) [7]. Interestingly, when SNP markers surrounding the QTLs for resistance
to colonization were added to the genetic map, the significance of the QTL for resistance to carrier-
state reaches the genome-wide significance level. This might be due to the additional information
brought by these markers, one of which may be close to the causal gene for the QTL. Nevertheless, two
of the three additional SNP markers were in strong segregation distortion, and it therefore cannot be
excluded that skewed segregations cause an artificial increase of the QTL significance. Indeed, one of
the distorted markers was mapped at an incorrect position when considering physical positions of
markers (inversion with an adjacent marker). However, this result is coherent with the co-localisation
of this QTL and several candidate genes involved in innate immunity: interleukins I1L-17A and IL-17F
at 110.36 Mb and 110.37 Mb respectively, and the avian beta-defensins AvBD1 to AvBD14 between
110.20 Mb and 110.27 Mb. Moreover, polymorphisms in four genes within the beta-defensin cluster
(AvBD3, 11, 12 and 13) were associated with caecal bacterial load in chickens orally infected with S.

Enteritidis, while AvBD5 was associated with spleen bacterial load [18] [19]. Other genes (including
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the avian beta-defensins) are also located in close proximity to the QTL (between 110.20 and 110.27
Mb) and were associated with caecal and spleen bacterial loads, as well as antibody response to
Salmonella Enteritidis vaccine [18] [19].

A similar observation can be made for the QTL identified on chromosome 2 in P1, which is located
adjacent to a QTL associated with the presence of a hardened caseous caecal core after infection with
Salmonella Typhimurium [7]. Although the QTL peaks are located 10 Mb apart and their confidence
intervals do not overlap, QTL locations are known to vary according to many parameters. In this meta-
analysis, infection protocols and Salmonella serotypes were different, as were the parents of the
progenies. Although belonging to the same lines, separation of these flocks may have, over time,
resulted in divergence, as strongly suggested by the incomplete segregation of some of the new SNP
markers added to our original SNP set. The number of markers used in both of these studies and the
strong linkage disequilibrium in these mapping populations may also impact on the resolution of the
QTLs. It is therefore possible that both QTLs for these disparate traits do co-localize. Moreover, the
gene IL-6 (interleukin-6), whose product drives induced innate responses in chickens [7], is located
close to the QTL peak (30.9 Mb with the QTL peak at 38.5 Mb). A TLR4 interactor with leucine-rich
repeats (ENSGALGO00000011145) gene is also located in the region defined by flanking markers.
TLR4 is known to be involved in the pathway leading to carrier-state [1]. Other putative candidate
genes could be observed in the QTL regions. Further investigations are needed to elucidate their
putative role in the control of resistance to Salmonella carrier-state in these populations, with reference
to the traits measured in this study.

These co-localisations on chromosomes 2 and 3 suggest that these regions may be involved in
general mechanisms of resistance, acting on both colonization and carrier-state and effective on both
serotypes (Enteritidis and Typhimurium). This result is not surprising: limiting bacteria colonization
shortly after infection could be one of the ways to limit bacteria carriage several weeks after infection.

Another way of limiting carriage could be, for instance, high bacterial clearance ability. Genes
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involved in the immune response are interesting candidates for the causative genes underlying these
QTLs and warrant further research. Nevertheless, due to the high number of putative candidate genes, a
finer mapping of the QTL will be necessary before studying the actual implication of one or several of
these genes in resistance to carrier state.

On chromosome 5 the QTL identified at 104 cM for CSW4 in the two-QTL analysis is close to the
QTL detected by Tilquin et al, at 111 cM for CSW5 [2]. In addition, similarly to both Tilquin et al, [2]
and Calenge et al, [4], we observed a suggestive QTL for CAEC at the same location (108 cM).
Nevertheless, these QTL effects are too weak to be considered of interest for further research.

Even with QTLMap, no QTL could be detected on chromosome 7 close to the SLC11Al gene
(previously named NRAMP1), which was shown to be involved in the resistance to both acute
salmonellosis [20] [21] [22] and Salmonella carrier-state [23]. This result is consistent with previous
observations [2] [3] [4]. It can be assumed that either this gene does not segregate in this cross or its

effect is too weak to be detected.

Conclusions

We observed numerous QTLs for resistance to Salmonella carrier-state using maximum
likelihood. The role of several genomic regions in the control of Salmonella carrier-state was
confirmed, consistent with previous findings, while testing the existence of two segregating QTLS
allowed the identification of novel regions. The observed differences with QTLExpress were most
probably due to the different hypotheses concerning allele segregation, to the strong dominance effect
of some of the QTL and to the weakness of some QTL effects. In this context, the most interesting
QTLs are probably those that were identified several times in independent studies, even more so when
they also co-localize with candidate positional or functional genes. This is why the QTL regions

identified on chromosomes 2 and 3 are of particular interest for further research and potentially for
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marker assisted selection. In addition, their involvement in the resistance to both S. Typhimurium

colonization and S. Enteritidis carrier-state is particularly interesting for selection purposes.
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Figure 1. Maximum likelihood ratio for trait CAEC on chromosome 2, progeny P1 (a) and

chromosome 3 enriched with three markers close to a QTL for resistance to Salmonella colonisation,

progeny P2 (b). Results obtained from QTLMap software.

— ——, 5% genome-wide significance; - - -, 5% chromosome-wide significant.
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Table 1: Quality data about the SNP markers flanking QTL for Salmonella colonization [7] added to the

original SNP data set [4].

Marker |Chr? Position (b) N*> Inf  SD* psp°

IAH-2B 2 19,869,778 182 23/23 NS 0.052
IAH-2C 22,726,015 182 23/23 S* 0.010
IAH-2D 24,308,758 179 22/23 NS 0.130
IAH-3A |3 92,315,616 152 20/23 S*** 0.000
IAH-3B 95,968,986 182 23/23 S*** (0.001
IAH-3C 110,245,601 184 23/23 NS 0.378
IAH-12B |12 14,781,290 181 23/23 NS 0.597
IAH-12C 17,496,361 181 23/23 NS 0.704
IAH-12D 18,927,306 162 1/23  S*** 0.000
IAH-25A |25 875,498 92 17/23 NS 0.093
IAH-25B 1,843,484 184 23/23 NS 0.556

! Chromosome.

2 Number of genotypes available in the F2 Nx6; progeny P2.

® Informativity: number of heterozygous F1 parents on the total number of F1 parents.

* Significance level of the segregation distorsion evaluated with a Chi-square test: NS non significant; *
significant with p<0.05 ; *** significant with p<0.001.

® Probablities associated with a Chi-square test between genotypic frequencies expected according to

Mendelian rules and observed frequencies.
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Table 2. Parameters associated with the QTLs identified in progeny 1 (P1) and progeny (P2) using a one-QTL test.

QTL position C.1? Flanking P-value °
Chr' Progeny Trait LRT? ) S.L®
(cM) (cM) markers “ (Mb)  (Chr)

2 P1 CAEC 86 80-92 66.83 31.8-38.3 <0.005 ***
3 P2 CAEC 236 234-241 30.29 94.25-98.25 <0.01 **
19 P1 CAEC 21 17-29 56.01 2.71-3.80 <0.01 **
21 P1 CsSw4 3 0-6 21.48 0.40-1.22 <0.05 *

23 P1 CAEC 10 7-15 50.25 1.32-2.74 <0.005 *

23 P1 CSW4y 1 0-6 46.83 0.72-1.32 <0.05 *

26 P2 CAEC 29 21-37 49.30 2.60-3.31 <0.05 *

! chromosome number

21-LOD-drop confidence interval (cM)

3 Likelihood Ratio Test

* Positions of the two markers flanking the QTL peak

> P-values obtained by 1000 chromosome-wide permutations

® Significance level: *significant at P<0.05 at the chromosome-wide level, ** significant at P<0.01 at the chromosome-wide level, ***

significant at P<0.05 at the genome-wide level, NS non-significant .
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Table 3. Parameters associated with the QTLs identified in progeny 1 (P1) with a two-QTL test

Flanking Flanking
1 ~ FirstQTL Second QTL . 5 6 . o
Chr™ Progeny Trait (M) M) LRT" markers Q1> markers Q2° P-value’ SL
(Mb) (Mb)

5 P1 CSw4 2 104 48.10 1.32-4.46 31.57-41.62 <0.05 *
9 P1  CAEC 46 56 118.85 6.35-8.848 14.00-16.64 <0.0001 ***
9 P1  CSW5 45 52 58.07 6.35 11.64-14.01 <0.0001 ***
15 P1  CAEC 8 29 112.14  4.23-5.16 7.46-8.85 <0.005 **

15 P1  CSW4 20 33 48.40 6.15-6.94 7.46-8.85 <0.01 *

22 P1  CAEC 0 28 84.75 1.17 1.53-2.63 <0.05 *
22 P1  CSW5 29 42 59.70 2.63 2.63-3.19 <0.0001 ***

24 P1  CAEC 23 51 87.78 3.56 5.13-6.13 <0.05 *
24 P1  CSwW4 44 51 38.59 5.13 5.13-6.13 <0.0001 ***

! Chromosome number

2 Location of the first QTL

¥ Location of the second QTL

% Likelihood Ratio Test

> Positions of the two markers flanking the first QTL peak

® positions of the two markers flanking the second QTL peak

" P-values of the HO vs H2 test obtained by 1000 chromosome-wide permutations

8 HO vs H2 significance level: *significant at P<0.05 at the chromosome-wide level, ** significant at P<0.01 at the chromosome-wide level,
*** significant at P<0.05 at the genome-wide level, NS non-significant.
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Chicken| QTL position | Human 4 . 5
chr ! FM? position chr Start (pb) | Gene ID Symbol Description Ensembl ID
7 32,053,542 777943 MIR148A microRNA mir-148a ENSGALG00000018281
7 32,326,549 420629 SKAP2 src kinase associated phosphoprotein 2 ENSGALG00000011051
7 32,584,271 - gga-mir-1732 microRNA-mir-1732 ENSGALG00000025254
7 32,586,148 | 777944 MIR196-2 microRNA mir-196-2 ENSGALG00000018282
7 32879740 | 395490 | TAxigpr | | oxt(human T-cellleukemiavirustypel) | o\ oon) 500000011123
binding protein 1
7 33,469,922 428436 TRIL TLR4 interactor with leucine-rich repeats -
38.06 Mb/ 86 7 33,567,743 | 428437 CHN2 chimerin (chimaerin) 2, involved in Rac |- o5 A1 600000011164
5 cM signalling
31.78-38.35 Mb i i
3 33,985,086 | 420640 | ANKRD28 ankyrin repeat domain 28 (promotes cell o\ o o) 500000011226
migration)
3 34,275134 | 395109 reTng | "aftlin lipidraft linker 1 (B cell-specific major)\ oo ) 500000011241
lipid raft protein)
3 34,473,226 | 420645 PLCL2 phospholipase C-like 2, involved in MAPK | - o) 500000011248
pathway and PI3K signalling
3 35,783,173 | 420649 RABSA RABSA, member RAS oncogene family, | o\ o5 ) 600000011272
involve in endocytosis
3 37,167,138 420654 NKIRAS1 NFKB inhibitor interacting Ras-like 1 ENSGALG00000011289
LAT2/ Linker for activation of T cells family,
’ 3.38 Mb/ 21 cM 1 2,823,176 417489 NTAL_CHICK member 2 ENSGALG00000001305
2.71-3.80 Mb RABEP1/ rabaptin, RAB GTPase binding effector
17 3,408,203 395930 RABAPTINL protein 1 ENSGALG00000001737
g3 | 0B4MD/1cM 1 843249 | 428208 HIVEP3 Human immunodeficiency virus type | ENSGALG00000000635
0.72-1.32 enhancer binding protein 3
2,896,047 - gga-mir-205a microRNA-mir-205a ENSGALG00000018312
26 | 2BMU28cMI 2076923 | 419862 | TRAF3Ip3 | |3 Interacting protein 3, TNF-receptor | oy o n) 600000001373
2.60-3.31 Mb associated interacting protein
1 2,989,458 419863 IRF6 Interferon regulatory factor 6 ENSGALG00000001405

! Chicken chromosome ; 2 Flanking markers ; ® Human chromosome ; * Gene identification on NCBI database ; ° Identification of gene on Ensembl database

pa123a19p 110 3yl Jo syead ayy Bunjuey) siaxdew

31 U3aM1aq palyiauapl asuodsal sunwiwi 3yl Ul PaAjoAul Sauab ayl Jo 1sIT v 9|qeL
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V1. Conclusions et perspectives pour la premiere partie:

Au cours de cette premiére partie de la thése, j’ai identifié des QTLs par la méthode du
maximum de vraisemblance en utilisant le logiciel QTLMap et des modéles a un seul (figure
13 et tableau 1) ou a deux QTLs (figure 14 et tableau 2). Les résultats difféerent de ceux
précédemment obtenus par meéthode de régression linéaire, probablement du fait des
différences dans les hypotheses sous-jacentes a chaque logiciel, du faible effet des QTLs et de
I’absence de prise en compte de la dominance par le logiciel QTLMap. Il est toutefois
intéressant de noter qu'un QTL a été identifi¢ sur le chromosome 3 au méme endroit qu’un
QTL impligué dans la résistance a la colonisation par Salmonella Typhimurium, ce qui
suggere que cette région du génome pourrait étre impliquée dans des mécanismes généraux de
résistance agissant a la fois sur la colonisation précoce et le portage. Elle serait de plus
efficace sur les deux sérotypes (Enteritidis et Typhimurium). A partir de ces résultats, le
programme AnnotQTL a été utilisé pour identifier des genes candidats positionnels dont
I’annotation suggere un role dans la réponse immunitaire et la résistance aux salmonelles. Une
vingtaine de genes candidats ont ainsi été positionnés dans les intervalles de confiance des
QTLs. Toutefois aucun d’entre eux n’apparait suffisamment pertinent a ce stade de 1’étude
pour étre étudié plus spécifiquement.

La grande taille des régions identifiées limite les possibilités d'exploitation des QTLS en
sélection, avec un trop grand risque de perdre l'association entre marqueurs et alléles
favorables aux QTLs. C’est pourquoi la cartographie fine des QTLs est en cours dans 1’équipe
par I’exploitation de lignées d'intercroisement avancé (AlL).

Les méthodes de détection des QTLs sont actuellement en pleine évolution. Avec le
développement des puces a SNP a haute densité, on peut envisager des approches de
géneétique d'association, ou encore des méthodes dites LDLA qui combinent les approches de
géneétique d'association (LD dites pour linkage desequilibrium ou déséquilibre de liaison) et
de détection de QTLs (dites LA pour linkage analysis ou analyses de liaison). Ces méthodes
permettent théoriquement de préciser la position des QTLs par rapport a des analyses QTL

classiques grace a un génotypage dense.
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Troisieme partie :
Détection des QTLs- Application a des

caracteres de digestibilité chez la Poule
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Figure 15: Schéma du tractus gastro-intestinal de la Poule (d'aprés Gadoud et al, 1992):

la région créaniale est entourée en bleu, la région stomacale en rouge et la région
intestinale en vert.
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|. Le systeme digestif chez la Poule

Dans ce chapitre, nous présentons une vue globale de I'appareil digestif de la Poule et
détaillons les mécanismes de digestion au niveau du gésier et de l'intestin, deux parties trés

Importantes dans le tractus gastro-intestinal.

I.1.Description de I'appareil digestif de la Poule

Le tractus digestif de la Poule peut se diviser en 3 parties principales : la région
craniale qui va du bec au jabot, la région stomacale qui comprend proventricule et gésier et la
région intestinale (voir figure 15). Cette structure présente des différences fondamentales par
rapport aux mammiféres, comme 1’existence de certains organes absents chez les mammiféres
(comme le jabot), ou des différences de proportion entre les organes, comme la quasi-absence
du colon chez les oiseaux alors que celui-ci est tres développé chez les mammiféres (voir
Tableau 6).

I.1.1.La région craniale

La région craniale comprend le bec et la cavité buccale, I’aesophage et le jabot. Le bec
est fort et conique, ce qui est adapté a une alimentation de type granivore (Belabbas, 2007).
La partie visible du bec est une production cornée ou rhamphotheque, servant a la préhension
des aliments. Dans la cavité buccale, les aliments sont mélés a la salive, dont le rdle principal
est de lubrifier et ramollir les aliments, mais qui contient également une amylase, enzyme
commengant le processus de digestion de 1’amidon, composant principal de 1’aliment des

volailles.

Apres déglutition, les aliments passent dans 1’cesophage, organe tubuliforme musculo-
muqueux. Cet organe, de fagon passive, assure le transport de la cavité buccale au
proventricule. Le jabot est un élargissement de 'ccsophage en forme de réservoir. Il sert a
stocker les aliments et a les ramollir en continuant a les humecter de mucus, et permet
également la poursuite de la digestion de I'amidon par I'amylase amenée par la salive dans la
cavité buccale (Belabbas, 2007). Au niveau du jabot, la dégradation de I'amidon est également
facilitée par certaines bactéries amylolytiques comme les lactobacilles, mais dans une

proportion modeste (Champ et al,1985).
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Tableau 6: Poids et longueurs relatives des principales parties du tube digestif chez le

poulet, le porc et le rat.

Poids (en % du poids vif)

Longueur (en % de la

longueur du tractus)

Région Organe
Poulet' | Porc* Rat® Poulet! Porc’ | Rat’
R?g.l on Jabot 1.2 - - - - -
craniale
Région Proventricule 0.6 075 - - - -
stomacale Gésier 21 N _ - _
Duodénum 1.1 - 14.3 6.5
Jéjunum 4.6 3.26 - 62.8 78.0 | 754
Région
intestinale Iléon 0.6 - 9.7 2.0
Caecas 1.0 0.23 - 9.3 1.0 4.0
Rectum 0.2 1.34 - 3.9 21.0 | 121
Glandes Pancréas 0.29 0.15 0.46 - -
anNNExes Foie 304 | 268 457 - -

! Belabbas, 2007; * Kararli, 1995; ° Diaz-Flores et al, 2006; * Agyekum et al, 2012
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Figure 16 : Coupe longitudinale de la région stomacale chez la Poule (d'apres Moran,
1985)
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1.1.3. La région stomacale

La région stomacale comprend le proventricule ou estomac glandulaire et le gésier ou estomac

musculaire (Figure 16).

Le proventricule est un renflement fusiforme dont la muqueuse est trés riche en
glandes & mucus. La paroi interne est trés épaisse. Son role principal est la sécrétion d'acide
chlorhydrique (HCI) et de pepsinogéne grace a des cellules spéciales oxynco-peptiques
(cellules oxyntiques) ; il permet de débuter la digestion chimique des aliments (Moran, 1985;
Denbow, 1999). C'est pour cette raison que le digestat au niveau du proventricule est tres
acide, avec un pH variant de 2,5 a 4,0 (Gonzalez-Alvarado et al, 2008; Jiménez-Moreno et al,
2009). Ce pH bas est un facteur d’activation du pepsinogéne en pepsine, qui va dégrader les

protéines (Crevieu-Gabriel, 1999; Denbow, 1999).

Le gésier est un organe trés musculeux qui communique avec le proventricule au
niveau de l'isthme et est séparé de l'intestin gréle par le pylore. Du fait de sa structure
musculaire, il sert principalement a broyer les aliments (digestion mécanique) et a poursuivre
la digestion gastrique initiée dans le proventricule. Une couche de cuticule et koiline recouvre
la surface interne du gésier et le protége des acides et des enzymes protéolytiques sécrétées
par les glandes du proventricule. Chez la Poule, les contractions du gésier se font sans
induction neurale (Costa, 2006) grace aux cellules interstitielles de Cajal (CIC) qui sont
situées au niveau de I'isthme du gésier. Ces cellules générent spontanément des ondes lentes
et les propagent de facon passive dans les muscles lisses (Szurszewski, 1998). Grace a la
contraction du gésier, les aliments sont broyés et la surface de contact entre aliments et
enzymes digestives est augmentée. La capacité de broyage du gésier permet de rendre le
digestat accessible au niveau de I’intestin. Le poids du gésier reflete donc la puissance de
broyage de I'organe, ainsi que son activité (Moran, 1982; Denbow, 2000). Rideau et al (2013)
ont montré que la sélection d’animaux a faible ou forte efficacité digestive avait fortement
modifié la structure de cet isthme entre proventricule et gesier, les animaux les plus efficaces
présentant un isthme plus grand, une lumiere plus large et une surface beaucoup plus réguliere

que les animaux les moins efficaces.
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Tableau 7: Principales enzymes et produits affectant la digestion des aliments dans

P’intestin.

Organe

sécréteur

Enzyme/Produit sécrété(e)

Fonction principale

Bicarbonate de sodium

Neutralisation de 1’acidité du chyme’

Protéases (trypsinogene,
chymotrypsinogene,

procarboxypeptidases, pro-élastase)

Hydrolysent des protéines en peptides
sous forme de trypsine, chymotrypsine

et des protéases aprés activation?

Pancréas i : _ _
) Dégradation des lipides, en association
Lipase . a4
avec les sels biliaires™
Dégradation des molécules d'amidon
Alpha-amylase ] . )
en oligoméres de glucose
Eoi Bicarbonate de sodium, acides biliaires Activation du pepsinogéne en
oie
(acide cholique et chénodéoxycholique) | pepsine*®
o Activation du trypsinogéne en
Entérokinase .y
trypsine
S ) ) Dégradation des dipeptides et des
Membrane | Dipeptidases et aminopeptidases ) a6
_ ) acides aminés™
intestinale

Disaccharidases ( maltase, isomaltase)

Dégradation des molécules d'amidon

en oligoméres de glucose*’

B-fructofuranosidase (invertase)

Hydrolyse le saccharose®

! Moran, 1985; ? Pubols, 1991; ° Krogdahl, 1985; * Jin et al, 1998; > Denbow, 1999; °
Crevieu-Gabriel et al, 1999; ’ Uni et al, 1996.
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1.1.4. La région intestinale

La région intestinale comprend I’intestin gréle, les caeca, le rectum et le cloaque et est le lieu
principal de digestion des aliments grace aux enzymes digestives secrétées par le foie et la
veésicule biliaire ou presentes sur la surface apicale de la membrane intestinale. Les
principales enzymes concernées sont répertoriées dans le tableau 7. L’intestin est également le

lieu d’absorption des nutriments.

L’intestin gréle est lui-méme divisé en 3 parties. Le duodénum est en forme d’anse, située
entre le pylore et la portion distale de I’anse duodénale. S’y déverse le suc pancréatique, qui
contient les enzymes pancréatiques, le pancréas étant situé au creux de 1’anse duodénale. Le
pancréas synthétise et sécréte des enzymes responsables de la digestion des protéines
(trypsine, chymotrypsine, élastase et carboxypeptidases), des lipides (lipase, co-lipase) et de
I'amidon (alpha-amylase). Le jéjunum démarre apres la portion distale de I’anse duodénale et
se prolonge jusqu'au diverticule de Merckel. Les sécrétions biliaires produites par le foie s’y
déversent par les canaux hépatique et biliaire. L’iléon est situé entre le diverticule de Merckel
et la jonction iléo-cacale. Ces deux derniers segments sont les lieux principaux d’absorption

des nutriments.

Les caeca sont situé a la jonction entre I'intestin gréle et le rectum. Cette partie est tres
développée chez la Poule, leurs caeca étant par exemple 2,3 fois plus lourds et 4,3 fois plus
longs que ceux du Porc (cf. Tableau 6, Fonty et Chaucheyras-Durand, 2007). Cette région
particulierement riche en bactéries (Gabriel et al, 2005; 2012) sert a réabsorber 1’eau et a
améliorer, grace aux micro-organismes, la digestion de la cellulose et de certaines protéines
peu digestibles (Belabbas, 2007, Gabriel et al, 2005).

Le rectum, derniere partie de l'intestin est le dernier organe du tractus digestif. Il est
tres court chez les oiseaux par rapport aux mammiféres (tableau 6). C’est un lieu de
réabsorption d’eau. C’est également un centre d’intenses fermentations microbiennes
(Cranwell, 1968).
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Energie Energie
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Figure 17: Schémas définissant les différents types d’énergie.

Aliment ingéré — - u
\ H | <3 L, \ 2

I Chaleur ] [ Dépots corportls

Gam dc ponds -

Figure 18: Relation entre efficacité alimentaire (indice de consommation (IC) et
consommation résiduelle (RFI) et I'efficacité digestive (Energie métabolisable apparente

corrigé pour un bilan azoté nul (EMAnR); Coefficient d’utilisation digestive (CUD).
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[1. L'efficacité alimentaire et I'efficacité digestive

L’aliment représente de 55 a 65% du codt de production des poulets de chair, (Riffard
et al, 2011). Améliorer l'efficacité alimentaire est donc trés important pour la rentabilité
économique des élevages, surtout dans le contexte actuel d’augmentation du prix des
aliments. L’efficacité digestive est une des composantes de I'efficacité alimentaire, dont
I'amélioration permettrait non seulement de limiter les colts de production mais aussi de
valoriser efficacement des matiéres premiéres alternatives non utilisées pour I'alimentation
humaine ou des ressources locales tout en réduisant le volume des rejets. Ces caractéres
jouent un réle important dans le contexte de développement durable pour réduire I'impact
environnemental de la production animale. Il a été montré que sélectionner sur 1’efficacité
digestive permettait d’améliorer 1'efficacité alimentaire (Mignon-Grasteau et al, 2004). Dans

ce paragraphe, nous présentons les relations entre efficacité alimentaire et efficacité digestive.

I1.1. Définitions

11.1.1. Efficacité alimentaire

Les deux criteres principaux utilisés pour décrire I’efficacité alimentaire sont I’indice

de consommation et la consommation résiduelle, que 1’on définit comme suit :
9

- L'indice de consommation (IC) est le rapport de la quantité d'aliment consommeée au
gain de poids. Un indice de 2 indique donc que pour produire 1 kg de viande (ou d’ceufs dans

le cas d’une poule pondeuse), I’animal aura consommé 2 kg d’aliment.

- La consommation alimentaire résiduelle est la différence entre la consommation
alimentaire observée et son estimation obtenue par régression par rapport aux besoins
d’entretien (souvent représenté par le poids métabolique de 1’animal) et les besoins de
production de 1’animal calculés a partir du gain de poids, de la composition du gain de poids
et/ou de la production d’ceufs (Nordskog et al, 1972; Tixier-Boichard et al, 1995).

11.1.2. Efficacité digestive

L’efficacité digestive est un critére moins général que ’efficacité alimentaire, car il se

focalise sur la part digestive de 1’utilisation de 1’aliment par 1’animal.
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La figure 17 montre les différentes étapes de la digestion de I’aliment et les différents

parametres pouvant étre estimés a chaque étape.

L’énergie digestible (ED) est obtenue par différence entre I'énergie brute ingérée qui
dépend de la composition de 1’aliment et de la consommation de 1’animal (EB) et I'énergie
perdue dans les feces excrétés. L’énergie métabolisable (EM) est obtenue par différence entre
I'énergie digestible et celle perdue dans I'urine. Si I’énergie digestible est souvent utilisée chez
le porc, elle est extrémement difficile a mesurer chez les volailles, car les féces et 1’urine sont
excrétes simultanément au niveau du cloaque. C’est donc plutdt I’énergie métabolisable qui

est utilisée.

L’énergie métabolisable apparente (EMA) est I'énergie disponible pour les besoins
métaboliques (d'entretien et de production) de I'animal. Elle se calcule comme suit (Hill et
Anderson, 1958) :

Al X EBa; — QE x EBg
Al

EMA (Kcal/kg)=

ou Al est la quantité d'aliment ingérée (en kg MS), QE la quantité d'excrétats séchés (en kg
MS), EBa, I’énergie brute contenue dans I'aliment ingéré (Kcal/kg MS) et EB, 1’énergie brute
des excréta (Kcal’kg MS).

L’EMA ne tient cependant pas compte des pertes fécales et urinaires d’origine endogene.
Pour corriger ce biais, on utilise 1’énergie métabolisable apparente corrigée pour un bilan
azoté nul (EMAN). Les variations d’EMAn sont donc uniquement d’origine digestive. Pour
passer de ’EMA a I'EMAnN, on prend en compte la rétention azotée due aux synthéeses
tissulaires qui representent environ 20% des protéines du gain de poids (Ap). Ces protéines
contiennent 16% d'azote et chaque gramme d'azote sous forme d'acide urique fournit
8,22 Kcal (Hill et Handerson, 1958). La formule de ’EMA est donc corrigée de la fagon

suivante:

Al X EB,; — QE X EB; — Ap X 0,2 X 8,22 X 0,16
Al

EMAn (Kcal/kg)=

ou Ap est le gain du poids (g).
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Hormis pour [’énergie, on peut également calculer des parametres d’efficacité
digestive pour les différents composants principaux de I’aliment, au travers des coefficients
d’utilisation digestive (CUD). Ces coefficients d’utilisation digestive correspondent a la
proportion d’un nutriment qui est digéré et absorbé par rapport a sa quantité ingérée. En

pratique, le CUD d'un nutriment N est calculé par la formule:

CanXAI-CygXQE
Can XAl

CUDy (%)=

ou Al est la quantité d'aliment ingérée (en kg MS), QE la quantité d'excréta séchés (en kg
MS), Can la proportion du nutriment N dans l'aliment (%), Cgn la proportion du nutriment N

dans les féces (%).

11.1.3. Relations entre efficacité alimentaire et efficacité digestive

Les différences entre efficacité digestive et efficacité alimentaire sont schématisées dans la
figure 18. L’aliment ingéré est digéré, absorbé au niveau intestinal, puis utilisé pour produire
de nouveaux tissus (dépot de muscle, de tissu adipeux, ou encore de minéraux) ou dispersé
sous forme de chaleur (pour maintenir la température basale, ou par perte de chaleur liée a
I’activité physique ou a la digestion). Les critéres d’efficacité alimentaire tels que l'indice de
consommation ou la consommation résiduelle intégrent la capacité a digérer, mais tiennent
également compte de I’utilisation métabolique des aliments (gain de poids des animaux,
activité physique, production d’extra-chaleur) ainsi que de leur consommation alimentaire. En
revanche, ils ne prennent pas en compte les excrétions des animaux. Au contraire, les critéres
d’efficacité digestive prennent en compte la consommation alimentaire ainsi que les
caractéristiques d’excrétion, mais pas les caractéristiques métaboliques comme la production
de nouveaux tissus ou les pertes de chaleur. L’efficacité digestive décrit donc une fonction
plus limitée que I'efficacité alimentaire, mais sa mesure de ce dernier caractére est plus lourde
(car elle impose de collecter, sécher et analyser les fientes), raison pour laquelle elle est

beaucoup moins souvent utilisée.
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Figure 19: Résultats de I’expérience de sélection sur la consommation résiduelle chez la

poule pondeuse (Bordas et Minvielle, 1999).
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11.2. Sélection de l'efficacité alimentaire

L’efficacité alimentaire est un caractere complexe, contr6lé par de nombreux geénes.
Ce type de caractere dépend de multiples facteurs comme la vitesse de croissance (I'intensité
de production), I'engraissement, la consommation alimentaire (nombre et durée des repas), la
digestibilité, lI'efficacité du métabolisme (rendement des protéines), les besoins d’énergie pour
la croissance (rendements en muscle et en gras), la production de chaleur,... (Pym 1990; Herd
et Arthur 2009). La sélection d’animaux pour une meilleure efficacité alimentaire implique

donc une évolution de nombreux caracteres.

Ces criteres sont modérément a fortement héritables, soit 0,27-0,33 pour la
consommation résiduelle chez I'adulte (Tixier-Boichard et al.,1995), 0,33-0,55 pour la
consommation alimentaire chez le poulet en croissance (Bernon et Chambers, 1988; Pym et
al, 1991; Wang et al, 1991; Chambers et al, 1994) et 0,40-0,50 pour I'indice de consommation
(Pym, 1990). lls sont depuis longtemps intégrés dans les schémas de sélection avicole, autant
chez le poulet de chair que chez la poule pondeuse. Plusieurs expériences de sélection ont été
réalisées chez le poulet de chair (Pym et Solvyns 1979; Tomas et al, 1991; Buyse et al, 1998).
Elles ont entrainé une diminution de I’engraissement des animaux par rapport aux lignées
sélectionnées pour leur vitesse de croissance. Elles ont aussi montré que I'énergie retenue sous
forme de protéines rapportée au poids métabolique est plus élevée chez les poulets
sélectionnés pour l'efficacité alimentaire, et la dégradation des protéines musculaires plus
faibles que chez des poulets sélectionnés pour la vitesse de croissance. La sélection sur
I'efficacité alimentaire entraine aussi une diminution des rejets (Pym 1990; Pinares-Patino et
al, 2003; Zhang et Aggrey 2003; Hill et Azain 2009). Chez la poule pondeuse également,
plusieurs expériences de sélection génétique de l'efficacité alimentaire ont été réalisées
(Bordas et Mérat, 1981;1984; Katle et Kolstadt, 1991; Schulman et al, 1994). Parmi elles,
Bordas et Mérat (1984) ont sélectionné deux lignées de poules pondeuses R+ et R- pour de
fortes et faibles valeurs de consommation résiduelle (figure 19). Gabarrou et al (1998) ont
montré que cette sélection avait entrainé des modifications importantes de la production de
chaleur (due a la digestion de I’aliment et a I’activité¢ physique), beaucoup plus importante

chez les R- que chez les R+, illustrant 1’aspect généraliste de 1’efficacité alimentaire.
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Figure 20: Processus de la sélection divergente des lignées D+ et D- (Mignon-Grasteau et

al, 2004)
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Malgré I'importance économique de ce type de caractere pour la production de
volailles, il n'existe pas beaucoup d'études de detection des QTLs controlant I'efficacité
alimentaire chez la Poule. Parmi les 3808 QTLs publiés dans 191 articles jusqu'a présent chez
la poule, seulement 25 QTLs sont liés aux caractéristiques d'efficacité alimentaire
(www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb, 20/04/2013). Les recherches concernant l'indice de
consommation, la consommation résiduelle et I'efficacité alimentaire (de Koning et al, 2003,
2004; Parsanejad et al, 2004; Hansen et al, 2005; Rowe et al, 2006; Ewald et al, 2007) qui ont
abouti a la détection de relativement peu de QTL sur ces caractéres, mais plutét de QTLs
controlant les composantes de l'indice de consommation, tels que la consommation

alimentaire, la croissance et la composition corporelle.

11.3. Sélection sur la capacité digestive

11 a longtemps été admis qu’a I’opposé de la consommation, de 1’efficacité alimentaire
et de I’utilisation d’énergie, la digestibilit¢ ne dépendait pas de la génétique (Pym 1990).
Cette constatation reposait sur le fait que 1’efficacité digestive est en effet une part mineure de
I’efficacité alimentaire des animaux lorsqu’ils sont nourris avec des régimes optimisés, faciles
a digérer. En 2004, Mignon-Grasteau et al ont cependant montré que la digestibilité de
I’énergie (mesurée par le critere de ’EMAn) dépendait de la génétique chez le poulet de chair
avec une héritabilité élevée (h?> = 0,37). Pour ce faire, ces auteurs ont utilisé un régime
contenant 55% de blé Rialto, variété particulierement difficile a digérer en raison de sa forte
dureté et de sa viscosité élevée (Carré et al, 2002), placant ainsi les animaux en situation de
challenge. L’héritabilité de la digestibilité des protéines, de 1’amidon et des lipides est
également élevée et varie de 0,33 a 0,47. Ces caractéres sont tres fortement corrélés entre eux
et a I'EMAN. Lorsque les animaux sont nourris avec un régime classique a base de mais et de
soja, facile a digérer, I’héritabilité de I’efficacité digestive est beaucoup plus faible (0,04 a
0,15), sauf pour I’amidon qui conserve une héritabilité comparable a celle obtenue avec un

régime a base de ble (Mignon-Grasteau et al, 2010).

Suite & cette premiere étude, des lignées ont été sélectionnées de fagon divergente sur
une forte (D+) ou faible (D-) efficacité digestive. (Carré et al, 2002). Aprés I'éclosion, les
poussins ont été nourris de J7 a J23 avec ce régime. La figure 20 présente le resume du
processus de la sélection des D+ et D-. A chaque génération, 12 méles et 36 femelles ont été
choisis comme futurs reproducteurs, parmi 216 animaux testés dans chaque lignée. Les
lignées D+ et D- ont été sélectionnées pendant 8 générations puis maintenues sans sélection

pour des recherches complémentaires.
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Figure 21: Différences d'EMAn entre les D+ et D a la 8éme génération de sélection —
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Figure 22 : Différences entre les lignées D+ et D- selon le régime (blé Rialto ou mais)
(Mignon-Grasteau et al, 2008; 2010) pour le coefficient d'utilisation digestive de
I'amidon (CUD-Amidon), le coefficient d'utilisation digestive des lipides (CUD-Lipides)

et le coefficient d'utilisation digestive des protéines (CUD-Protéines).
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Le croisement F2 utilisé dans cette thése pour la détection de QTLs des caractéres de
digestibilité et d'anatomie a ainsi été créé a partir de ces lignées désormais maintenues sans

sélection.

Apres 8 générations de selection, le critére de sélection (EMAN) differe de 30 a 40%
(figure 21) entre les deux lignées divergentes de poulets bons (D+) et mauvais digesteurs (D-)
selon les expériences (Carré et al, 2008; de Verdal et al, 2010b; Mignon-Grasteau et al, 2010).

Cette différence d’efficacité¢ digestive est également observée pour 1’amidon, les
lipides et les protéines, dont les coefficients d’utilisation digestive sont plus élevés chez les
D+ de 10%, 20% et 13%, respectivement (figures 22, Mignon-Grasteau et al, 2010). Quand
les animaux sont nourris avec un régime facile a digérer a base de mais, ces différences sont
plus faibles mais toujours significatives pour 'EMAn et les coefficients d’utilisation
digestive, 1 a 8% plus élevés chez les D+ que chez les D-. Cette différence de capacité
digestive est donc tres fortement liée au régime. On observe la méme situation pour la
digestibilité de ’amidon (10% de différence sur blé, 1% avec mais), des lipides (21% de
différence sur blé, 7% sur mais) et des protéines (13% sur blé, 5% sur mais, Rougiére et al,
2009; Mignon-Grasteau et al, 2010). En revanche, EMAn et poids vif n’étant que trés
faiblement corrélés, la sélection n'a pas modifié le poids vif a 23 jours et faiblement les
rendements en filet en en gras abdominal (de Verdal et al, 2013b).

Consécutivement a I'amélioration de l'efficacité digestive, la sélection génétique chez
les D+ et D- a amené une modification des rejets et du développement du tractus digestif.
Malgré une consommation alimentaire 18,5% plus élevée chez les D- que chez les D+, les
quantités excrétées (poids de fientes seches rapporté a la consommation alimentaire) sont 79%
plus importantes chez les D- (de Verdal et al, 2013a). La composition des rejets est également
affectée, les D+ excrétant 53,4% moins d’azote et de 21.4% moins de phosphore que les D-
(de Verdal et al, 2013a). Dans ces deux lignées, le ratio de 1’azote sur le phosphore excrété est
de 3,46 pour les D+ et de 4,34 pour les D- (de Verdal et al, 2010b). La sélection sur ’EMAn
ou le CUD permet donc de réduire les rejets plus efficacement qu’une sélection sur I’indice de
consommation: de 37 a 40% pour les rejets totaux et azotés, de 207 a 209% pour les rejets
phosphorés (de Verdal et al, 2010c).
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Figure 23 : Taille relative de I’ensemble gésier-proventricule des D- (gauche) et des D+
(droite).

(Photo fournie par S. Mignon-Grasteau, communication personnelle).
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Les résultats de plusieurs études ont montré que de fortes différences de morphologie
du tractus gastro-intestinal accompagnaient les différences d’efficacité digestive chez les
lignées D+ et D-, avec un fort développement de la partie supérieure du tube digestif
(proventricule et gésier, voir figure 23), et a I’inverse, un développement inférieur de
I’intestin gréle chez les D+ par rapport aux D- (Garcia et al, 2007; Rougiere et al, 2009;
Rougiere et Carre, 2010). Dans le méme sens, de Verdal et al (2011) ont mis en évidence des
corréelations génétiques fortes entre anatomie et efficacité digestive, notamment avec le poids
de I’intestin. Chez les D+, on a alors une plus grande quantité de fines particules du fait d’une
action plus élevée des sécrétions enzymatiques et du broyage des aliments, qui seront alors
plus facilement absorbés dans I’intestin gréle. Enfin, Rougiére et Carré (2010) et Rideau et al
(2013) ont montré que ces différences anatomiques étaient également liées a de fortes
variations de vitesse de transit, considérablement plus rapide chez les D- que chez les D+, ce

qui réduit d’autant les possibilités d’absorption des nutriments chez ces derniers.
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[11. Detection de QTLs pour des caracteres de

digestibilité et d'anatomie chez la Poule.

[11.1. Primo-détection de QTLs pour des caracteres de digestibilité et
d'anatomie.

La détection de QTLs dans cette partie de thése a été réalisée dans le cadre du projet
CHIEF (Chicken Environmentally Friendly) financé par I'Agence Nationale de la Recherche
(ANR). Ce projet repose sur I’étude d’une population F2 de 820 animaux obtenue par
croisement des lignées divergentes sélectionnées sur leur forte (D+) ou faible (D-) efficacité
digestive (voir figure 20) , estimée par I’AMEnN (Energie métabolisable corrigée pour un bilan
azoté nul). Cette population a été phénotypée pour environ 70 caractéres de différents types :

» efficacité digestive et alimentaire : AMEn, coefficients d’utilisation digestive de
I’amidon (CDUS), des lipides (CDUL), des protéines (CDUP), de la matiere séche
(CDUDM), rétention du phosphore, indice de consommation, consommation alimentaire

résiduelle?,

* rejets : poids de fientes fraiches et seches, brutes ou rapportées a la consommation

alimentaire, ratio « Azote/Phosphore » dans les fientes, taux d’humidité et pH des fientes,

* croissance et consommation alimentaire : poids a différents ages de 0 & 23 jours,

consommation alimentaire de 9 a 23 jours,

e anatomie : poids des différents segments du tractus digestif (proventricule, gésier,
duodénum, jéjunum, iléon), longueur des segments intestinaux, engraissement abdominal,

poids du filet, pH des contenus du gésier et du jéjunum,

» métabolisme du phosphore : taux de phosphore plasmatique, resistance du tibia a la

rupture, longueur, diametre et volume du tibia, taux de matiére seche et de cendres tibiales,

e comportement : alimentaire (fréquence des comportements alimentaires, nombre et

durée des repas, intervalle moyen entre repas), activité générale (fréquence des séquences

! Résiduelle de la régression de la consommation alimentaire sur le poids métabolique et le gain de poids de
I’animal
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d’animaux en mouvement, couché, debout), sensibilité au stress (nombre d’inductions et
durée d’immobilité tonique dans le test d’immobilité tonique, latence avant mouvement dans

un test d’isolement en environnement nouveau).

Dans une premiere etape et avant cette these, 1’accés a une puce contenant 57 636 SNP
(IMlumina Infinium chicken SNP array) dans le cadre du projet ChickIBD a permis de tester 6
males FO peres des F1 (3 males D+ et 3 males D-) et 6 males F1 (péres ou oncles des animaux
F2) afin de choisir parmi ces marqueurs ceux qui étaient a la fois les plus informatifs
(hétérozygotes sur les animaux F1) et les mieux répartis sur le génome, a 1’aide du logiciel
MarkerSet (Demeure et Lecerf, 2008). Grace a cette premiére étape, un ensemble de 6000
marqueurs a été retenu pour génotyper 1’ensemble des animaux FO, F1 et F2 du dispositif
étudié. Les marqueurs finaux couvrent les chromosomes 1 a 28, le groupe de liaison
LGE22C19 et le chromosome Z.

Par ailleurs, les estimations des parameétres génétiques des caracteres (utilisées par la
suite dans les fichiers de paramétres de QTLMap) ont été réalisées avec le logiciel VCE6 et

un modeéle comprenant (L€, 2012):
- I’effet génétique additif de I’animal (N = 1153),
- I’effet maternel d’environnement permanent pour le poids a 23 jours (N = 58)
- Ieffet fixé du lot (N = 5),
- I’effet fixé de la cellule d’élevage (N = 3),
- I’effet fixé du sexe (N = 2)
- Ieffet fixé de la hauteur des cages (N = 3),

et, pour les caractéres anatomiques, 1’effet fixé de I’expérimentateur qui segmentait le tractus

digestif (N = 7) et de la demi-journée d’abattage (N = 2)

Cette partie de la thése se focalise sur la détection de QTLs des caractéres de capacité
digestive (5 caractéres) et d'anatomie du tractus digestif (7 caractéres) ainsi que du poids vif a
23 jours, non seulement pour détecter des zones genomiques contrélant ces caractéres mais
aussi pour etudier la relation entre la capacité digestive et I'anatomie du tractus digestif entre
les D+ et les D- (cf. 811 de cette partie).
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Les analyses QTL ont été réalisées a ’aide des deux logiciels les plus utilisés en
génétique animale : QTLMap et QTLExpress. L’objectif de cette double analyse était, comme
pour 1’étude de la résistance au portage de salmonelles, de comparer, dans ce dispositif, les
résultats obtenus avec ces deux logiciels qui utilisent des méthodes statistiques différentes
(régression linaire pour QTLEXxpress, maximum de vraisemblance et pour QTLMap) sur la
détection de QTLs dans ce dispositif. Dans un premier temps, nous avons réalisé la détection
de QTLs pour tous les caracteres de digestibilité et d'anatomie avec le logiciel QTLMap
(Gilbert et al, 2008, Elsen et al, 2009, Filangi et al, 2010). Les résultats obtenus sont présentés
dans le troisieme article de la thése soumis a BMC Genomics (cf. article 3). Dans cet article,
nous avons effectué une analyse mono-QTL et mono-caractére avec le modele d’analyse de

liaison (LA) classique.
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Abstract

Background: Improving digestive efficiency is a major goal in poultry production, as it
would reduce production costs, make possible the use of alternative feedstuffs and decrease
the volume of animal manure. Since measuring digestive efficiency is rather difficult,
identifying molecular markers associated with genes controlling this trait would be a valuable
tool for selection. Initially detection of QTL was undertaken on 820 meat-type chickens
originating from 6 sire families in an F2 cross between D- and D+ lines divergently selected
on low or high AMEn (apparent metabolizable energy value of diet corrected to zero nitrogen
balance) measured at 3 weeks of age in animals fed a diet based on a low quality cultivar
wheat (Rialto). Birds were measured for (1) five traits characterizing digestive efficiency:
AMERN, coefficients of digestive utilization of starch (CDUS), lipids (CDUL), proteins
(CDUP), and dry matter (CDUDM); (2) seven traits describing the anatomy of the digestive
tract: relative weights of the proventriculus, gizzard and intestine and proventriculus plus
gizzard (RPW, RGW, RIW, RPGW), relative length of intestine (RIL), density of intestine
(ID), ratio of proventriculus and gizzard to intestine weight (PG/I); and (3) body weight at 23
days of age. All the animals were genotyped for 6,000 SNP markers, selected from 54,000 as
the most informative for the cross and regularly distributed on the genome. Markers were
distributed on 28 autosomes, the Z chromosome and 1 unassigned linkage group.

Results: Using the QTLMap software developed for linkage analyses by interval mapping,
nine QTL controlling digestive efficiency traits, 11 QTL controlling anatomy-related traits
and two QTL controlling body weight at 23 days of age were detected. On chromosome 20,
two QTL significant at the genome level were present at the same position for CDUS and
CDUDM, two traits that were highly correlated genetically. Moreover, chromosome-wide
QTLs were detected on chromosome 16 for AMEn, CDUS, CDUDM and CDUP. On

chromosomes 23 and 26, chromosome-wide QTLs were identified for CDUS, and co-
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localization between QTL controlling digestive efficiency and the ratio of intestine length to
body weight were found on chromosomes 16 and 26. A final chromosome-wide QTL was

found on chromosome 27 for CDUDM.
Conclusions: This study identified several genome regions involved in the control of

digestive efficiency. Further studies are needed to identify the genes underlying these effects,

and to validate them in commercial populations and breeding environments.
Keywords: Chicken, QTL, digestive efficiency, genetics, gizzard, gastrointestinal tract,

nutrition
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Background

Feed costs represents the main cost of production for meat-type chickens, ranging from 55 to
65 % depending on the production type [1], and poultry diet costs have been increasing for
several years. In France, for instance, the mean cost of poultry diets increased by 9% between
2009 and 2010, and by 34% between 2005 and now. This trend will possibly continue since
the increase in the human population will simultaneously lead to an increased need for poultry
meat and for the crops required for both animal and human consumption. Increasing the use
of alternative feedstuffs would be one way to decrease the competition between human and
animal consumption. However, most alternative feedstuffs are products with relatively low
nutritional value, thus leading to lower production performance and increased animal
excretion. Selecting birds for improved digestive efficiency would be one way to address this
question. To reduce feed costs and improve feed efficiency, laying hens and meat-type
chickens have been selected on traits such as feed conversion ratio (FCR) and residual feed
intake (RFI) [2-5], mainly when fed with high quality, easy to digest diets. It was recently
shown that genetic selection on digestive efficiency resulted in improved feed efficiency [6,
7]. The digestibility of energy, proteins, lipids and starch showed heritability estimates
ranging between 0.33 and 0.47. These studies were performed using a diet that was difficult to
digest, including a high proportion of wheat from the Rialto cultivar the digestibility of which
has been shown poor [8]. In these studies, D+ and D- lines were divergently selected for high
and low digestive efficiency, respectively, measured at 3 weeks of age. Digestive efficiency
was assessed by the apparent metabolizable energy value of the diet, corrected to zero
nitrogen retention (AMEN). After 8 generations of selection, the AMEn value of the Rialto
wheat diet was found to be 33% higher in D+ than in D- birds [9]. When birds were fed a corn

diet that was easier to digest, differences between lines were much smaller but always
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significant for AMEn and coefficients of digestive utilization, values being 1 to 8 % higher in
the D+ than in the D- line [10]. These differences in digestive efficiency were associated with
changes in the relative sizes of organs of the digestive tract, i.e. smaller intestines and heavier
gizzards in the D+ than in the D- line, as well as differences in motility and transit time
through the gastrointestinal tract (much faster in the D- than in the D+ line) [11, 12].
Measuring digestive efficiency on a large number of animals in a non-invasive way involves
measuring fecal digestibility instead of ileal digestibility. It is time-consuming and animals
must be kept in cages, i.e. in conditions different from current rearing conditions. Identifying
genetic markers involved in the variability of this type of trait would thus provide valuable
tools for marker-assisted selection. Despite the importance of feed efficiency for poultry
production, very few QTL controlling these traits have been detected to date and nothing
detected has been related to digestive efficiency. In fact, among the 3442 QTL so far detected
in poultry (laying hens and broilers), only 25 have been related to feed efficiency
(www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb, 27/12/2012). Furthermore, none of these studies
have described the composition of the diet used and none has measured digestibility [13-18],
although it has been shown that the genetic determinism and level of inheritance of digestive
efficiency are closely linked to diet composition [19].

The aim of this study was therefore to undertake the first research into QTL controlling
digestive efficiency and the anatomy of the digestive tract in an F2 cross between the

divergent D+ and D- chicken lines while fed a challenging wheat-based diet.

Materials and methods

Animals

Chicken from the D+ and D- lines divergently selected on high or low AMEn, respectively[6],

were crossed at the eigth generation of selection to produce an F2 design. The F2 generation
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consisted of 820 animals originating from 6 sires and 60 F1 dams (half from the cross of D+
males with D- females, and half from D- males with D+ females). Five batches of chicks were
produced between January and June 2010.

From hatching to 10 days of age, birds were reared in one group on the floor, andthen
they were transferred in individual cages. Throughout the experiment, birds were fed a diet
similar to the diet containing 55% Rialto wheat used during the selection experiment (Table
1), except that clinacox was used instead of robenidine as anticoccidial as it does not disturb

development of intestinal microbiota.

Phenotype measurements

For all F2 birds, AMEn values of the diet and coefficients of digestive utilization of dry
matter (CDUDM), starch (CDUS), proteins (CDUP) and lipids (CDUL) were individually
measured between 17 and 20 days of age using a method based on total collection of excreta,
as described by Bourdillon et al.[20]. This age was chosen as it is the median age of the
broilers' rearing period. Gross energy, lipid, starch, and protein contents of individual freeze-
dried excreta were measured for all birds using the Near Infrared Spectroscopy procedure
(NIRS, Foss NIRSystems, Inc., Silver Spring, MD) described by Bastianelli et al, [21], using
calibration based on the chemical analyses of 38 excreta samples.

At 23 days of age, birds were weighed (BW23) and slaughtered, and the gizzard,
proventriculus and small intestine were removed, emptied and weighed. Organ weights
relative to body weight, expressed as a percentage, were designated RGW, RPW, RPGW and
RIW for the gizzard, proventriculus, gizzard plus proventriculus, i.e.the upper part of the
digestive tract and intestine, respectively. Intestine length relative to body weight (RIL, in

cm.g™h), intestine density calculated as the ratio of intestine weight to intestine length (ID, in
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g.cm™), and the proventriculus plus gizzard to intestine weight ratio (PG/I, g.g™*) were also

calculated. Elementary statistics for these traits are shown in Table 2.
Markers and genotyping

To optimize marker informativity in the experimental cross, a sample of 6 FO and 6 F1 males
was genotyped with 57,636 SNP using the Illumina Infinium chicken SNP array. The 6,000
most informative markers evenly distributed across the genome were selected using the
MarketSet software [22]; they were used to genotype all FO, F1 individuals and F2 progeny
by mean of the dedicated lllumina Infinium custom array. These 6,000 SNP markers were
distributed on 28 autosomes, on 1 unassigned linkage group (LGE22C19) and the Z
chromosome.

The markers presenting deviations from the Hardy-Weinberg equilibrium within
families or inconsistent genotyping relative to pedigree or genetic map information were
discarded from the analysis in order to eliminate false positive QTL detection. Finally, 3,379
markers were used (Table 3). The genetic map was deduced from the physical position of the
SNP markers and from the genetic consensus reference map published by Groenen et al, [23].

This set of markers covers 3,099.1 cM.
QTL analysis

QTL detection was carried out with the QTLMap software [24] using a half-sib model [25,
26] with interval mapping based on maximum likelihood estimations [27]. This model does
not make assumptions on the number of QTL alleles segregating in the design. The traits were
analyzed separately. Depending on preliminary analysis of variance, some fixed effects were
included in the model such as batch (all traits, 4 levels), sex (CDUS, CDUP, BW, RGW,

RPW, RPGW, RIW, RIL, PG/I, 2 levels), rearing cell (CDUP, 3 levels), cage row (AMEn,
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CDUDM, CDUL, CDUP, BW, RGW, RPW, RPGW, RIW, RIL, 3 levels), slaughter per half-
day (RGW, RPGW, PG/I, ID, 2 levels), experimenter at slaughter (i.e the person in charge of
cutting intestinal segments, RGW, RPW, RPGW, RIW, RIL, PG/I, ID, 7 levels). QTL
analyses were performed by comparing the hypothesis of one QTL (H1) versus no QTL (HO)
to test the segregation of a QTL on each linkage group.

For each trait on each chromosome, the significance threshold at the chromosome-wide
level was calculated from the results of 1,000 simulations of performance under the null
hypothesis, with a trait heritability estimated on our design (Table 2). For the most significant
QTL, 20,000 simulations were made to derive the genome-wide p-value (Pg) from the
chromosome-wide p-value (Pc) using an approximate Bonferroni correction:
Pe=1-(1-Po)”
where r was the of length of a specific chromosome to the length of the genome ratio
considered for QTL detection as in Tilquin et al, [28]. Confidence intervals for QTLs (95%)
were estimated using the LOD drop-off method as proposed by Lander and Botstein [27].

The significance of the QTL effects within each sire family was tested using a Student
test, by assuming an equal distribution of the QTL alleles in the progeny. A QTL effect was
retained as significant for Student test p-values <0.05, and the corresponding sire families
were assumed to segregate for this QTL. These familial substitution effects were estimated in

families found to significantly segregate for the QTL.

Results

Nine QTLs were detected for digestive efficiency (Table 4), 11 for anatomy of the digestive
tract (Table 5) and 2 for body weight at 23 days (Table 5). Most QTLs for digestive efficiency
were identified for CDUDM and CDUS, two traits which are strongly correlated [29, 30].

Two genome-wide QTLs controlling CDUS and CDUDM were observed at the same position
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on chromosome 20 (Figure 1A). Similarly, four chromosome-wide QTLs were detected at the
same region on chromosome 16 for AMEn, CUDS, CDUDM and CUDP. On chromosome
27, a chromosome-wide QTL was detected for the coefficient of digestive utilization of the
dry matter. It should be noted that for QTLs detected on chromosomes 20 and 27, the shape of
the likelihood ratio test (LRT) curve was the same for all digestive efficiency traits (Figures
1A, 2A) although the LRT did not reach significance for them all.

Among the 11 QTLs detected for anatomy of the digestive tract, four were controlling
traits related to the upper part of the tract (i.e. gizzard and proventriculus) on chromosomes 1,
6, 8 and 21, five the lower part (i.e. small intestine) on chromosomes 8, 12, 16, 18, 26, and
two the upper to lower parts of the gastrointestinal tract ratio (PG/I) on chromosomes 11 and
21. All these QTL were detected only at the chromosome-wide level. On chromosome 21, we
observed a co-localization between a QTL for the relative weight of the upper part of the
digestive tract and for the upper part to the lower part ratio.

We observed co-localization of digestive efficiency and anatomy traits only on
chromosomes 16 (AMEn, CDUDM, CDUS, CDUP, RIL) and 26 (CDUS and RIL) (Figures
3A, 3B).

The magnitude of QTL effects ranged mainly from 0.15 to 0.60 phenotypic standard
deviation, the greatest effects being observed on chromosome 20 for genome-wide significant
QTLs. This large QTL was significant in most of the sire families of the design (4 and 5
families depending on the traits). For the other digestive efficiency traits and for body weight,
the QTL effects were significant in 2 to 5 sire families.

The 95% confidence interval for the QTL localizations ranged from 2 cM for
chromosome 20 (CDUS and CDUDM) and chromosome 12 (ID) to 27 cM for chromosome

23 (CDUS). They tended to be narrower for the most significant QTLs.
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Discussion

This study is the first to highlight the presence of QTLs for digestive efficiency in the
chicken. A total of 9 QTL controlling digestive efficiency traits, and 11 QTL controlling
anatomy-related traits were found. Indeed, the power of the study was enhanced both by
testing the birds on a low quality diet, revealing high variability, and by studying a cross
between divergent lines.

However, it is of note that except the QTL on chromosome 20, most of these QTLS
were only significant at the chromosome level (P<0.05). This was probably linked to the fact
that these QTLs were not fixed in the FO population: only 3 or 4 of the 6 sire families were
found to be heterozygous at these QTLs. This observation is also consistent with the
complexity of digestive efficiency traits which are probably polygenic in their determinism.
Although digestive efficiency assessed by AMEnN is one of the components of FCR, it
nevertheless includes a large number of physiological processes such as digestive secretions,
absorption, motility and neurohumoral coordination, the roles of which also vary with
nutrients. The weak effects of most QTLs also suggested polygenic control, with the
exception of QTLs controlling CUDS on chromosome 20 and RIL on chromosome 16,
although the latter was significant in only two families.

Since the digestive efficiency of the whole diet is dependent on the digestive efficiency
of each of these nutrients, QTL controlling digestive efficiency were mainly found for
components of AMEn (mainly CDUS) and not for AMEn itself, in spite of significant and
highly positive genetic correlations (0.60-0.90) and heritability of similar magnitude between
AMEn, CDUDM and CDUS, and the latter was the selection criterion. This result was
consistent with the results of previous QTL studies devoted to FCR that revealed few QTLs

for this trait but rather QTLs on components of FCR, such as feed intake, growth and body
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composition. For example, in studies devoted to QTL detection for FCR [13-18, 31], fewer
QTLs were found for feed conversion ratio (9) than for production traits such as growth or
egg production (16) or body composition (13).

Most QTL were found for CUDS. Indeed, the highest percentage of dietary content is
starch, which can explain that selection on digestive efficiency mostly affected the
digestibility of the major component of the diet. Moreover, the digestion of starch probably
involves a more limited number of physiological limiting factors than the other components
of the diet, with only a few types of enzymatic hydrolyses (a-amylase, maltase, isomaltase),
and a very efficient process for the absorption of glucose, the end product. It is generally
accepted that the potential for starch hydrolysis in terms of enzyme secretions is very high in
chickens [32]. Thus, the low digestive utilization of starch observed in some birds probably
originated from disorders of digestive motility [12] or of the coordination between motility
and pancreatic secretions. It should be noted that there was no QTL for the coefficient of
digestive utilization of lipids. Although its heritability was similar to that of the other traits, it
also depended on an interaction between the bird and the intestinal microbiota, especially the
balance between Lactobacillus salivarius and Escherichia coli and between Lactobacillus
salivarius and Clostridium leptum (data not shown). This double contribution of both the bird
and its intestinal microbiota to the digestibility of lipids can make QTL detection more
difficult.

Although the results depended on the nature of the nutrients, we revealed two regions
carrying QTLs for several traits on chromosomes 16 (4 QTLs) and 20 (2 QTLs). All digestive
efficiency traits also showed a peak in these positions, although they did not reach
significance. This result is in agreement with the strong genetic correlations observed between
the digestive efficiency traits [19], However, no such co-localization or putative vicinity could

be observed on chromosomes 23 and 27, which suggest partially different genetic control
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between traits, although it may also result from a false negative result. These results cannot be
attributed to a lack of power of our design, which exceeded 92% for all QTLs.

In our study, we did not find QTLs at positions already published for feed efficiency
traits recorded with high quality diets [13-18], except for chromosome 16 for which Ewald et
al, [18] published a QTL for feed conversion ratio. Given the poor precision of localization on
chromosome 16, we cannot exclude the possibility that these two QTLs are the same. This
general discrepancy between QTLs for feed and digestive efficiency is not surprising. The
latter is one of the components of the former that also includes growth rate, body
composition, feed intake and heat production. Furthermore, these studies were undertaken
with animals fed on high quality diets, thus leading to a fairly low contribution of digestive
efficiency in the variation of the FCR. Moreover, the chickens used in these earlier studies
were somewhat different in that they grew considerably faster than the chickens used in the
current study.

The consistency between QTLs published in the literature and those found in our study
was better for traits related to the anatomy of the digestive tract than for digestive efficiency
traits. On chromosome 1, we observed a QTL controlling RPGW at 456 cM. Gao et al, and
Nones et al, also observed overlapping QTLs for gizzard weight on chromosome 1 [33, 34].
Despite the fact that their location was fairly distant from ours (around 50 cM), they estimated
very large confidence intervals, suggesting that we cannot completely exclude the possibility
that their QTL was the same as ours. On chromosome 11, the QTL controlling PG/l was
within the very large confidence interval (0-35 cM) of the QTL for intestine length detected
by Gao et al, [34]. On chromosome 26, the confidence interval of the QTL at 37 cM (34-40
cM) controlling RIL was not overlapping, but was still quite close to the GOS2 gene identified
for its effect on intestine length by Zeng et al, [35]. Identifying co-localization between QTL

for the gizzard and the intestine is not surprising, in view of the fact that greater intestinal
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development can be interpreted as an attempt to counterbalance a functional disorder of the
gizzard [11].

On chromosome 26, QTLs controlling CDUS and relative intestine length were co-
localized. This was consistent with the strong phenotypic differences in gastrointestinal tract
morphology observed between D+ and D- lines, with a heavier gastric compartment and a
lighter small intestine in the D+ than in the D- line [10, 11, 36], as well as with the genetic
correlations between digestive efficiency and anatomy traits, in particular with the weight of
the intestine [29]. Identifying the genes underlying the QTLs should make it possible to
distinguish between effects of gene(s) controlling both variation in digestive efficiency and
gut morphology and a physiological effect of digestive efficiency on gut morphology.

Even if QTLs have moderate effects, their use in selection may result in a significant
reduction in production costs. For instance, the QTL controlling body weight at 23 days on
chromosome 1 was responsible for 2.3% increase in body weight. Extrapolating this
difference to the whole production cycle results in an increase in BW of 46 g per chick at 23
days of age which, when multiplied by the number of chickens per year per laying house
(around 120,000), represents an increase of 5 520 kg of meat per henhouse and per year.
Similarly, increasing starch digestibility by 2.2% (as for the QTL on chromosome 20) could

save 4 tons of feed per year per laying house.

Conclusion

In view of the fact that using a poor diet increased the genetic variability of the traits of
interest, and thus the power of QTL detection, it can be suggested that the QTLs detected in
this study could also be expressed when breeding birds with a more digestible diet. Previous
studies showed that the extent of differences between D+ and D- lines depended on diet

composition [37], and that anatomical differences were not found at hatching [9, 10]. Animals

182



thus reacted to diets while challenged. However, even when reduced, most differences
between lines remained significant with high quality diets [10, 11], suggesting that these
QTLs are also involved in the variations in digestive efficiency observed with more favorable
diets, consistent with the high and positive genetic correlations between digestive efficiency
traits estimated on wheat and corn diets [19]. It is also possible that epigenetic phenomena are
involved without affecting the positions of the QTL themselves. Further studies should be

undertaken to address this question.
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Table 1 Diet composition

Ingredients Content (%)
Corn 6.04
Rialto! wheat 52.53
Soybean oil 6.00
Soybean meal 48 28.40
Corn gluten 60 3.10
Calcium carbonate 1.34
Dicalcium phosphate 1.58
Sodium chloride 0.30
Mineral and vitamin mix? 0.35
DL Methionine 0.12
L-Lysine 78 0.22
Clinacox® 0.02

Characteristics” (calculated)

AMEn (kcal.kg™) 3110
Crude proteins (%) 21.1
Lysine (%) 1.16
Methionine + Cystine (%) 0.83
Calcium (%) 1.11
Total phosphorus (%) 0.66
Non-phytate phosphorus (%) 0.42

"Wheat was from the Rialto cultivar characterized as “medium hard”, and high viscosity of
water extract;

2Supplied per kilogram of diet: 0.5 mg Co; 16 mg Cu; 47 mg Fe; 1.6 mg I; 65 mg Mn; 0.2 mg
Se; 72 mg Zn; 12,000 IU retinyl acetate; 3,440 IU cholecalciferol; 80 mg dl-a tocopheryl
acetate; 4 mg thiamine; 6.4 mg riboflavin; 20 mg calcium pantothenate; 0.02 mg vitamin B12;
4 mg menadione; 5.6 mg pyridoxine hydrochloride; 0.4 mg folic acid; 0.24 mg biotin; 80 mg
niacin; 440 mg choline; 40 mg antioxidant;

3Coccidiostat;

*Calculated [39].
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Table 2 Elementary statistics and heritability of the traits related to digestive

efficiency and anatomy of digestive tract estimated in F2

Trait’ Mean Standard deviation h2

AMEn (kcal.kg™ DM) 3287 234.00 0.36
CDUDM (%) 70.10 4.82 0.29
CDUS (%) 95.96 4.84 0.33
CDUL (%) 76.86 12.28 0.29
CDUP (%) 81.71 3.89 0.40
RPW (%) 0.80 0.40 0.31
RGW (%) 2.10 0.70 0.64
RPGW (%) 2.83 0.53 0.21
RIW (%) 5.36 0.70 0.20
RIL (cm.g™) 0.26 0.03 0.37
ID (g.cm™) 0.21 0.03 0.30
PG/1 (g.g™h) 0.54 0.18 0.44
BW23 (g) 451.46 58.50 0.23

! AMEn: metabolisable energy value of diet, corrected to zero nitrogen retention; CDUDM:
coefficient of digestive utilization of dry matter; CDUS: coefficient of digestive utilization of
starch; CDUL.: coefficient of digestive utilization of lipids; CDUP: coefficient of digestive
utilization of proteins; RGW: relative gizzard weight to body weight at 23 days; RPW:
proventriculus weight relative to body weight at 23 days; RIW: intestine weight relative to
body weight at 23 days of age; RIL: Intestine length relative to body weight at 23 days; ID:

intestinal density; RPGW: proventriculus plus gizzard weight relative to body weight at 23
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days of age; PG/I: ratio of gizzard and proventriculus weights to intestine weight at 23 days;
BW23: body weight at 23 days.

Table 3 Distribution of markers used in genotyping and in the final analysis

Chromosome Initial number of Final number of SNPs Map length (cM)*
SNPs used in the analysis

1 930 548 483.9
2 710 410 312.4
3 530 268 268.7
4 431 116 202.4
5 286 134 158.3
6 167 89 110.4
7 173 106 113.1
8 133 77 91.6
9 239 120 89.1
10 208 114 89.7
11 211 140 69.2
12 195 116 73.9
13 182 110 58.9
14 159 101 67.5
15 130 71 55.2
16 4 3 0
17 108 60 53.4
18 109 56 52.2
19 96 51 52.6
20 141 76 52.2
21 94 58 52.7
22 50 35 58.9
23 75 42 45.2
24 85 47 47.6
25 21 15 57.4
26 71 60 46.9
27 60 19 52.6
28 56 43 51.6

LGE22C19 12 3 53.2
yA 326 291 231.5

! Map length (in centimorgans) of sex-averaged maps follows Groenen et al, [23].
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Table 4 QTLs detected for digestive efficiency

Chromosome Trait* P(Zz:\t/ilgm cr sigh?;/iiL?lEeS QTL effect’ (NF°)
16 AMEn 0 i * 0.17 (4)
CDUDM 0 i * 0.18 (4)
CDUS 0 i * 0.16 (5)
CDUP 0 i * 0.20 (4)
20 CDUDM 9 8-10 kel 0.40 (5)
CDUS 9 8-10 kel 0.57 (4)
23 CDUS 30 8-35 * 0.22 (3)
26 CDUS 36 31-45 * 0.20 (3)
27 CDUDM 12 9-17 * 0.20 (3)

LAMEn: metabolisable energy value of diet, corrected to zero nitrogen retention; CDUDM:

coefficient of digestive utilization of dry matter; CDUS: coefficient of digestive utilization of

starch; CDUL.: coefficient of digestive utilization of lipids; CDUP: coefficient of digestive

utilization of proteins;

21-LOD-drop off confidence interval (lower and upper boundaries, cM);

$+: P<0.05 chromosome wide; ***: P<0.05 genome wide;

*QTL effect as a percentage of the phenotypic standard deviation of trait;

*Number of F1 sires families heterozygous for the QTL (P<0.05, Student test).
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Table 5 QTLs detected for anatomy of the digestive tract

Chromosome Trait®  Position CI? Level of 4 i
(cM) (cM)  significance® QTL effect” (NF)
1 BW23 463 455-465 bl 0.25 (4)
RPGW 456 453-462 * 0.20 (4)
6 RPW 84 74-87 * 0.23 (3)
8 RIL 3 0-6 * 0.20 (4)
RGW 44 35-49 - 0.14 (4)
11 PG 17 13-21 - 0.20 (4)
12 ID 44 43-45 * 0.22 (3)
16 RIL 0 - * 0.25(2)
18 RIL 45 38-51 * 0.19 (5)
21 PG/I 27 13-34 * 0.20 (4)
RPGW 27 14-33 * 0.22 (4)
26 BW23 25 21-26 - 0.31(2)
RIL 37 34-40 * 0.27 (2)

'RGW: Relative gizzard weight to body weight at 23 days; RPW: Relativeproventriculus

weight to body weight at 23 days; RIL: Relative intestine length to body weight at 23 days;

RPGW: Relative gizzard weight and proventriculus weight to body weight at 23 days; ID:

intestinal density; PG/I: ratio of gizzard and proventriculus weights to intestine weight at 23

days; BW23: body weight at 23 days;

21-LOD-drop off confidence interval (lower and upper boundaries, in cM);

3. P<0.05; **: P<0.01 chromosome wide;

*QTL effect as a percentage of the phenotypic standard deviation of trait;

*Number of F1 sire families heterozygous for the QTL (P<0.05, Student test).
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Figure 1 Curves for the maximum likelihood ratio tests on chromosome 20 (A)
digestibility traits (AMEn, CDUDM, CDUS, CDUP, CDUL); (B) anatomy of the
digestive tract (RGW, RPW, RIW, RPGW, PG/I, RIL, ID).
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Figure 2 Curves for the maximum likelihood ratio tests on chromosome 27 (A)

digestibility traits (AMEn, CDUDM, CDUS, CDUP, CDUL); (B) anatomy of the

digestive tract (RGW, RPW, RIW, RPGW, PG/I, RIL, ID).
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Figure 3 Curves for the maximum likelihood ratio tests on chromosome 26 (A)

digestibility traits (AMEn, CDUDM, CDUS, CDUP, CDUL); (B) anatomy of the

digestive tract (RGW, RPW, RIW, RPGW, PG/I, RIL, ID).
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[11.2. Analyses supplémentaires

Afin de faciliter la lecture, dans la suite du document les noms des caracteres seront

abrégés comme dans l'article 3.

[11.2.1. Identification des génes candidats dans les zones des QTLs détectés

Afin d'identifier des genes candidats pour les QTLs détectés (22 QTLs), nous avons
utilisé le logiciel AnnotQTL (http://annotqgtl.genouest.org, Demeure et al, 2011) et consulté la
base de données Ensembl (http://www.ensembl.org). Nous avons ainsi pu recenser tous les
genes présents dans les intervalles de confiance des QTLs (appelés par la suite zones des
QTLs) et repérer parmi eux ceux potentiellement impliqués dans le déterminisme de
I’efficacité digestive chez la Poule.

Globalement, les génes candidats identifies dans les zones QTL pour é&tre
potentiellement impliqués dans le déterminisme de D’efficacité¢ digestive (52 génes), se
réferent a 4 grandes fonctions : les aspects mécaniques de la digestion (11 genes, 19,64%), les
aspects chimiques de la digestion (22 génes, 39,30%), le développement et I’entretien du tube
digestif (11 genes, 19,64%) et I’immunité (12 genes, tous situés sur le chromosome 16,
21,42%). Quatre de ces genes sont impliqués dans deux processus biologiques différents. Les
génes les plus pertinents comme candidats aux QTLs du point de vue de leur fonction sont
liés a I'aspect mécanique de la digestion, en particulier le péristaltisme et la contraction des
muscles lisses des organes du tractus gastro-intestinal et du gésier. Ce résultat est cohérent
avec les différences d'anatomie et de la fréquence de contraction du tube digestif observées
entre deux lignées D+ et D-. Ainsi, le gésier des D+ est 34% plus lourd chez les D+ que chez
les D- (de Verdal et al, 2010). Rougiere et al (2012) ont en outre montré que les contractions
du gésier sont similaires entre les 2 souches au moment des repas mais qu’elles baissent en
dehors des repas de 20% chez les D+, alors qu’elles sont maintenues en permanence a un
niveau élevé chez les D-. Or, I’aspect mécanique de la digestion joue un role important dans
la digestibilité, en facilitant le mélange des enzymes digestives et du bol alimentaire et en
rendant les nutriments plus accessibles et donc plus facilement absorbables dans I'intestin
gréle. Rougiére et Carré (2010) ont montré que ce parametre était fortement affecté par la
sélection des lignees, le temps de rétention des aliments dans le tractus étant de 25% a 168%

plus élevé chez les D+ que chez les D- selon le type d’aliment et la taille des particules.
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Les genes impliqués dans les aspects chimiques de la digestion concernent les 3 types
de composants : amidon, lipides et protéines. On peut également mentionner qu’il a été
démontré au cours du projet CHIEF qu’il existait des différences de pH dans le tractus entre
lignées D+ et D- (S. Mignon-Grasteau, communication personnelle), paramétre pouvant

influencer I’activation des enzymes digestives.

Plusieurs génes affectent le développement et I’entretien des tissus du tractus gastro-
intestinal, notamment le développement des cellules de I’intestin et la différenciation des
cellules neuroendocrines de 1’estomac. Parmi ces cellules neuroendocrines, on peut
mentionner les cellules de Cajals, qui jouent un role de modérateur important pour la

motricité du gésier chez la Poule (Gabella et Halasy, 1987).

Sur le chromosome 16, on ne peut a proprement parler de zone QTL, car nous ne
disposions que de 3 marqueurs. Seuls des génes contrélant la réponse immunitaire, en
particulier le locus CMH (complexe majeur d'histocompatibilité) sont mentionnés dans cette
zone. Ces QTLs pourraient affecter le comportement antibactérien des animaux et donc la
composition du microbiote, dont Gabriel et al (2012) ont montré qu’ils différaient entre D+ et

D-, et, au sein des F2, entre animaux a forte ou faible efficacité alimentaire.

Ces résultats vont maintenant étre confrontés a des analyses transcriptomiques
réalisées sur des animaux d’efficacité alimentaire extréme de ce dispositif, afin de confirmer

I’intérét des geénes candidats, mais également de suggérer de nouvelles pistes.

[11.2.2. Résultats de I'analyse multi-caractéres

Afin de bénéficier de I’information apportée par les différents caractéres d’efficacité
digestive et d’anatomie (0,6-0,9) mesurés, pour augmenter, du fait de leurs fortes corrélations,
la puissance de détection des QTL, nous avons réalisé une détection de QTLs avec le modele
multi-caractéeres de QTLMap. Gilbert et le Roy (2003) ont montré que cette approche
augmente la puissance de détection, en particulier pour les QTL a effet faible que ne
détecterait pas une analyse mono-caractere. Elle permet aussi de tester ’existence d’un géne
causal a effet pléiotrope au QTL. Nous avons uniquement appliqué ce modéle pour les
régions identifiées lors des analyses mono-caractére. Le choix des caractéres a inclure dans
ces analyses multi-caractéres a été fait selon 1) la co-localisation : ont été regroupés les
caractéres qui présentaient des positions de QTL (estimées en approche mono-caractére

classique par le maximum de vraisemblance) proches et 2) la corrélation : ont été regroupés
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les caractéres présentant des corrélations phénotypiques élevées, supérieures en valeur

absolue a 0,50.

Tableau 8 : Comparaison des résultats des analyses mono-caracteres et des analyses

analyse mono-caractére.

Chr', Mono-caractere Multi-caractéres
Caractére Position 1.C* Niveau de Position I.C Niveau de
(cM)®> | (cM) | significativité® |  (cM) (cM) | significativité
16 | AMEn 0 - *
CDUDM 0 - *
CDUS 0 - * 0 - -
CDUL 0 - *
CDUP 0 - *
20 | AMEn 9 - -
CDUDM 9 8-10 faled
CDUS 9 8-10 kel 9 8-10 **
CDUL 9 - -
CDUP 9 - -
23 | AMEn 30 - -
CDUDM 30 - -
CDUS 30 8-35 * 36 - -
CDUL 30 - -
CDUP 38 - -
26 | AMEn 22 - -
CDUDM 22 -
CDUS 36 31-45 * 24 - -
CDUL 24 - -
CDUP 16 - -
27 | AMEn 12 - -
CDUDM 12 9-17 *
CDUS 12 - - 12 - -
CDUL 15 - -
CDUP 12 - -

Chr = Chromosome ; ? Position : Position au pic de maximum de LRT ; °I.C : Intervalle de
confiance ; *Niveau de significativité : * (p<0,05 au niveau du chromosome), ** (p<0,05 au

niveau du génome).
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Figure 24 : Courbes de LRT en analyse mono-caractére (figure 24.a) et multi-caractéres
(figure 24.b) permettant la détection d’un QTL pléiotrope significatif au niveau du

génome sur le chromosome 20
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Le tableau 8 présente les différentes combinaisons de caractéres utilisées. Les résultats
obtenus avec ce modele multi-caracteres sont cohérents avec ceux obtenus avec le modéle
mono-caractere en ce qui concerne la co-localisation des positions des QTLs, bien que dans la
plupart des cas ils ne soient pas significatifs au niveau du chromosome. Le tableau 8 présente
les résultats des analyses multi-caractéres pour les chromosomes sur lesquels des QTLs
avaient été détectés par le modele mono-caractere. Nous n'avons détecté qu’un seul QTL
potentiellement pléiotrope, sur le chromosome 20 a 9 cM.. Pour ce dernier, le niveau de
significativité est augmenté par rapport a 1’approche mono-QTL : de 0,001; il passe a 0,0005
au niveau du chromosome et le QTL est significatif au niveau du génome (cf. figure 24). Ce
résultat est cohérent avec des travaux précédents montrant que le niveau de significativité est
amélioré en analyse multi-caractéres par rapport aux analyses mono-caracteres (Stylianou et
al, 2004, Christians et Senger, 2007, Le Mignon et al, 2009, Kileh-Wais et al, 2013). La
différence par rapport a notre étude est que nos travaux n’incluent que des caracteres

significatifs en analyse mono-caractere.

Les positions des maximums de vraisemblance détectés par les deux modeles sont
similaires, sauf pour le cas de certains QTL identifiés sur le chromosome 26. Ce dernier
résultat est cohérent avec le fait que, sur ce chromosome, les caractéres regroupés pour
I’analyse multi-caractéres présentaient des pics plus éloignés dans 1’analyse mono-caractére
que pour les autres chromosomes. Pour la plupart des cas, 1’absence de détection de QTLs en
analyse multi-caracteres peut provenir du faible effet des QTLs sur chaque caractére, soit de
I’absence de QTL pléiotropique dans cette zone. Lorsque 1’on Ote de 1’analyse du
chromosome 26 les deux caractéres ayant les positions QTL les plus éloignées (CDUS et
CDUP), le pic détecté pour 1’analyse conjointe de I’AMEn, du CDUDM, et du CDUL donne
un pic a 25 cM, proche des positions obtenues en analyses mono-caractére, mais ce pic n’est
pas significatif. Cela renforce I’hypothése qu'il n'y a pas un QTL pléiotropique controlant
plusieurs caracteres de digestibilité sur le chromosome 26, et que le QTL contrélant le CDUS
a 36 cM est distinct des autres. Nous avons également réalisé une analyse multi-caractere
entre les caractéres CDUS et longueur relative de I’intestin (RIL), qui présentaient tous les
deux un QTL significatif au niveau du chromosome, a 36 cM sur le chromosome 26 (p<0,05).
Cette analyse multi-caracteres a permis de détecter un QTL a la méme position, a 37 cM, avec
un intervalle de confiance réduit (34-41 cM vs. 31-45 cM pour le QTL contrélant CDUS et
34-40 pour celui contrélant RIL) et une significativité plus importante (p<0,01 vs p<0,05 en
mono-caractere).
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Figure 25 : Courbes de rapport de vraisemblance réalisees pour les analyses mono-
caractéres du coefficent d’utilisation igestive de 1'amidon (CUDS, en bleu) et de la
longueur relative de I'intestin (RIL en rouge), et mise en évidence d’un QTL pléiotrope
par analy multi-caractere (en verte) sur le chromosome 26.

Les lignes pointillées en rouge et en vert figurent les seuils a 5% au niveau du chromosome
en analyse mono-caractére pour RIL et CDUS, respectivement.

Les fleches horizontales représentent la largeur de l'intervalle de confiance den analyse
mono-caractere pour CUDS (en bleu) et de RIL (en rouge) et en analyse multi-caractére (en

vert).
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Ce QTL pléiotrope, c'est-a-dire ayant un effet a la fois sur un caractere d’efficacité digestive
et un caractére d’anatomie du tractus digestif, est cohérent avec une forte implication des
différences de I'anatomie du tractus digestif dans la digestibilité (Gracia et al, 2007, Rougiére
et al, 2009, 2010) et avec la forte corrélation génétique entre ces caractéres (0,36-0,77 ; de
Verdal et al, 2011b). On peut enfin noter que cette zone contient beaucoup de genes candidats
impliqués dans la digestion (cf. 8111.2.1 de cette partie), ce qui conforte I’intérét de cette

région.

[11.2.3. Résultats de I'analyse avec le modéle LDLA

La densité de marqueurs du dispositif n'étant pas suffisante pour permettre une analyse
de déséquilibre de liaison (LD), nous avons utilisé le modéle LDLA qui combine le modele
d’analyse de liaison (LA) et le modele de déséquilibre de liaison et permet de mieux préciser
la localisation des QTL (Meuwissen et al, 2002, Legarra et Fernando, 2009) Dans notre cas,
les résultats obtenus par I'analyse LDLA sont identiques a ceux obtenus par le modele LA,
que ce soit pour les positions, la largeur des intervalles de confiance ou le niveau se
significativité des QTL. Cela est probablement a attribuer a notre densité de marqueurs, trop

peu élevée pour permettre un réel gain de ’utilisation du LDLA (cf. tableau 9).
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Chrb. Analyse de liaison (LA) Analyse LDLA
Caractére | Position (cM)? | 1.C* (cM) | Sig* | Position (cM) | I.C (cM) | Sig
16 AMEnN 0 - * 0 - *
CDUDM 0 - * 0 - *
CDUS 0 - * 0 - *
CDUL 0 - * 0 - *
CDuUP 0 - * 0 - *
20 AMEnN 9 - - 9 - -
CDUDM 9 8-10 *x 9 8-10 **
CDuUs 9 8-10 ** 9 8-10 **
CDUL 9 - - 9 - -
CDUP 9 - - 9 - -
23 AMEnN 30 - - 30 - -
CDUDM 30 - - 30 - -
CDuUs 30 8-35 * 30 8-35 *
CDUL 30 - - 30 - -
CDUP 38 - - 38 - -
26 AMEnN 22 - - 22 - -
CDUDM 22 - - 22 - -
CDUS 36 31-45 * 36 31-45 *
CDUL 24 - - 24 - -
CDUP 16 - - 16 - -
27 AMEN 12 - - 12 - -
CDUDM 12 9-17 * 12 9-17 *
CDuUs 12 - - 12 - -
CDUL 15 - - 15 - -
CDUP 12 - - 12 - -

IChr : chromosome ; 2Position : position au pic de maximum de LRT : 3I.C : intervalle de confiance ; *: niveau

de significativité : * (p<0,05 au niveau du chromosome), ** (p<0,05 au niveau du génome).

Tableau 9 : Comparaison des résultats de I'analyse de liaison classique (LA) et de

I’analyse combinée LDLA
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I11.3. Comparaison de deux méthodes reposant soit sur le maximum de
vraisemblance, soit sur la régression linaire

De méme que pour I’étude de la résistance au portage de salmonelles, nous avons
réalisé pour les caractéeres de digestibilité une détection de QTLs avec la méthode de
régression linaire et le modele "Half-sib" proposé par le logiciel QTLEXpress (Seaton et al,
2006). Cette option est destinnée a I'analyse de familles issues de parents non consanguins.
Elle étudie la ségrégation des alléles de chacun des deux parents (F1) dans la descendance
(F2). Ce modéle ne suppose pas que les effets des QTLs soient identiques pour toutes les
familles. Le seuil de significativitt au niveau du chromosome est obtenu par 1000
permutations et I'intervalle de confiance des QTLs est calculé par I'approche "bootstrapping"
avec 10000 échantillonnages. Les résultats obtenus avec ce modéle ont été comparés avec
ceux obtenus avec le logiciel QTLMap sur les mémes données, et les résultats sont donnés

dans le tableau 10.

Les résultats obtenus avec QTLEXxpress sont globalement tres cohérents avec ceux
obtenus avec QTLMap. Cela est cohérent avec les études montrant qu’il y a peu de différence
entre les résultats d'analyse par ces deux méthodes des que les effectifs sont importants ce qui
est le cas ici (Haley et Knott, 1992, Xu 1995) contribuant a la forte puissance du dispositif
(plus de 92%), que les effets des QTL ne sont pas trop faibles et en 1’absence d’interactions
entre QTLs (cf. 8 I11.1 de cette partie).

QTLEXxpress apparait toutefois plus puissant : les différences observées portent sur :

- le niveau de significativité qui est plus élevé avec le logiciel QTLEXxpress pour cing
des QTL,

- la détection de QTL : si QTLMap permet de détecter un QTL contrélant le CDUS sur
le chromosome 26 que QTLExpress n’identifie pas, deux QTL contrdlant 'AMEn (GGA26 a
25 cM) et le CDUS (GGA27 a 12 cM) sont détectés par QTLExpress mais pas par QTLMap.

Ces differences entre les deux méthodes restent donc limitées pour ce dispositif: elles
pourraient étre dues au faible effet des QTLs. Notons que le modele "Half-Sib" dans
QTLEXxpress ne prend pas en compte l'effet de dominance contrairement au modéle "F2-
inbred" utilisé pour I’étude de la résistance au portage de salmonelles. Ce modéle est donc

plus proche du modéle exploité par QTLMap, ce qui contribue sans doute a la plus grande
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cohérence des résultats obtenus entre les deux méthodes de calcul dans cette étude par rapport
a celles menée pour la partie «salmonelles ». Par ailleurs, les intervalles de confiance donnés
par QTLExpress sont plus larges que ceux calculés par I'approche "LOD-drop-off" dans
QTLMap. En moyenne, les premiers sont de 1’ordre de 30 cM et les seconds de 18 cM.
Cependant, ces derniers sont calculés dans des hypothéses asymptotiques le plus souvent non
verifiées, malgré la similitude de résultats des deux approches. lls sont donc généralement

optimistes.
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Résultats du logiciel QTLEXxpress

Résultats du logiciel QTLMap

Chr | Caractére | Positio | F-ratio | I.C.1" Niveau de Position (cM) | 1.C.2° Niveau de
n significativité® significativité
AMEn 0 3.02 - * 0 - *
CDUDM 0 2.95 - * 0 - *
16 | CDUS 0 2.93 - *k 0 - *
CDUL 0 2.08 - - 0 - -
CDUP 0 3.00 - * 0 - *
AMEN 9 2.79 - - 9 - -
CDUDM 9 4.64 8-45 foleied 9 8-10 Fkx
20 | CDUS 9 8.80 8-26 Fkk 9 8-10 folaied
CDUL 19 1.73 - - 10 - -
CDUP 9 2.64 - - 9 - -
AMEn 30 1.08 - - 30 - -
CDUDM 30 2.21 - - 30 - -
23 | CDUS 30 3.49 8-41 *k 30 8-35 *
CDUL 30 2.06 - - 30 - -
CDUP 38 2.73 - - 38 - -
AMEn 25 2.84 7-32 * 22 - -
CDUDM 25 1.85 - - 22 - -
26 | CDUS 36 2.48 - - 36 31-45 *
CDUL 24 2.40 - - 24 - -
CDUP 16 1.93 - - 16 - -
AMEn 12 2.21 - - 12 - -
CDUDM 12 3.30 9-46 foled 12 9-17 *
27 [ cbus 12 [2.88 0-32 * 12 - -
CDUL 15 1.25 - - 15 - -
CDUP 12 1.99 - - 12 - -

"91111g11s3b1p ap sadv10eded so| anod dej\7.LO |910160] 9]

99/AR 30UR|CUIASIEIA 3P Wwinwixew Jed snuslgo xXnad ap 18 ssaudx3110 [919160]

9] 99AR a11eaul] uoIssauBaa sed snuslgo s1eynsad sap uosteaedwo) : 0T Nesjge.L

!I.C.1: Intervalle de confiance obtenu par "bootstrapping" avec 10000 échantillonnages avec QTLExpress ; ° * : significatif & 5% au niveau du chromosome ; ** : significatif &

1% au niveau du chromosome ; *** : significatif & 5% au niveau du génome ; * 1.C2: L'intervalle de confiance calculé approximativement par "LOD-drop-off" avec QTLMap

205



45 - R 20 o
a0 - GGA20-OTLMap {MV) ip GGA27-OQTLMap (MV)
i .
-
% 35 [ g 16
R T p L
2 — AMER -2 17 e A VIE R
55 &
= e CDLID 5 10 e DL DI
(=]
& e (DS 2 & -COUS
- 3 6
=10 CDUP & COUP
5 - — DL 3 —_— L
o 0
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Position (ch) Position {ch)
10 - ; 3.5 i
; GGA20-OTLExpress{RL) GGA27-QTLExpress (RL)
8 - N
I
74 1
2 | | — A VIEN — AER
g ° | g
| 5 — DU = e CLUD
= L3
(¥ [F
4 - COUS - CDUS
3 — COUL e CO L
2
i e COLIP e COUP
o
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Position (chl) Position {ch)

! AMEn: Energie métabolisable corrigée par un bilan azoté nul ; CDUDM: Coefficient d'utilisation digestive de la matiére séche ; CDUS: Coefficient d'utilisation digestive de
I'amidon ; CDUP: Coefficient d'utilisation digestive des protéines CDUL: Coefficient d'utilisation digestive des lipides ; 2 MV: Maximum de vraisemblance (QTLMap) ; * RL:
Régression linéaire (QTLEXxpress)

Figure 26 : Comparaison des courbes de détection de QTLs obtenus avec les logiciels QTLEXxpress et QTLMap pour les chromosomes 20

et 27.
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I11.4. Conclusion et perspectives

En résumé, les résultats obtenus dans cette étude avec les deux méthodes sont tres
similaires ce qui est cohérent avec la forte puissance (estimée a plus de 92%) du dispositif de
détection de QTLs Les quelques différences sont probablement dues aux faibles effets de

certains QTLs.

L'existence de QTLs co-localisés entre caracteres de digestibilité est cohérent avec le
niveau trés élevé des corrélations entre ces caracteres (0,6-0,9). Il est intéressant de noter
qu’un QTL a effet pléiotrope, contrélant a la fois la digestion de I'amidon et la longueur de

I'intestin a été identifié a 36 cM sur le chromosome 26.

L’ensemble des QTLs identifiés pourrait étre impliqué dans les différences observées
entre ces caractéres entre les lignées divergentes D+ et D- (Garcia et al, 2007; Rougiére et al,
2009; Rougiere et Carré, 2010). Les études de transcriptomique en cours devraient permettre

de confirmer ou d’infirmer les génes candidats putatifs identifiés dans les zones QTL.

Les faibles effets des QTLs détectés sont a relier a la complexité des caracteres
d’efficacité digestive, dont le déterminisme est vraisemblablement polygénique. Du fait de la
faiblesse de ces effets, les intervalles de confiance restent larges. Une analyse d'association
avec une haute densité de marqueurs permettrait de les réduire (Risch et Merikangas, 1996;
Meuwissen and Goddard, 2000).

Il serait également intéressant de tester I’hypothése de I’existence simultanée de deux
QTL sur tous les chromosomes. En effet, dans le dispositif, certaines courbes de détection de
QTLs présentent plusieurs pics au dessus du seuil de significativite par chromosome. A
I’opposé, seule cette approche peut permettre de détecter des QTLs proches mais présentant
des effets opposés. Enfin, les analyses multi-caractéres pourraient étre enrichies en mettant a
profit I’ensemble du phénotypage réalisé au cours de ce projet (dans lequel environ 70

caracteres ont ¢té mesurés),sans se limiter aux caracteres d’efficacité digestive et d’anatomie.
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L’objectif principal de la détection de QTLs est la compréhension des mécanismes
génétiques régissant les caractéres complexes afin d'améliorer I’efficacité de la sélection de

ces caracteres. Au cours de cette these, les analyses QTLs ont été réalisées avec deux

protocoles présentant de nettes différences résumeées dans le tableau 11.

Tableau 11 : Principales différences entre les deux dispositifs étudiés

Résistance au portage de

Salmonelles

Digestibilité

Lignées parentales

Consanguines

Divergentes

Densité de marqueurs

Faible (485 SNP)

Moyenne (6000 SNP)

Taille de population

378 individus répartis en

deux populations

820 individus répartis en trois

indépendantes lots
(P1:185; P2:193)
Distribution des caractéres Non normale Proche de la normale
Héritabilité Faible (0,20) Moyenne a forte (0,29-0,40)

Les résultats acquis au cours de cette these permettent de mieux comprendre
I'architecture génétique complexe des caractéres de digestibilité et de résistance au portage de
salmonelles. Dans les deux cas, nous n‘avons observé ni genes majeurs, ni un un controle
génétique totalement polygénique (c'est-a-dire avec uniquement des QTLs a effets trés
faibles) mais une situation intermédiaire avec de multiples QTLs d'effets faibles a modéreés.
Pour le portage de salmonelles, nous avons confirmé certains QTLs identifies avant cette
these et trouvé une région genomique controlant a la fois la résistance au portage et la
résistance a la maladie. Pour la digestibilité, il s’agissait d’une primo-détection de QTLS
contrélant I'efficacité digestive, laquelle se révéle étre un caractére complexe, comme le
montre le nombre de QTLs impliqués dans son déterminisme ainsi que leur effet modéré.
Nous avons mis en éevidence de nombreux QTLs, dont deux ayant un effet a la fois sur
I'efficacité digestive et sur I'anatomie du tractus digestif.

Dans les deux cas, des QTLs ont été recherchés avec deux méthodes d'analyse:

régression linéaire (logiciel QTLEXxpress) et maximum de vraisemblance (logiciel QTLMap).
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Dans le cas de la résistance au portage de salmonelles, les QTLs n’ont été identifiés
qu’avec une seule des deux méthodes d'analyse utilisées. La raison principale tient
certainement aux différences entre les methodes de maximum de vraisemblance et de
régression linéaire. Ces différences sont plus fortes pour le croisement entre deux lignées
consanguines car 1’option “inbred” de QTLEXxpress implique I’hypothése que les alleles au
QTL sont fixées dans les lignées parentales. Or les FO (grand-parents) ne sont pas
parfaitement homozygotes, bien que les lignées auxquelles ils appartiennent soient
considérées comme consanguines. Si bien qu’on ignore en réalité le niveau de fixation des
alleles grand-parentaux aux QTLs. A I’inverse QTLMap autorise 1’hétérozygotie chez les
grand-parents (pas d’hypothése sur la ségrégation des alléles aux QTLs). De plus l'effet de
dominance n'est pas pris en compte dans QTLMap, ce qui constitue une autre différence
importante entre ces deux méthodes, or plusieurs QTLs avec un effet de dominance important
ont été identifiés avec QTLEXxpress sur le dispositif des salmonelles. Enfin, la faiblesse des
effets des QTLs identifiés et la non-normalité des données ont pu aggraver ces différences
méthodologiques. Le fait que chaque QTL n’ait été¢ identifié¢ qu’avec une méthode ne veut pas
nécessairement dire qu’il s’agit d’un faux positif, mais peut signifier aussi qu’avec la méthode
utilisée la puissance de détection était suffisamment forte pour le détecter, alors qu’avec
’autre méthode elle était trop faible.

Dans le cas des caracteres de digestibilité, a I’inverse, les deux méthodes menent a des
résultats trés proches. Cette plus forte robustesse des résultats est sans doute a rattacher a la
puissance du dispositif de détection des QTLs. En effet, plus le dispositif est important et le
caractere héritable et plus on a de chance de détecter les QTLs existants, méme en cas d’écart
aux hypothéses de base. Une autre raison logique est que le modéle "Half-sib" dans
QTLExpress ne prend pas en compte l'effet de dominance contrairement au modéle "F2-
inbred" utilisé pour I’étude de la résistance au portage de salmonelles. Ce modéle est donc
plus proche du modéle exploité par QTLMap, ce qui explique sans doute en grande partie la
plus grande cohérence des résultats obtenus entre les deux méthodes de calcul.

Mais dans les deux cas, il peut étre difficile d’interpréter les différences entre
méthodes de calcul, en particulier parce que des parametres et/ou hypothéses varient d’une
méthode a I’autre. Néanmoins, si les QTLs identifiés par les deux méthodes apparaissent
robustes et trés vraisemblablement fiables, on ne peut pour autant exclure les résultats obtenus
avec une seule des deux approches. Il peut s’agir de QTLs de moindre effet (pour lesquels la
puissance du dispositif est plus faible), ségrégant entre familles, présentant des effets de
dominance, ... Par ailleurs, nos résultats confirment I'intérét de I'analyse multi-caractéres pour

améliorer la détection de QTL. Les caracteres reliés a la digestibilité sont fortement corrélés,
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si bien que l'analyse multi-caracteres permet une plus grande précision dans la détection de
QTL.

Quielles perspectives?

Les intervalles de confiance de tous les QTLs identifiés sont encore trop vastes pour
identifier des génes candidats. Plusieurs approches sont possibles pour parvenir a préciser ces
intervalles. L’une d’entre elles est d’augmenter la densité de marqueurs dans les zones QTL
afin de pouvoir réaliser des analyses d'association, qui permettent en général une cartographie
plus fine des QTLs. Pour la résistance au portage de salmonelles, ce travail est en cours de
réalisation, avec une analyse d'association menée sur un croisement AIL (Advanced Intercross
Lines) entre les lignées N et 6; (Calenge, communication personnelle). Les premiers resultats
confirment la localisation de plusieurs des QTLs obtenus au cours de cette thése. Une autre
fagon, plus indirecte, d’identifier les génes aux QTLs est d’effectuer des études de
transcriptomique, qui permettent d’identifier de potentiels genes candidats. Cette approche
complémentaire est intéressante pour identifier I'expression de réseaux de génes connus pour
leur implication dans I’expression des caracteres d’intérét. Cette recherche va prochainement
débuter dans I'équipe pour les caracteres de digestibilité.

Avec I'évolution de la génomique et I'amélioration rapide des modeles d'analyse et des
technologies de séquencage, il devrait devenir de plus en plus facile d’identifier des génes
candidats pour les QTLs. L’existence de puces a SNP a trés haute densité permettra bient6t
d’effectuer des analyses d’association plus précises, a condition toutefois que le nombre
d’animaux étudiés soit suffisamment important. Le séquencgage direct du génome, qui peut-
étre remplacera le génotypage SNP, permettra de disposer directement des informations sur le
polymorphisme et donc des mutations candidates dans les régions génomiques (QTL)
identifiées au préalable. Le plus difficile pour identifier les genes contrélant les variations des
caracteres d’intérét demeurera trés certainement d’obtenir des distributions phénotypiques
adéquates dans des populations de taille suffisante, en particulier pour la résistance aux

maladies ou au portage de bactéries.
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Abstract

Feed cost represents a high part of production cost in chickens. So, feed efficiency is a key
factor of poultry production profitability. Genetic selection of standard broiler chickens has
resulted in a huge decrease in feed conversion ratio. Nowadays, as high quality feedstuffs
price and human population both increase, there is a growing interest in improving efficiency
of birds on alternative diets, for economical and ethical reasons. These diets could include low
cost feedstuffs or by products of agriculture that are not consumed by humans. However,
these alternative diets often show low and variable quality. Moreover, this approach is a kind
of challenge since selection is usually made on high quality diets in order to express the
growth genetic potential of modern genotypes. This review aims at evaluating the potential
interest in using alternative and lower quality diets in a selection for feed efficiency, keeping

in mind that the diet quality may interact with the selection criteria used to reach this goal.
Introduction

Feed cost represents the highest part of the production cost of meat-type chickens, from 55 to

65 % depending on the production type (Riffard et al, 2011). Therefore, feed efficiency is a
238



key factor in the profitability of poultry rearing. The selection of rapid growing broilers for 3
decades resulted in a continuous decrease of feed conversion ratio in these birds, as shown in
Figure 1. The “certified chickens” that result from a cross between a standard broiler sire and
a slow-growing dam also show such a tendency (Figure 1). However, no decrease in feed
conversion ratio is observed for slow growing “label rouge” chickens (Figure 1) (Riffard et al,
2011).
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Figure 1. Evolution of feed conversion ratio of broilers (blue curve), certified chickens (red
curve) and “label rouge” chickens (green curve) in France since 1980
(Riffard et al, 2011).
Nowadays, the importance of feed efficiency has been reinforced for economic and ethical
reasons. Feed price, especially for the high quality diets required for modern genotypes, is still
increasing. For example, in France in 2010, feed price was 9.1% and 30.9% than in 2009 and
2006, respectively (Riffard et al, 2011). These prices become limiting for the development of
production in developing countries which have to import these feedstuffs and cannot achieve
maximum performances due to environmental constraints as hot and humid climate (Farrell,
2005). Simultaneously, the increase of human population leads to an increased demand for
poultry products, which in turn increases the demand for the high quality feedstuffs used in
poultry diets. From an ethical point of view, it is important to be able to reduce the pressure of
animals on cultivated surfaces, as 80% of cultivated surfaces are used to provide resources to
animals and only 20% to humans (Steinfeld et al, 2006). To reach this goal, it would be
interesting to replace part of the high quality feedstuffs used in poultry diets by other
feedstuffs, especially those that cannot be consumed directly by humans. However, these

products often show a poor and variable quality, and may not be adapted to modern
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genotypes. Thus, it would be needed to select for chickens that would be adapted to such

suboptimal diets.
A. Composition of feed efficiency traits
Feed conversion ratio (FCR) (feed intake / weight gain) is a composite trait depending on

compositions of feed and body growth. It can be modeled as follows (Carré et al, 2008a;
Carré and Mignon-Grasteau, 2009):

1190 MBW  936c, +5.66C,

FCR = PW [1]
0.8 AMEN

where D is the duration of production, MBW the mean metabolic weight (i.e. mean body
weight raised to the power 0.70), PW the production weight, C, and Cp the lipid and protein
concentrations of production, and AMEn the apparent metabolizable energy value of diet,
corrected to zero nitrogen retention.

This equation illustrates why rapid growth and body composition have often been used as
selection criteria to improve feed efficiency. Direct selection has also been performed but
more scarcely, as it implies to measure individual feed intake, i.e. to place animals in
individual cages. Fairfull and Chambers (1984) estimated that 65% of the differences in FCR

originated from differences in weight, growth rate and body composition.

B. Selection for improved FCR

B.1. Direct selection for FCR

Direct selection on FCR is possible as this trait present a moderate to high heritability (Pym,
1990). It has been confirmed by selection experiments on this trait. Leenstra and Pit (1987)
and Sutedjo et al (2001) showed that direct selection on FCR was more efficient to reduce
FCR than selection on fatness or growth and that this selection also led to leaner birds.
However, all these experiments have been done using standard diets in order to allow birds to
express their genetic potential for growth, and did not try to show adaptability to poorer

quality diets.

B.2. Indirect selection on growth under suboptimal environment
Godfrey (1968), Neisheim (1975), Sorensen (1980) and Marks (1978) selected broilers or
quails for growth under normal or 30% reduced protein rate, or low arginine or lysine content.

Marks (1987) selected quails for growth under normal or high salt diet (0.4 vs 1.6%). Finally,
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Leenstra and Pit (1987) selected chickens for growth under ad libitum or feed restricted
conditions.

All these studies found that the response to selection for growth was lower in the suboptimal
environment than in the normal environment. In the feed restricted environment, Leenstra and
Pit (1987) had to apply a selection pressure twice as high as in the ad libitum environment to
obtain similar responses in both environments. Without no difference in selection intensity,
Sorensen (1980) found lower response to selection for body weight at 40 d in the line selected
on low protein diet (LP) than in the line selected on normal protein diet (NP) after 7
generations of selection (+ 80 g vs +250 g). When both lines were fed the normal protein diet,
the NP line was 75 g heavier than the LP line (Sorensen, 1985). At the opposite, when fed
with reduced protein content, the LP line was 180 g heavier than the NP line. So, this strategy
did not improve adaptability to suboptimal diets, but adaptation to a special diet. Moreover,
when the protein rate decreased too much, the line selected on low protein content became
extremely variable.

These results are consistent with the fact that heritability of growth traits is 0.05 to 0.10 points
lower in the unfavorable environments than in the favorable environments (Godfrey, 1968;
Marks, 1986, 1987).

Finally, this selection on growth in unfavorable environment had a negative effect on body
composition and on efficiency. Indeed, as protein but not energy content was modified, birds
increased their feed consumption to meet their protein requirements. For example, the quail
line selected on growth with a low lysine diet consumed 11 to 13% more than the line selected
on adequate lysine content when fed a diet with low lysine content (Godfrey, 1968), but the
difference of feed intake vanished when they were both fed an adequate diet. The excess of
energy consumption is deposited as fat, which could be deduced from equation [1] (Carré et
al, 2008a). So, the LP line had 17% more total fat and 37% more abdominal fat than the NP
line when both lines were fed a standard commercial diet, 25% more total fat and 60% more
abdominal fat when they were fed a restricted protein diet (Sorensen, 1980). When fed a
normal diet, the LP line had a higher FCR (+0.05), lower digestibility of dry matter (-1.3%)

and a lower proportion of nitrogen retention (-6.4%, Sorensen et al, 1983).

B.3 Indirect selection on digestive efficiency
It has long been argued that digestive efficiency was not controlled by genetics as differences
between breeds were low and as birds were already very efficient (Neishem, 1975; Pym,

1990). However, Carré et al (2002) compared different varieties of wheat used in poultry
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diets, and observed that the variability of metabolizable energy of diets was much lower
between wheat varieties (around 300 kcal.kg™ DM) than between animals within a variety
(around 900 kcal.kg™ DM) (cf. Figure 2). More recently, Bandengan et al (2009) also stated
that the variability of ileal digestibility of proteins and amino acids was much higher between
animals than between diets, even when using highly variable feedstuffs such as DDGS. For
instance, the proportion of total variability of amino acids digestibility explained by the diet
was ranging between 4.9% for phenylalanine to 24.1% for lysine (9.2% for total crude
proteins), whereas variability due to animals within a diet represented respectively 95.1%,

75.9%, and 90.8% for phenylalanine, lysine and total crude proteins.

Figure 2. Variability of AMEn of wheat diets between wheat varieties and between animals
within a wheat variety (after Carre et al, 2002).

Mignon-Grasteau et al (2004) showed that digestive efficiency of broilers was heritable
when birds were fed a challenging diet containing 50% wheat from the Rialto variety, which
is especially difficult to be digested because of its hardness and its high viscosity (Carré et al,
2002). The genetic basis of digestibility was confirmed by a divergent selection experiment
on AMERNn using this challenging diet. After 8 generations of selection, AMEn of the Rialto
wheat diet differed by 35 to 40% between the high (D+) and low (D-) line (Mignon-Grasteau
et al, 2010; de Verdal et al, 2010, 2011a). This AMEn divergence was associated with a much
lower excretion of nitrogen and phosphorus in D+ than in D- birds (de Verdal et al, 2011b).

On the 7™ generation with the same diet, digestibilities of starch, proteins and lipids were also
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42 %, 15 %, and 50 % higher in D+ than in D- line (Carré et al, 2008b). D+ birds also had 6.2
to 8.7 % higher AMEn and a 17.6% lower excretion rate of nitrogen and phosphorus when
compared to commercial broiler genotypes on wheat (Carré et al, 2008a; de Verdal, 2011).
When birds were fed diets easier to digest (i.e. based on corn and soybean), differences were
still observed between D+ and either D- or commercial broiler birds, but were largely
reduced, ranging between 2.5 and 5 % for AMEn (Carré et al, 2008a; Mignon-Grasteau et al,
2010). These differences in digestive efficiency were associated with a smaller intestine, a
bigger gizzard (Garcia et al, 2007; Rougiére et al, 2009; de Verdal et al, 2010, 2011a), and a
longer gizzard retention time (Rougiére and Carré, 2010) in D+ than in D- birds. So, gizzard
physiology seems to be involved in the differences between D+ and D- lines, as reported by a
study on gizzard motility showing a higher responsiveness of gizzard to environment
variations in D+ than in D- birds (Rougiére et al, 2012). In agreement with this statement,
genetic correlations between AMEn and relative weights of gizzard and proventriculus were
observed to be rather high (0.43 and 0.59, respectively) (de Verdal et al, 2011a).

Various studies performed on these birds indicated that performances of D+ birds depended
less on characteristics of diets than D- birds (Carré et al, 2008a; Rougiere et al, 2009) and
that, in contrast with a selection on growth in suboptimal environment, selection on AMEn
led to more adaptable birds. These results are consistent with the strong and positive genetic
correlations obtained between digestibility traits on corn or on wheat diets, which ranged from
0.67 for digestibility of starch to 0.88 for digestibility of proteins. This implies that selection
on digestive efficiency on one diet would also improve performances on the other diet.
However, progress would be more efficient if selection was made on wheat, as, except for
starch, heritability of digestibility is much higher with wheat that with corn diet: respectively
0.32 and 0.15 for AMERn, 0.28 and 0.26 for starch, 0.25 and 0.04 for lipids, 0.29 and 0.09 for
proteins (Mignon-Grasteau et al, 2010). Again, at the opposite to selection on growth in
suboptimal environment, the D+ and D- lines did not show significant differences in fatness at
market age (de Verdal, 2011).

C. Genomic data on FCR

C.1. QTL detection

Despite the importance of FCR for poultry production, very few QTLs have been detected on
FCR. In pigs for example, Rotschild et al (2007) stated that on 1675 QTL that had been
detected, only 8 were detected on feed efficiency, as compared to 16, 224, and 404 for feed
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Figure 3. QTL detected on feed efficiency (FE), feed conversion ratio (FCR) and residual feed
intake(RFI) in chickens and laying hens (www.animalgenome.org/cgi-bin/QTLdb, 02/25/2012).

intake, growth and fatness. Similarly, on 2736 QTL detected until now in poultry (laying hens
and growing chickens), only 25 are related to feed efficiency traits (cf. Figure 3), coming
from 5 studies, among which none detailed the diet used in the experiment (de Koning et al,
2003, 2004; Parsanejad et al, 2004; Hansen et al, 2005; Ewald et al, 2007). Most studies that
were looking for QTL on populations differing by their feed efficiency finally found QTL on
components of feed efficiency, mainly feed intake and body composition (Hocking, 2005,
Abasht et al, 2006). None of them were performed on a challenging diet.

Regarding performances on low quality diet, a QTL detection program has been initiated
using a F2 cross between the D+ and D- lines fed a diet including 55% of Rialto wheat. A
total of 945 animals have been genotyped on 6000 SNPs and the 864 F2 birds were measured
for digestibility, performances and anatomy. The first analyses show the existence of several
QTLs, which in most cases co-localized for AMERN, digestibility of dry matter, starch and

proteins.

C.2. Candidates genes and expression data
Parsanejad et al (2002, 2004) proposed that PEPCK-C and ornithine decarboxylase 1 may be
involved in residual feed intake of adult laying hens. The former is part of the process of

glucose generation from non-sugar carbon substrates. The latter is implied on efficiency of
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nutrient absorption including calcium. More recently, studies found in broilers that FCR was
correlated with SNP variations in genes regulating metabolism and energy partitioning
(growth hormone receptor or neuropeptide Y, Sherman et al, 2008), genes implied in
thermogenesis and proton leak (avian uncoupling protein, Sharma et al, 2008, Bottje et al,
2009) or in energy homeostasis and feeding behaviour (melanocortin 3 receptor, Sharma et al,
2008). By comparing expression of genes between high and low FCR chickens, differences
have been detected in genes implied in the regulation of mitochondrial energy metabolism
(Ojano-Dirain et al, 2007), and in heat shock protein involved in oxidative stress (Kong et al,
2011).

D. Perspectives for selection with suboptimal diets
D.1. Variability of feedstuffs

Variability in the quality of feedstuffs may be a problem in estimating the potential of genetic
improvement of feed efficiency on alternative diets as it does not allow a reproducible
selection environment. It is especially the case of byproducts such as bran or DDGS, that
highly depend on the raw material composition and technological process (drying, milling,
addition of solubles). For instance, Ravindran and Blair (1991) highlighted that the machinery
used for milling rice affects the proportion of hulls in the rice bran, which fiber and fat
contents can vary respectively from 12.6% to 30.9% and from 6.6 to 31.6%. Bandegan et al
(2009) also showed that depending on feedstuff sample, apparent ileal digestibility of
essential amino acids as lysine and threonine varied from 24.4 to 45.7% and from 48.2 to
60.9%, respectively.

It is often claimed that selection efficiency is decreased when environment, including diet, is
suboptimal, because variance due to the environment increases and heritability, and thus
possibilities of selection, decreases. Indeed, if selection is done on maximum growth, the
animal needs an optimized environment to fully express its genetic potential for growth. This
is especially true for modern genotypes, since their rapid growth and high protein deposition
rate require a high quality diet. However, if the criterion of interest is the robustness of
animals in a difficult environment, it is precisely in a difficult environment that the capacity
of animals to cope with difficulty will be expressed. The high positive genetic correlations
found between capacities to digest wheat and corn diets (Mignon-Grasteau et al, 2010) show
that improving performances in a difficult (wheat) environment would also improve
performances in a more favorable (corn) environment. Sorensen (1980) found a much lower

genetic correlation (0.30) between broiler growth obtained on a normal or a low protein diet,
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but in their case, the low protein diet was really out of requirement, which could partly

explain this very low correlation.

D.2. Criterion of selection

Criterion of selection has to be chosen carefully when selecting on improved feed efficiency
on low quality diets. Results from Sorensen et al (1980, 1983) showed that selection for
growth of birds fed diets with low protein contents would lead to increased feed consumption
and fatness, whereas selection on digestive efficiency with a wheat diet does not increase
neither feed consumption nor fatness in the high line (Mignon-Grasteau et al, 2004, 2010).
Thus, when suboptimal diets are considered, selection criteria such as digestive efficiency
(AMERN or digestibility of dry matter) seems to be more appropriate than the growth criteria.
Attention has also to be given to age at selection. Indeed, the development of gastrointestinal
tract is strong in the first weeks of age, which increases the chances of success when selecting
at this age. Birds of D+ and D- lines were selected at 3 weeks of age. The differences between
both lines for development of gastrointestinal tract and for digestive efficiency appear after

one week, are maximal at 3 weeks and decrease or disappear at 8 weeks (de Verdal, 2011).

D.3. Homogeneity of results
When selection is performed in a difficult environment, attention has also to be given to

homogeneity of performances in addition to the mean value. Data collected on several
generations of D+ and D- lines showed that the coefficients of variation of AMEN,
coefficients of digestibility of starch and proteins were diet dependent in D- line but not in D+
line. Coefficient of variation of lipid digestibility was diet dependent in both lines (cf. Table
1, Mignon-Grasteau et al, 2010).

However, it is worthy to note that, in most studies on digestibility or feed efficiency using
suboptimal or alternative diets, only the global standard error of the mean is given in studies,

which does not allow to see whether variance is modified in each treatment.

Corn diets Wheat diets
D+ D- D+ D-
mean | CV (%) mean CV (%) mean CV (%) | mean |CV (%)
AMERn (kcal kg™ DM) 3298 6.6 3063 7.3 3247 8.6 2411 26.5
Digestibility of lipids (%) 90.9 3.1 84.6 11.2 83.0 12.0 68.6 26.2
Digestibility of starch (%) 97.9 0.9 96.8 2.0 96.1 3.6 87.4 14.2
Digestibility of proteins (%) 83.1 4.8 78.6 6.7 77.4 6.0 68.1 11.7

Table 1. Effect of the diet on mean value and on homogeneity of digestive performances in
D+ and D- lines.
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Conclusions

This review shows that selection for improved feed gain ratio using challenging or alternative
diets is efficient, provided that conditions, age, and especially criterion of selection are
appropriate. It is especially obvious that, in suboptimal conditions, a selection on growth is
less suitable than a selection on digestive efficiency. Finally, in addition to an improved
average value in selected populations, another goal that has to be reached for selection in such
environments is homogeneity of population, which is a major factor of profitability of poultry

breeding.
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Annexe 2 - Détection de QTLs controlant 1’efficacité digestive
dans un croisement de lignées de poulets sélectionnées de
facon divergente pour ce caractere
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RESUME

Améliorer I’efficacité digestive des poulets est un enjeu majeur qui permettrait non seulement de limiter les
colts de production mais aussi de valoriser efficacement des matiéres premiéres alternatives tout en réduisant le
volume des rejets. La mesure de D’efficacité digestive étant relativement lourde, disposer de marqueurs
génétiques impliqués dans la variabilité de ce caractére serait un outil précieux pour la sélection. Une premiére
recherche de QTL est présentée, impliquant 820 poulets de chair issus de 6 familles dans un croisement de type
F2 entre les lignées D- et D+, sélectionnées de facon divergente sur I'énergie métabolisable apparente corrigée
pour un bilan azoté nul (EMAN), mesurée a 3 semaines d'dge avec un régime contenant un blé de mauvaise
qualité (variété Rialto). Cing criteres de digestibilité ont été mesurés : 'EMAN, des coefficients de digestibilité
de la matiére séche (CUDMS), de I’amidon (CUDAmidon), des protéines (CUDProtéines) et des lipides
(CUDLIpides). Les animaux ont tous été génotypés avec 6000 marqueurs SNP, choisis parmi 57636 marqueurs
comme les plus informatifs pour notre dispositif. Au total, les marqueurs sont répartis sur 28 autosomes, 1
groupe de liaison et le chromosome Z.

En utilisant le logiciel QTLMap (développé a ’INRA) pour des analyses de liaison en cartographie d’intervalle,
9 QTL (locus de caractere quantitatif) ont été détectés. Sur le chromosome 20, deux QTL significatifs au niveau
du génome ont été observés a la méme position pour CUDAmidon et CUDMS, deux caractéres fortement
corrélés. De méme, des QTLs significatifs au niveau du chromosome pour EMAn, CUDAmidon, CUDMS,
CUDProtéines sont localisés dans la méme région du chromosome 16. Sur les chromosomes 23 et 26, des QTLs

significatifs au niveau du chromosome ont été identifiés pour CUDAmidon, celui porté par le chromosome 26
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étant situé a 1 ¢cM d’un QTL contrdlant le rapport de la longueur de I’intestin au poids vif détecté sur ce méme

dispositif. Sur le chromosome 27, un QTL significatif au niveau du chromosome est détecté pour CUDMS.

Mots clés: poulet, digestibilité, QTL, efficacité alimentaire.

SUMMARY

Improving digestive efficiency of chickens is a major goal that should limit production costs, allow efficient use
of alternative feedstuffs and decrease manure volume. As the measure of digestive efficiency is difficult, having
available genetic markers implied in the determinism of this trait would be a precious tool for selection. A first
QTL detection is presented, implying 820 meat-type chickens issued from 6 F2 families between D+ and D-
lines divergently selected for their nitrogen-corrected apparent metabolizable energy (AMEn), recorded at 3
weeks with a diet including a high proportion of low quality wheat (Rialto variety). Five criteria of digestive
efficiency have been measured: AMEn, and coefficients of digestive use of dry matter (CDUDM), starch
(CDUS), lipids (CDUL), and proteins (CDUP). Animals were genotyped with 6000 SNP markers, chosen in a
panel of 57636 SNP as the most informative on our design. The markers were distributed on 28 autosomes, 1
linkage group and the Z chromosome.

Using QTLMap software which performed linkage analysis by interval mapping, we detected 9 QTL. On
chromosome 20, 2 genome-wide significant QTL were detected at the same position for CDUS and CDUDM,
two highly correlated traits. Moreover, chromosome wide significant QTL were detected for AMEn, CDUDM,
CDUS, and CDUP at the same position on chromosome 16. On chromosomes 23 and 26, chromosome wide
significant QTL were detected for CDUS, the one on chromosome 26 being located at 1 cM of a QTL
controlling the relative length of intestine, detected on the same design. Finally, a chromosome wide QTL has

been detected for CDUDM on chromosome 27.

Keywords: chicken, digestibility, QTL, feed efficiency

précédemment cités, cette derniere était réalisée avec

INTRODUCTION

L’aliment représente de 55 a 65% du colt de
production des poulets de chair (Riffard et al, 2011).
Améliorer I’efficacité digestive des poulets est un
enjeu majeur qui permettrait non seulement de limiter
les colts de production mais aussi de valoriser
efficacement des matiéres premiéres alternatives non
utilisées pour l'alimentation humaine ou des
ressources locales tout en réduisant le volume des
rejets.

Afin de réduire le colt d'alimentation et d’améliorer
I’efficacité alimentaire, poules pondeuses et poulets
de chair ont été sélectionnés sur des caractéres tels
que I’indice de consommation ou la consommation
alimentaire résiduelle (Pym, 1990; Bordas et Mérat,
1984; Katle et Koldstadt, 1991; Schulman et al,
1994). Plus récemment, il a été montré que
sélectionner sur Defficacité digestive permettait
d’améliorer I'efficacité alimentaire (Mignon-Grasteau
et al, 2004). Contrairement aux travaux

un régime alimentaire difficile a digérer, a base de blé
de variété Rialto. La digestibilit¢ de 1’énergie, des
protéines, des lipides et des glucides (amidon) ont des
héritabilités estimées entre 0.33 et 0.47. Suite a cette
étude, une sélection génétique sur I'efficacité digestive
a été effectuée & I'Unité de Recherches Avicoles de
I'INRA. Le critere de sélection était la mesure, & 3
semaines, de I'énergie métabolisable apparente
corrigée pour un bilan azoté nul (EMAnR) d'un régime
contenant 55% de blé de mauvaise qualité (variété
Rialto). L’EMAn différe de 30 & 40% entre les deux
lignées divergentes de poulets bons digesteurs (D+) et
mauvais digesteurs (D-) selon les expériences (Carré
et al, 2008; de Verdal et al, 2010). Cette différence
d’efficacité digestive est également observée pour
I’amidon, les lipides et les protéines, dont les
coefficients d’utilisation digestive sont plus élevés
chez les D+ de 10%, 20% et 13%, respectivement
(Mignon-Grasteau et al, 2010). Quand les animaux
sont nourris avec un régime facile a digérer a base de
mais, ces différences sont plus faibles mais toujours
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significatives pour I’EMAn et les coefficients
d’utilisation digestive des lipides, 5 & 7% plus élevés
chez les D+ que chez les D-. Au contraire, les deux
lignées présentent des coefficients d’utilisation
digestive de I'amidon similaires sur régime mais
(Mignon-Grasteau et al, 2010).

La mesure de l’efficacité digestive reste lourde et
implique d’élever les animaux en cage, dans des
conditions trés différentes des conditions d’¢levage
réelles. Disposer de marqueurs génétiques impliqués
dans la variabilité de ce caractére serait donc un outil
précieux pour la sélection assistée par marqueurs. Or,
malgré I'importance de I'efficacité alimentaire pour la
production de volailles, trés peu de QTL ont été
détectés sur ce type de caracteres. En effet, parmi les
2736 QTL publiés jusqu'a présent chez la poule,
seulement 25 QTL sont liés aux caracteres de
I'efficacité alimentaire (www.animalgenome.org/cgi-
bin/QTLdb, 02/25/2012). Ces QTLs concernent
l'indice de consommation (IC), la consommation
résiduelle (CR) et I'efficacité alimentaire, mais aucun
ne porte sur I’efficacité digestive. De plus, aucune de
ces études ne mentionne la composition du régime (de
Koning et al, 2003, 2004; Parsanejad et al, 2004,
Hansen et al, 2005; Rowe et al, 2006; Ewald et al,
2007).

Le but de cet article est donc de présenter les premiers
QTL d’efficacité digestive, détectés sur un croisement
entre les lignées D+ et D-.

MATERIELS ET METHODES

Animaux et caractéres mesuré

Les individus des lignées de poulets de chair D+ et
D-, sélectionnées de fagon divergente sur I'énergie
métabolisable apparente corrigée pour un bilan azoté
nul (EMAnN) (Mignon-Grasteau et al, 2004) ont été
croisés a la huitieme génération de sélection pour
produire des populations F1 et F2. La population F2
comporte 820 animaux des 2 sexes, issus de 6 familles
de peres et 60 familles de méeres. Les animaux F2 ont
été mesurés pour cing caractéristiques de digestibilité
(tableau 1): EMAN, coefficients de digestibilité de la
matiere seche (CUDMS), de I’amidon (CUDAmidon),
des protéines (CUDProtéines) et des lipides
(CUDLipides) en utilisant la méthode de collecte
totale des excréta de Bourdillon et al (1990).

Tableau 1: Statistiques élémentaires et valeurs
d’héritabilité des caracteres d’efficacité digestive
estimées chez les F2.

Caractére Moyenne Ecart- h2
type

EMAn (kcal kg MS‘l) 3287 234 0.36
CUDMS (%) 70.10 482 0.29
CUDAmidon (%) 95.96 484 0.33
CUDL.ipides (%) 76.86 12.28 0.29
CUDProtéines (%) 81.71 3.89 0.40
Poids vif a 23 jours (g) 451.46 58.50 0.23

Marqueurs et génotypage

Afin d’optimiser I’informativit¢ des marqueurs, un
échantillon de males FO et F1 a été génotypé sur une
puce de 57636 SNP, et les 6000 marqueurs les plus
informatifs et les mieux répartis sur le génome ont été
retenus pour le génotypage de I’ensemble des
animaux du dispositif (FO, F1, F2) grace au logiciel
MarkerSet (Demeure et Lecerf, 2008). Les marqueurs
sont répartis sur 28 autosomes, 1 groupe de liaison
(LGE22C19W28) et le chromosome Z. La carte
utilisée est déduite de la position physique des
marqueurs SNP et de la carte génétique de référence
publiée par (Groenen et al, 2009).

Analyses statistiques

La détection de QTLs a été réalisée avec le logiciel
QTLMap (Gilbert et al, 2008), en utilisant un modele
demi-fréres (Elsen et al, 1999; Le Roy et al, 1998).
Les différents caracteres ont été analysés separément.
Le rapport de la vraisemblance estimée sous
I’hypothese de présence d’un QTL (H1) a celle
calculée sous I’hypothése d’absence de QTL (HO) a
été calculé pour conclure quant a la présence d’un
QTL sur chaque chromosome. Les seuils de
significativité au niveau du chromosome et du
génome ont été estimés en réalisant respectivement
1000 et 20000 simulations par chromosome. Le
niveau de significativitt a I'échelle du génome
(Pgénome) @ été établi en utilisant la correction de
Bonferroni et en prenant en compte les différences
importantes de longueur entre les chromosomes chez
le poulet :
IDge’nome =1- (1 - Pchromosome)ﬂr

ou r est le rapport de la longueur du chromosome sur
la longueur totale du génome génotypé et Pchromosome 12
probabilité au niveau du chromosome. L'intervalle de
confiance des QTLs (95%) est calculé par la méthode
du LOD drop-off (Lander et Botstein, 1989).

RESULTATS

Au total, 9 QTL ont été détectés (tableau 2). Sur le
chromosome 20, deux QTL significatifs au niveau du
génome ont été observés a la méme position pour les
coefficients d’utilisation digestive de I’amidon et de la
matiére séche, deux caractéres fortement corrélés. De
méme, des QTLs significatifs au niveau du
chromosome ont été détectés dans la méme région du
chromosome 16 pour ’EMAnN et les coefficients
d’efficacité digestive de I’amidon, de la matiere séche
et des protéines. Sur les chromosomes 23 et 26, des
QTLs significatifs au niveau du chromosome ont été
identifiés pour le coefficient d’efficacité digestive de
I’amidon, celui situé sur le chromosome 26 étant situé
a1 cM d’un QTL contrdlant le rapport du poids
intestinal au poids vif détecté sur ce méme dispositif
(résultat non présenté ici). Sur le chromosome 27, un
QTL significatif au niveau du chromosome a été
détecté pour le coefficient d’efficacité digestive de la
matiére seche.
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DISCUSSION ET CONCLUSION

Cette étude est la premiere mettant en évidence la
présence de QTL d’efficacité digestive chez le poulet
de chair. Tous sont observés sur des micro-
chromosomes et n’auraient sans doute pas été
observés sans les SNP. La plupart de ces QTLs ont un
effet modéré (sauf 2 QTL significatifs au niveau du
génome sur le chromosome 20) et significatif au
niveau de chromosome (p<0.05). Cette observation
est cohérente avec la complexité du caractere
d’efficacité digestive, dont le déterminisme est
vraisemblablement polygénique. En outre, ces QTLS
ne sont pas fixés dans les souches d’origine : pour 1a
plupart des QTL, seules 3 ou 4 des 6 familles de peres
sont hétérozygotes.

De facon cohérente avec les fortes corrélations
génétiques estimées entre les différents caractéres
d’efficacité digestive (Mignon-Grasteau et al, 2010),
on note une fréquente co-localisation des QTLs entre
caractéres différents : 4 QTL sur le chromosome 16 et
2 QTL sur le chromosome 20. A ces endroits, on note
également que la courbe des autres caractéres tels que
I’EMAn montre également un pic, méme si elle ne
dépasse pas le seuil de significativité.

Malgré des corrélations significatives et élevées (0.6-
0.9) entre les caracteres d'EMAn, CUDMS et
CUDAmMmidon, la plupart des QTLs significatifs sont
détectés pour le CUD de I’amidon. Cela est cohérent
avec les résultats d’études précédentes recherchant
des QTLs sur l’indice de consommation, qui ont
trouvé peu de QTL sur ce caractere, mais plutdt des
QTLs sur les composantes de cet indice, tels que la
consommation alimentaire, la croissance et la
composition corporelle. De méme ici, !’efficacité
digestive représentée par I'EMAn dépend de la
digestibilité de chacun des composants. Parmi ces
composants, la digestibilit¢ de 1’amidon dépend
directement de la capacité de 1’héte a rendre I’amidon
accessible dans ’intestin, grice a un broyage efficace
au niveau du gésier, critere particulierement
discriminant entre les 2 lignées (Garcia et al, 2007;
Rougiere et al, 2009; de Verdal et al, 2011). On peut
en outre noter I’absence de QTL pour le CUD des
lipides. Or, ce dernier dépend d’une interaction entre
I’hote et le microbiote intestinal, en particulier des
lactobacilles, qui difféerent entre animaux F2 a faible
et forte EMAnN (Gabriel et al, 2012). Cette double
contribution de I’hdte et du microbiote a la
digestibilité des lipides peut rendre la détection de
QTLs plus délicate.

Dans notre étude, nous ne retrouvons aucun des QTLs
d’efficacité alimentaire précédemment identifiés (de
Koning et al, 2003, 2004; Rowe et al, 2006;
Parsanejad et al, 2004; Hansen et al, 2005; Ewald et
al, 2007). Cela vient probablement en partie du fait
que l'indice de consommation (IC) dépend de la
vitesse de croissance, de I'engraissement et de
I’efficacité digestive des animaux; le lien entre
efficacité alimentaire et digestive n’est donc que trés
partiel. De plus, ces travaux sont faits sur des animaux
nourris avec des régimes alimentaires favorables, ne

sollicitant pas les capacités digestives des animaux.
L’importance relative de 1’efficacité digestive par
rapport aux autres composants de 1’indice (extra-
chaleur, croissance et composition corporelle) est
donc vraisemblablement plus faible avec ces régimes
qu’avec le nétre. Enfin, les populations étudiées dans
ces autres dispositifs sont des souches a croissance
rapide alors que nous avons étudié une souche a
croissance intermédiaire. On peut cependant relever
que cette différence de base génétique ne peut suffire
pour expliquer la totale déconnexion entre QTL
d’efficacité¢ alimentaire et digestive puisque, méme
sur notre dispositif, il n’y a pas de co-localisation
entre QTL d’efficacité alimentaire et QTL d’efficacité
digestive (résultats non présentés ici).

La forte proximité, sur le chromosome 26, d’un QTL
contrélant le CUD de I’amidon et dun QTL
contrblant la longueur relative de I’intestin détecté sur
ce méme dispositif rejoint le résultat de plusieurs
études ayant montré que de fortes différences de
morphologie du tractus gastro-intestinal
accompagnaient ces différences d’efficacité digestive,
avec un fort développement de la partie supérieure du
tractus, et a I’inverse, un développement inférieur de
I’intestin gréle chez les D+ par rapport aux D- (Garcia
et al, 2007; Rougiére et al, 2009; Rougiere et Carré,
2010). Dans le méme sens, de Verdal et al (2011) ont
mis en évidence des corrélations génétiques fortes
entre anatomie et efficacité digestive, notamment avec
le poids de I’intestin.

On peut enfin se demander si les QTL détectés ici
auraient été retrouvés a 1’identique sur des animaux
nourris avec un régime plus facile a digérer. Les
différentes études menées sur les lignées D+ et D- ont
en effet montré que les différences dépendent du
régime et n’étaient pas retrouvées a l'éclosion (de
Verdal et al, 2010 ; Mignon-Grasteau et al, 2010). Les
animaux s’adaptent donc a leur régime difficile
pendant la croissance. Il est également possible que
des phénomenes épigénétiques soient impliqués sans
que les positions des QTLs elles-mémes soient
affectées. Des travaux devront étre envisagés pour
tester ces hypotheses.
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Tableau 2: Liste des QTLs détectés sur les caractéres d’efficacité digestive.

. Position I.ct 2 Seuil de Effet du Marqueurs

Chromosome Caractere (cM) (cM) L.R.T. significativité® QTL® 6
EMAnN 0 0-0 15,43 13,80 0,17

16 CUDMS 0 0-0 16,57 14,00 0,18 3
CUDAmidon 0 0-0 15,01 13,92 0,16
CUDProtéines 0 0-0 18,53 14,42 0,20

20 CUDMS 9 8-10 | 31,45 28,46 * 0,40 26
CUDAmidon 9 8-10 41,60 19,297 0,57

23 CUDAmidon 30 8-35 19,45 19,30 0,22 42

26 CUDAmidon 36 31-45 20,05 18,19 0,20 60

27 CUDMS 12 9-17 18,10 17,63 0,20 19

! Intervalle de confiance ; * Likelihood Ratio Test ; ° Obtenu par 1000 simulations au niveau de chromosome et
20000 au niveau du génome (p<0,05) ; * Significatif au niveau du génome (p<0.05); ® en écart-type phénotypique
du caractére ; ®Nombre de marqueurs utilisés pour la détection de QTLs
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RESUME

Le colt de I’aliment représente une part prépondérante des colits de production du poulet. L’efficacité
alimentaire est donc un élément clé de la rentabilité de la production avicole. La sélection génétique des poulets
de chair a résulté en une amélioration considérable de I’indice de consommation, en utilisant des régimes de
bonne qualité. De nos jours, alors que le prix des matiéres premieres de bonne qualité et que la population
humaine augmentent, 1’intérét d’une sélection d’animaux efficaces sur des régimes suboptimaux est renforcée, a
la fois pour des raisons économiques et éthiques. Ces régimes pourraient inclure des matieres premiéres moins
chéres ou des co-produits de I’agriculture qui ne sont pas consommés par ’homme. Cependant, ces matiéres
premicres alternatives sont souvent de qualité moindre et variable. Ce type d’approche représente un challenge
pour la sélection qui repose d’ordinaire sur l’utilisation de régimes optimisés afin d’exprimer le potentiel
génétique de croissance des animaux et pour minimiser les effets de I’environnement. Cette revue vise a évaluer
I’intérét potentiel de 1’utilisation de régimes de moindre qualité pour la sélection de 1’efficacité alimentaire.

ABSTRACT

Feed cost represents the highest part of production cost in broiler. Feed efficiency is thus a key factor of
profitability in poultry production. Selection of broilers has resulted in a sharp decrease of feed conversion ratio,
using good quality diets. Nowadays, as the cost of high quality feedstuffs used in poultry diets is continuously
increasing and that human population increases, the interest of selection for more efficient birds even when using
low quality feedstuffs is reinforced both for economic and ethical reasons. These diets could include less costly
feedstuffs of by-products of agriculture that would not be in concurrency with human food. However, these
feedstuffs are often of lower and more variable quality. This type of diet represents a challenge for genetic
selection, which usually relies on optimal diets in order to allow birds to express their genetic potential for
growth and to minimize the effects of environment. This review aims at evaluating the potential interest of
selection under non-optimal diet to improve feed efficiency.

Mots clés: poulet, efficacité alimentaire, digestibilité, nutrition.

L’aliment représente de 55 a 65% du colt de
INTRODUCTION production selon le type de production (Riffard et al,
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2011). L’efficacité alimentaire est donc un élément
clé de la rentabilité de la filiére avicole. La sélection
d’animaux a croissance rapide a conduit a une
diminution continue de 1’indice de consommation des
poulets standards. Les poulets certifiés montrent une
tendance similaire, quoique moins marquée. En
revanche, chez le poulet label, cette tendance n’est pas
présente (Riffard et al, 2011).

L’importance de D’efficacit¢ alimentaire  est
aujourd’hui renforcée pour des raisons économiques,
mais également éthiques. Le cout de [’aliment,
spécialement pour les régimes de haute qualité dont
ont besoin les animaux a haut potentiel génétique
augmente continuellement. Entre 2006 et 2010, ce
colt a ainsi augmenté de 30.9% (Riffard et al, 2011).
Ces prix peuvent devenir des facteurs limitants pour
les pays en voie de développement qui doivent
importer ces matiéres premieres et ne peuvent
parvenir & des performances maximales en raison de
contraintes environnementales. Dans le méme temps,
I’augmentation de la population humaine conduit a
une augmentation de la demande de viande de
volailles, et donc des matiéres premieres utilisées dans
les régimes. D’un point de vue ¢thique, il est
important de réduire la pression de I’¢levage sur les
surfaces cultivées, actuellement dédiées a 80% a
I’alimentation animale contre seulement 20% pour
I’alimentation humaine (Steinfeld et al, 2006). Pour
atteindre cet objectif, il faudrait remplacer
partiellement ces matiéres premiéres de haute qualité,
notamment par celles qui ne sont pas utilisées pour
I’alimentation humaine. Cependant, celles-ci sont
fréquemment de qualité médiocre et variable, ce qui
limite leur utilisation pour les génotypes modernes. Il
serait donc opportun de sélectionner des animaux
capables de s’adapter a ces régimes suboptimaux.

COMPOSITION DES
D’EFFICACITE ALIMENTAIRE

CARACTERES

L’indice de consommation (IC) est un caractére
composite qui dépend de la composition de 1’aliment
et de la croissance. Il peut étre modélisé ainsi (Carré
et al, 2008a):

1190 MBW 936c +566¢C,
IC = PW [1]
0.8 EMAnN

ou D est la durée de production, MBW le poids
métabolique, PW le gain de poids, CL et CP les
concentrations en lipides et protéines du gain de poids
et EMAn 1’énergie métabolisable corrigée pour un
bilan azoté nul.

Cette équation illustre pourquoi la croissance rapide et
la composition corporelle ont été utilisées comme
critéres indirects d’amélioration de I’indice. La
sélection directe a également été mise en ceuvre, mais
elle est plus complexe, car la mesure de I’IC implique
I’enregistrement de la consommation alimentaire
individuelle, et donc 1’élevage en cage. Fairfull et
Chambers (1984) ont estimé que 65% des différences

d’IC sont dues a des différences de poids, de
croissance et de composition corporelle.

SELECTION SUR
CONSOMMATION

L’INDICE DE

Sélection directe de I’indice de consommation

La sélection directe de I’IC est possible du fait de son
héritabilité modérée (Pym, 1990). Cela a été confirmé
par des expériences de sélection sur ce caractere, qui
ont en outre montré que la sélection directe était plus
efficace qu’une sélection indirecte sur la croissance
ou I’engraissement (Leenstra et Pit, 1987 ; Sutedjo et
al, 2001). Cependant, toutes ces expériences ont été
réalisées en utilisant des régimes de bonne qualité,
permettant aux animaux d’exprimer leur potentiel
génétique de croissance.

Sélection indirecte sur la croissance en

environnement suboptimal

Godfrey (1968), Neisheim (1975), Sorensen (1980) et
Marks (1978) ont sélectionné des poulets de chair et
des cailles sur la croissance en utilisant soit des
régimes classiques (NP) soit des régimes pauvres en
protéines ou en lysine (LP, -30% par rapport au
régime classique). Enfin, Leenstra et Pit (1987) ont
sélectionné des poulets sur la croissance en les
nourrissant ad libitum ou avec une restriction
alimentaire.

Toutes ces études ont montré que la réponse a la
sélection de la croissance était plus faible en
environnement suboptimal qu’en environnement
optimal, ce qui est cohérent avec les héritabilités, en
général plus faibles de 0.05 & 0.10 en environnement
défavorable (Godfrey, 1968; Marks, 1986, 1987).
Ainsi, Leenstra et Pit (1987) ont di appliquer une
pression de sélection 2 fois plus importante pour les
LP que pour les NP. En appliquant une pression
similaire pendant 7 générations, la réponse a la
sélection sur la croissance a été 3 fois plus importante
chez les animaux NP par rapport aux LP (Sorensen,
1980). Lorsque les 2 souches sont nourries avec un
régime normal, les NP sont 75 g plus lourds que les
LP (Sorensen, 1985). En revanche, lorsqu’ils sont
nourris avec un taux protéique réduit, les LP sont
180 g plus lourds que les NP. Cette stratégie n’a donc
pas amélioré 1’adaptation des animaux aux régimes
suboptimaux, mais a un régime particulier. De plus,

lorsque le taux protéique est trop réduit, les
performances des LP deviennent extrémement
variables.

Enfin, cette sélection a eu un effet défavorable sur la
composition corporelle et sur I’efficacité. En effet,
comme seul le taux protéique a été modifié dans le
régime (et pas I’énergie), les oiseaux augmentent leur
consommation alimentaire pour atteindre leurs
besoins protéiques. Ainsi, la lignée de cailles
sélectionnée sur la croissance avec un régime a taux
réduit de lysine consomme 11 a 13% de plus que celle
sélectionnée en régime normal lorsque le régime a un
taux réduit de lysine, mais les différences
disparaissent avec un régime normal (Godfrey, 1968).
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Cet exces de consommation est déposé sous forme de
gras, ce que 1’on peut déduire de 1’équation [1]. Ainsi,
les LP ont un engraissement total et abdominal plus
élevé que les NP de respectivement 17 et 37%
lorsqu’ils sont nourris avec un régime commercial,
mais ces écarts montent a 25 et 60% lorsqu’ils sont
nourris avec un régime carencé (Sorensen, 1980). Les
LP ont un IC plus élevé de 0.05 points, une
digestibilit¢ de la matiere seche et une rétention
azotée plus faibles (-1.3 et -6.4% respectivement,
Sorensen et al, 1983).

Sélection indirecte sur ’efficacité digestive

On a longtemps pensé que I’efficacité digestive n’était
pas héritable et que les différences entre souches
étaient faibles chez des animaux déja tres efficaces
(Neisheim, 1975; Pym, 1990). Cependant, Carré et al
(2002) ont montré que la variabilité entre animaux
nourris avec des régimes a base de blé était plus forte
que la variabilité entre variétés de blé (environ 900 et
300 kcal.kg™ MS). Plus récemment, Bandengan et al
(2009) ont également constaté que la variabilité de
variait plus fortement entre animaux qu’entre régimes,
méme en utilisant des matiéres premiéres aussi
variables que les dréches. Ainsi dans cette étude, la
variabilité de la digestibilité des acides aminés est due
pour 4.9 a 24.1% au régime, et pour 75.9 a 95.1% aux
animaux intra-régime.

Mignon-Grasteau et al (2004) ont montré que
I’efficacité digestive était héritable lorsque les
animaux étaient nourris avec un régime contenant
50% de blé Rialto, difficile & digérer en raison de sa
dureté et de sa viscosité élevées (Carré et al, 2002).
Aprés 8 générations de sélection divergente,
I’efficacité digestive (EMAn) differe de 35 a 40%
entre les lignées haute (D+) et basse (D-, Mignon-
Grasteau et al, 2010; de Verdal et al, 2010, 2011a).
Aprés 7 générations, les digestibilités de 1’amidon,
des protéines et des lipides sont plus élevées chez les
D+ que chez les D- (42%, 15% et 50%, resp., Carré et
al, 2008b). Sur régime blé, les D+ présentent une
EMAN de 6.2 a 8.7 % plus élevée et un taux
d’excrétion d’azote de 17.6% plus faible par rapport a
un génotype commercial (Carré et al, 2008a; de
Verdal et al, 2012). Sur régime malis, les différences
entre D+ et D- persistent mais sont trés réduites, de
2.5 a 5% pour ’EMAn (Carré et al, 2008a; Mignon-
Grasteau et al, 2010). Ces différences sont associées a
un intestin gréle plus petit et a un gésier plus gros
chez les D+ (Garcia et al, 2007; Rougiere et al, 2009;
de Verdal et al, 2010, 2011a), ces derniers présentant
également un temps de rétention dans le gésier
beaucoup plus élevé (Rougiere et Carré, 2010). La
physiologie du gésier semble donc étre impliquée
dans les différences entre D+ et D-, celui-ci étant plus
sensible aux variations de I’environnement chez les
D+ (Rougiere et al, 2012).

Les différentes études menées sur ces souches
montrent que les performances des D+ dépendent
moins des caractéristiques de I’aliment que les D-
(Carré et al, 2008a; Rougiére et al, 2009) et que, par

opposition aux expériences de sélection sur la
croissance en environnement suboptimal, la sélection
sur ’EMAn a conduit a des animaux plus adaptables
sans affecter ’engraissement (de Verdal et al, 2012).
Enfin, les fortes corrélations génétiques entre
caractéres d’efficacité digestive mesurés sur blé ou
sur mais montrent que sélectionner dans un milieu
améliorerait les performances dans les 2 milieux, mais
que la sélection serait plus efficace sur régime blé, ou
I’héritabilité est plus élevée que sur régime mais
(Mignon-Grasteau et al, 2010).

DONNEES GENOMIQUES DE L’EFFICACITE
ALIMENTAIRE

Détection de QTL

Malgré I’importance de I’efficacité alimentaire pour la
production de volailles, trées peu de QTL ont été
reportés pour ces caractéeres. Chez le porc par
exemple, Rotschild et al (2007) ont constaté que sur
1675 QTL détectés, seuls 8 I’étaient pour I’IC, contre
16, 224, et 404 pour la consommation, la croissance et
I’engraissement. De méme chez les volailles, seuls 25
des 2736 QTL détectés se réferent a [D’efficacité
alimentaire (de Koning et al, 2003, 2004; Parsanejad
et al, 2004; Hansen et al, 2005; Ewald et al, 2007). La
plupart des études recherchant des QTLs d’IC ont
ainsi trouvé des QTLs se référant aux composants de
cet IC (Hocking, 2005, Abasht et al, 2006). Aucune
de ces études n’a été réalisée sur régime difficile. A
I’opposé, 1’étude de Tran et al (2013) a montré
I’existence de QTL d’efficacité digestive sur un
régime difficile, mais de méme que pour I’IC, ce sont
principalement des QTLs des composants de
I’efficacité digestive qui ont été détectés.

Genes candidats et données d’expression

Parsanejad et al (2002, 2004) ont suggeré que les
génes PEPCK-C et lornithine décarboxylase 1
seraient impliqués dans la consommation résiduelle
chez les poules pondeuses. Le premier fait partie du
cycle de libération du glucose a partir de substrats
carbonés et le second est impliqué dans ’efficacité de
I’absorption des nutriments, notamment du calcium.
Des études chez le poulet de chair ont également
trouvé une association entre IC et des variations de
SNP dans des genes de régulation du métabolisme et
la répartition de I’énergie (récepteur a 1’hormone de
croissance et neuropeptide Y, Sherman et al, 2008),
de la thermogénése et le transport des protons (UCP
aviaire, Sharma et al, 2008, Bottje et al, 2009),
I’homéostasie  énergétique et le comportement
alimentaire (récepteur a la mélanocortine 3, Sharma et
al, 2008).

La comparaison d’expression de génes entre animaux
a forte ou faible IC a mis en évidence des genes
impliqués dans la régulation du métabolisme
énergétique mitochondrial (Ojano-Dirain et al, 2007),
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et dans les HSP impliqués dans la réponse au stress
oxydatif (Kong et al, 2011).

PERSPECTIVES POUR LA SELECTION EN
REGIME SUBOPTIMAL

Variabilité des matiéres premiéres

La variabilité de qualité des matiéres premiéres est un
probléme pour la sélection de I’efficacité alimentaire
sur régimes alternatifs, car elle ne permet pas d’avoir
un environnement de sélection reproductible. C’est
tout particulierement le cas en ce qui concerne des
matieres premiéres telles que les dreches ou le son
dont la qualité dépend fortement de la composition du
matériau de base, et des procédés technologiques
(séchage, broyage, addition de solvants). Par exemple,
Ravindran et Blair (1991) ont montré que selon le
procédé utilisé, les proportions de fibres et de lipides
dans le son de riz variaient respectivement de 12.6% a
30.9% et de 6.6 a 31.6%. Selon 1’échantillon d’une
méme dréche, la digestibilité apparente des acides
aminés essentiels tels que la lysine ou la thréonine
varie de 244 a 457% et de 482 a 60.9%,
respectivement (Bandegan et al, 2009).

Il est admis que I’efficacité de la sélection décroit
lorsque ’environnement de sélection est défavorable
car la variance due a I’environnement augmente et
I’héritabilité, et donc les possibilités de sélection,
diminue. De fait, si le critére de sélection est la
croissance, I’animal a besoin de cet environnement
optimal pour exprimer son potentiel de croissance,
particulierement pour les génotypes modernes, dont la
croissance rapide et le taux élevé de dépdt de
protéines requiert un régime de haute qualité.
Cependant, si le critére d’intérét est la robustesse des
animaux face a un environnement difficile, c’est
précisément dans cet environnement difficile que la
capacité de ’animal a faire face a un environnement
difficile pourra s’exprimer. Les fortes corrélations
génétiques trouvées entre capacités a digérer le blé et
le mais montrent qu’améliorer les performances de
digestion dans un  environnement difficile
amélioreront  également les performances en
environnement plus favorable (Mignon-Grasteau et al,
2010).

Criteres de sélection

Une attention particuliére doit étre portée au choix du
crittre de sélection pour améliorer [I’efficacité
alimentaire sur régime difficile. Les résultats de
Sorensen et al (1980, 1983) montrent que la sélection
sur la croissance d’animaux restreints en protéines
conduirait & une augmentation de la consommation
alimentaire et de 1’engraissement, alors que Ia
sélection sur I’efficacité digestive sur régime blé ne
modifie ni la consommation ni I’engraissement dans
la lignée haute (Mignon-Grasteau et al, 2004, 2010).
Pour la sélection en environnement non optimal, des

critéres de sélection tels que I’EMAn ou le coefficient
d’utilisation digestive de la matiére seche sont des
criteres plus appropriés que la croissance. L’age
auquel la sélection est pratiquée est également
important, en liaison avec la vitesse de développement
du tractus digestif, forte dans les premiéres semaines
de vie, ce qui augmente les chances de succes a cet
age. Ainsi, les animaux des lignées D+ et D- sont
sélectionnés a 3 semaines, age auquel la différence sur
le tractus digestif, qui apparait & 1 semaine est
maximale. Cette différence tend a disparaitre a 8
semaines (Rougiere et Carré, 2010 ; de Verdal et al,
2012).

Homogénéité des résultats

Lorsque la sélection est pratiquée en environnement
difficile, une attention particuliére doit également étre
portée aux conséquences sur 1’homogénéité des
performances, en plus des conséquences sur la
moyenne des performances. Les données collectées
sur plusieurs générations de D+ et de D- montrent
ainsi que les coefficients de variation de ’EMAn et
des coefficients d’utilisation digestive des aliments
sont trés sensibles au régime chez les D-, mais pas
chez les D+ (cf. Table 1, Mignon-Grasteau et al,
2010). 1l est toutefois a noter que dans la plupart des
études, seuls un écart type global est mentionné ce qui
ne permet pas de vérifier si la variance change en
fonction de I’environnement.

Conclusions

Cette revue illustre que la sélection pour une
amélioration de I’efficacité alimentaire en utilisant des
régimes difficiles peut étre efficace pour peu que les
conditions d’age et plus particuliérement les critéres
de sélection soient appropriés. Il est ainsi manifeste
qu’il est préférable de sélectionner sur D’efficacité
digestive que sur la croissance. Enfin, en plus de
I’amélioration de la valeur moyenne de la population,
le maintien de I’homogénéité de la population est un
objectif supplémentaire, celle-ci étant un facteur
important de rentabilité de I’élevage.
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Table 1. Effet du régime sur la valeur moyenne et sur la variabilité des performances digestives
des lignées D+ et D-.

Régime “Mais” Régime “B1¢”
D+ D- D+ D-
Ho CV (%) H CV (%) H CV (%) H o CV(%)
EMAn (kcal kg™ MS) 3298 6.6 3063 7.3 3247 8.6 2411 26.5
Digestibilité des lipides (%) 90.9 3.1 84.6 11.2 83.0 12.0 68.6 262
Digestibilité de I’amidon (%) 97.9 0.9 96.8 2.0 96.1 3.6 87.4 142
Digestibilité des protéines (%) 83.1 4.8 78.6 6.7 77.4 6.0 68.1 11.7
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Region Thanh-Son TRAN

@ Etudes génomiques chez la
Poule: Applications a la
Centre résistance au portage de

salmonelles et la digestibilité

Résumeé

Les protocoles de détection de QTL varient selon le modéle étudié, car ils dépendent de
nombreux parametres. Cette these s’est intéressée a la facon d’adapter ces protocoles a travers
deux exemples de recherches de QTL chez la Poule, en utilisant deux méthodes statistiques
différentes : maximum de vraisemblance (MV) et régression linéaire (RL), qui ont été
comparées. Dans un premier temps, des QTLs de résistance au portage de salmonelles ont été
identifiés, d’effets faibles et dont les positions varient selon la méthode utilisée. Dans un
deuxieme temps, des QTLs de caracteres de digestibilité et d’anatomie du tube digestif ont été
identifiés, avec des résultats semblables avec les deux méthodes. De nombreux QTLs d’effets
faibles & modérés ont été identifiés. Les résultats de cette these montrent que la comparaison
des deux méthodes est toujours utile et car dans certaines conditions les résultats obtenus
difféerent entre les deux méthodes.

Mots-clés: poulet, génétique, quantitative trait loci, QTL, résistance au portage de salmonelles
digestibilité, EMAnN

Résumé en anglais

The QTL detection protocols vary depending on the model studied, because they depend on
many parameters. This thesis has focused on how to adapt these protocols through two
examples of QTL detection in Chicken, using two different statistical methods: maximum
likelihood (ML) and linear regression (LR), which results were compared on two examples.
Initially, QTLs controlling resistance to Salmonella carrier-state have been identified, of small
effects and whose positions vary according to the method. In a second step, QTLs controlling
digestibility and anatomy of the gastro-intestinal tract were identified with similar results for
both methods. Many QTLs of small to moderate effects were identified. The results of this
thesis show that the comparison of the two methods is always helpful as under certain
conditions the results may vary with the method.

Keywords: chicken, genetics, quantitative trait loci, QTL, resistance to Salmonella carrier-
state, digestibility, AMEnN




