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Introduction

L’évolution de caractére morphologique dans un des sexes, comme le plumage
brillant dans certaines espéces d’oiseaux, semble contredire la théorie de la
sélection naturelle émise par Darwin (Darwin 1859). Leur étude a mené Darwin a
formuler, quelques années plus tard, la théorie de la sélection sexuelle (Darwin
1872) : selon lui, certains caractéres ornementaux, défavorables a la survie, sont
sélectionnés pour améliorer le succés reproducteur de I'animal. Or, les exigences
pour la reproduction different entre les males et les femelles. Des forces évolutives
différentes se sont donc exercées sur les deux sexes, menant a une divergence
morphologique et/ou comportementale dans certaines especes : c’est I'apparition du

dimorphisme sexuel (Fairbairn et al. 2007).

Dans l'espéce Gallus gallus (ou coq doré), ancétre majeur de nos poules
domestiques, ce dimorphisme sexuel est important : les deux sexes divergent, que
ce soit par la taille, 'apparence ou encore le comportement. Le male a notamment
un plumage chatoyant, que ne possédent ni la femelle, ni les poussins chez qui le
plumage plus terne contribue au camouflage (Oribe et al. 2012). Cette difféerence de
couleur de plumage entre les sexes, nommeée dichromatisme sexuel, disparait chez

certaines races sélectionnées comme la Rhode Island rouge.

Les variations dans la pigmentation du plumage de Gallus gallus sont causées par la
nature et la quantité de pigments mélaniques présents : la phéomélanine donne une
couleur rouge a la plume alors que 'eumélanine lui donne une couleur noire (Ellett
2000). La génétique mendélienne a identifi€ au moins seize loci modifiant la
pigmentation de la plume de la poule domestique. lls peuvent provoquer des
variations dans les mécanismes de multiplication, de différenciation et de migration
des mélanocytes - cellules synthétisant les pigments mélaniques (Coquerelle 2000).
Le gene correspondant au locus défini par la génétique mendélienne a été identifié
pour huit d’entre eux (Chang et al. 2006a; Schwochow Thalmann et al. 2017; Xu et
al. 2016; Minvielle et al. 2010; Gunnarsson et al. 2011; Kerje et al. 2004, Ellett 2000;

Gunnarsson et al. 2007).

Ce n’est pas le cas pour le variant Columbian, qui est a l'origine de la disparition du
dichromatisme sexuel décrit précédemment. Il cause également un éclaircissement

du plumage en inhibant la production des eumélanines (Coquerelle 2000).
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Aucun géne associé a un variant de pigmentation équivalent n’a encore été identifié
dans d’autres espéces. En effet, les mécanismes génétiques a lorigine du
dichromatisme sexuel sont encore mal connus. Un seul variant a été identifié : Henny
Feathering, qui implique une dégradation de la testostérone dans les tissus

périphériques et induit un plumage de poule chez le coq (Matsumine et al. 1991).

L’objectif de cette thése est donc d’essayer d’identifier le géne associé a Columbian,

ainsi que la mutation causale du variant ‘perte de dichromatisme’.

La premiéere partie de cette thése est une étude bibliographique. Tout d’abord, elle
rappelle les connaissances acquises sur le génome de Gallus gallus domesticus.
Ensuite, les causes d’évolution du dimorphisme sexuel et son expression chez la
poule domestique sont décrites. Enfin, les mécanismes de formation d’'une plume et
de sa pigmentation sont décrits, ainsi que les variants de pigmentation du plumage
de Gallus gallus domesticus et les mécanismes génétiques associes, lorsqu’ils sont

connus.

La deuxieme partie de cette thése a pour theme les travaux réalisés pour identifier le
gene associé a Columbian. Une étude d’association a tout d’abord été réalisée, ce
qui a permis d’isoler quelques génes candidats. Leur expression a ensuite été
étudiée par PCR, puis PCR quantitative. En paralléle, les données de séquencage
d’'une race porteuse de l'allele Columbian et de races porteuses de I'allele sauvage

ont été comparées afin d’identifier la mutation causale.
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1 Partie bibliographique

1.1 Caractéristiques phénotypiques et génotypiques de Gallus gallus

domesticus
1.1.1 Evolution de Gallus gallus domesticus

1.1.1.1 Place phylogénétique de Gallus gallus domesticus
Aujourd’hui, plusieurs especes semblent étre a l'origine de la poule domestique
(Gallus gallus domesticus) mais celle-ci est toujours classifiée comme un variant de

'espéce Gallus gallus, ou coq doreé.

Sa classification phylogénétique actuelle est précisément la suivante :

e Regne : animaux

e Sous regne : bilatériens

e Infrarégne : deutérostomiens

e Embranchement : chordés

e Sous embranchement : vertébrés

e Infra embranchement : gnathostomes

e Classe : tétrapodes

e Sous classe : oiseaux

e Ordre : galliformes

e Famille : phasianidés

e Sous famille : phasianinés

e Genre : gallus (Brisson, 1760) - coq sauvage

e Espece : Gallus gallus (Linnaeus, 1758) - coq doré
(ITIS standard report 2017).

1.1.1.2 Origine mixte de Gallus gallus domesticus

Les quatre espéeces de coq sauvages sont :

. Gallus gallus: coq Bankiva ou coq doré

. Gallus lafayettei: coq de Lafayette, ou coq de Sri Lanka
. Gallus sonnerati : coq de Sonnerat ou coq gris

. Gallus varius: cog vert de Java ou coq vert.

Leur aire de répartition se trouve en Asie du sud-est. Le coq doré est I'espéce
présentant la plus large répartition. Elle couvre une grande partie de l'Inde, de

I'Indonésie, du Myanmar, de la péninsule du sud-est asiatique et du sud de la chine.
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(Jean 2013). Le coq vert se situe le long des cbtes de Java, en Indonésie. Le coq
gris se retrouve uniquement dans le sud-ouest de I'Inde, en forét. Enfin, le coq de Sri

Lanka se situe a Ceylan, dans les régions forestieres également (Coquerelle 2000).

Pendant longtemps, le coq doré a été considéré comme le seul ancétre de la poule
domestique. Des caractéristiques morphologiques militent cependant pour une
origine diversifiée: la peau jaune du poulet domestique ne peut provenir du coq doré,
qui a la peau grise. Cette caractéristique semblerait étre héritée de Gallus sonnerati
(Eriksson et al. 2008). Ces éléments méritent d’étre confortés afin de préciser

'hypothése d’'une origine mixte.

La divergence du coq doré et du poulet domestique remonterait a 58 000 ans avant
J.C a plus ou moins 16 000 ans (Sawai et al. 2010), bien avant la date présumée de

domestication, entre 6000 et 5500 ans avant J.C .

1.1.1.3 Ladomestication de Gallus gallus domesticus

La domestication modifie les aptitudes physiques, cognitives et comportementales
des animaux, en modelant les traits assurant la survie en milieu sauvage pour
répondre aux besoins des hommes, tels que l'intensité de la ponte, la croissance
rapide ou encore la docilité (Callaway 2016). Cependant, il existe encore de
nombreux polymorphismes ancestraux dans les races modernes de Gallus gallus
domesticus : la variabilité ancestrale, bien que diminuée par la sélection, reste
importante. Certaines caractéristiques sélectionnées, comme la pigmentation par
exemple, présentent méme une plus grande variabilité phénotypique et génotypique

que Gallus gallus.

La race Leghorn, qui est une race sélectionnée moderne, montre de fortes
différences morphologiques et comportementales par rapport au coq doré :

- maturité sexuelle plus précoce (environ 20 % plus jeune)

- ponte plus importante

- poids de I'ceuf plus élevé

- crétes plus larges (réponse corrélée a la sélection sur la ponte)

(Wright et al. 2012)

- individus moins peureux

- baisse d’expression des comportements codteux en énergie (recherche de

nourriture, interactions sociales, ...)
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(Schutz, Jensen 2001; Schiutz et al. 2004).

Un exemple de différence morphologique entre une espece domestique et un coq

doré est visible sur les photos ci-dessous.

Photographie 1: A gauche : coq Leghorn blanc. Extrait de : Feathersite (Cohen
2018). A droite : coq doré. Extrait de : BRUGERE-PICOUX Jeanne et al. Manuel
de pathologie aviaire (Brugeére-Picoux et al. 2015)

La modification de caracteres comportementaux est un effet indirect de la
domestication, et s’explique par le phénoméne de pléiotropie!, ou par la
coségrégation de génes régulant les caractéeres sélectionnés (par exemple la
croissance) et de genes régulant le comportement. Par exemple, HAO1 et BMP2
sont deux genes voisins, localisés sur le chromosome 3, qui régulent a la fois la taille

de la créte et la fécondité de Gallus gallus (Johnsson et al. 2012).

Certains comportements trop colteux en énergie (interactions sociales, ...) ont ainsi
été contre-sélectionnés afin de maximiser les ressources disponibles pour des

caracteres tels que la ponte ou la croissance (Schitz et al. 2004).
1.1.2 Génome de Gallus gallus

1.1.2.1 Séquencage du génome

Chez les oiseaux, le sexe male est homogamétique (ZZ) et le sexe femelle
hétérogameétique (ZW). Pour disposer de la séquence génomique de 'ensemble des
chromosomes de 'espéce, le premier assemblage du génome de Gallus gallus a été
réalisé a partir d'une femelle. C’est un individu issu de la lignée consanguine de coq

doré UCDO001 qui été séquencé, afin de limiter I'’hétérozygotie du génome pour

! La pléiotropie est « un état ou un méme géne gouverne plusieurs caractéres » (Larousse
2017a).
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faciliter 'assemblage de novo du génome. Cet assemblage a été publié en 2004
(Hillier et al. 2004).

Depuis, des techniques de séquencage plus précises ont été mises au point et de
nouvelles parties du génome ont été mieux caractérisées : de nouvelles versions
apparaissent régulierement (Schmid et al. 2015).

La version de référence utilisée dans ce travail est la 5.0 (GCA _000002315.3),
apparue depuis le 16/12/2015 et accessible a [l'adresse suivante:

https://www.ensembl.org/Gallus gallus/Info/Index.

La version 6 du génome (GRCg6) est disponible depuis le 23/02/2018 (Genome
Reference Consortium 2018) a I'adresse suivante :

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/?term=gallus%20qgallus

1.1.2.2 Organisation chromosomique

La taille du génome de Gallus gallus est de 1230,26 Mb (Genome Reference
Consortium 2015).

Une des caractéristiques de la plupart des génomes aviaires est la forte variabilité de
taille des chromosomes, exception faite des rapaces. lls sont répartis en macro- et

micro-chromosomes, comme le montre la figure ci-dessous.
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Figure 1: Caryotype de Gallus gallus. Extrait de NCBI (Genome Reference
Consortium 2015).

En plus de la paire de chromosomes sexuels Z et W, le génome de Gallus gallus
compte 33 paires dautosomes (38 paires d’autosomes et une paire de
chromosomes sexuels sont recensés en cytogénétique), un groupe de liaison
(LGE64), et un ensemble de 15 411 séquences non attribuées a un chromosome et
constituant le groupe Unaff (non représenté sur la figure 1) (Genome Reference

Consortium 2015).
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Le groupe de liaison LGE64 est composé d’alleles pouvant étre reliés de proche en
proche les uns aux autres. Il pourrait correspondre a un micro-chromosome, mais

son origine n’a pas encore été résolue depuis 2004 (Hillier et al. 2004).

La longueur de chaque chromosome est représentée ci-dessous.

L Longueur des chromosomes du génome V5 de gallus
gallus
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Figure 2: Longueur physique (en Mb) des chromosomes de Gallus gallus
domesticus. Inspiré de NCBI (Genome Reference Consortium 2015).

Dans chaque chromosome, que ce soit les autosomes ou les chromosomes sexuels,
il y a un certain nombre de séquences mal localisées. Ce sont des séquences qui ont
pu étre attribuées a un chromosome sans que leur localisation exacte ait pu étre

déterminée.

1.1.2.2.1 Les chromosomes sexuels

Le chromosome W est beaucoup plus petit que le Z : il représente moins de 2 % de
la longueur du génome de Gallus gallus et contient peu de séquences codantes
(0,4 % des génes). Ces séquences codantes comprennent quelques paralogues? de
géenes présents sur le chromosome Z et quelques genes spécifiques de la femelle
(Muir, Aggrey 2003; Ellegren 2011).

2 Paralogues : Génes créés par duplication, présents au sein d’'une méme espéce. lls codent pour des
protéines a fonction similaire mais non identique (Ruckpaul 2006).
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Le chromosome Z représente 80 Mb et 1345 genes y sont recensés dans la version
5 du génome, ce qui représente 1,4 % des génes totaux chez le poulet. Peu de
genes sont recensés sur les chromosomes sexuels comparativement a d’autres
espéeces. Par exemple, chez I'humain, 5,6 % des genes sont liés au chromosome X

et 0,19 % au chromosome Y.

Le chromosome Z porte donc un nombre de genes beaucoup plus important que le
chromosome W, comme chez les mammiféres (X >> Y, en nombre de genes). Chez
ces derniers, un certain équilibrage de I'expression génique (ou compensation de
dose) entre les sexes (femelles XX et maéles XY) est assuré par linactivation
aléatoire et quasi-compléte de l'un des deux chromosomes X chez la femelle
(Gendrel, Heard 2011). Un tel mécanisme n’a pas été mis en évidence chez les
oiseaux, qui présentent un ratio d’expression des génes portés par le chromosome Z

pour les méles/femelles de 1,5 :1 (Ellegren 2011).

Cependant, d’autres mécanismes permettent d’éviter une différence d’expression
trop importante, comme le niveau de méthylation de 'ADN en fonction du sexe
(Kaiser, Ellegren 2006). En effet, la méthylation des régions régulatrices d’'un géne
peut réguler son niveau de transcription. Par exemple, il existe une région du
chromosome Z appelée MHM (région hyperméthylée du male), ou la transcription est
inhibée de maniere sélective. L’expression génétique de cette région n’est pas
inhibée totalement mais elle est régulée de maniéere spécifique pour chaque gene, et
la régulation varie au cours de la croissance des individus. Si certains genes de la
région sont surexprimés chez la femelle (pour compenser la présence d’'un unique
chromosome Z), le niveau d’expression de la plupart des génes du chromosome Z

reste plus faible chez la femelle que chez le male (Ellegren 2011).

Ainsi, plus I'expression des genes du chromosome Z est importante chez le male,
plus I'écart d’expression entre les sexes sera important puisque la femelle ne pourra

pas compenser (Naurin et al. 2012).
Sur 900 génes recensés en 2010 sur les chromosomes sexuels, seuls 21

s’exprimaient dans les tissus somatiques, car la plupart sont liés a la reproduction.

Par exemple, les génes codant pour les ornements des males et les préférences des
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femelles pour ces ornements sont souvent localisés sur les chromosomes sexuels (Li
et al. 2010).

1.1.2.2.2 Les autosomes
Les micro-chromosomes ont une plus forte densité de génes que les macro-

chromosomes, comme le montre la figure 3.
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Figure 3: Densité des génes dans le génome de Gallus gallus. Inspiré de NBCI
(Genome Reference Consortium 2015).

Cela est confirmé par la présence de régions riches en GC (majoritairement
présentes dans les régions transcrites) et en ilots CpG (séquences riches en GC,
présentes au niveau du promoteur et des premiers exons de certains génes). Cela
implique également une plus faible densité en introns, régions inter-géniques et

séquences répétitives (Guizard 2016).

Les macro-chromosomes, quant a eux, ont une densité plus élevée d’éléments
transposables (éléments capables de se déplacer dans le génome) (Burt 2005; Mank
et al. 2007; Guizard 2016).

En cohérence avec la regle du « crossing-over obligatoire » (présence d’au moins un
CO par bras chromosomique lors de la méiose) on observe un taux de
recombinaison plus élevé sur les micro-chromosomes (6,4 cM/Mb ; 1 cM équivaut a
1% de recombinaison environ) que sur les macro-chromosomes (2,8 cM/Mb). Les
changements phénotypiques sont facilités par ce taux de recombinaison élevé
(« brassage génétique »). Par comparaison, les chromosomes humains présentent

une densité de recombinaison comprise entre 1 et 2 cM/Mb (Guizard 2016).
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1.1.2.3 Organisation génomique

1.1.2.3.1 L’ADN codant
L’annotation a permis de mettre en évidence 25 062 génes, qui représentent 49,96 %

du génome (6,63 % pour la partie codante).

La comparaison de la séquence de référence du coq doré avec celles de lignées
chair et ponte a permis de mettre en évidence 15 millions de SNP, ce qui fait donc
une diversité de 2,7 variants par 100 nucléotides (Gheyas et al. 2015). 70 % étaient
communs a toutes les races, laissant supposer que leur origine précéde la
domestication (Ka-Shu Wong et al. 2004).

1.1.2.3.2 L’ADN non codant

Jusqu'a une période récente, 98% des régions non codantes étaient considérées
non fonctionnelles. Aujourd’hui, certains auteurs considerent que pres de 80% des
régions non codantes pourraient jouer un réle dans la régulation de I'expression des

genes (Fatima, Morris 2013).

Les genes ne codant pas pour des protéines peuvent étre transcrits en ARN non
codants (ARNNC). lls sont situés dans les régions inter-géniques ou les introns des
genes traduits. Comme pour les ARN messagers (ou ARNm), des facteurs de
transcription et des mécanismes épigénétiques régulent I'expression des ARNNC.
Leur taille varie de 20 nt a 100 kb, avec des structures tres variées. lls se
répartissent en trois catégories principales :
- Les ARNSs nécessaires a traduction : les ARN ribosomiques et les ARN de transfert.
- Les longs ARN non codants, dont les mécanismes d’action sont encore assez mal
connus.
- Les petits ARN non codants, comme :

e Les ARNsno, ou petits ARN nucléolaires

e Les ARNsn, ou petits ARN nucléaires

e Les ARNpi, ou ARN interagissant avec la protéine Piwi

e Les mIARN ou microARN

e les siARN ou petits ARN interférents (Romero et al. 2012).
Ces deux derniers jouent un rdle central dans les mécanismes d’interférence ARN.
L'interférence ARN est une voie de régulation de I'expression post-transcriptionnelle

des génes (Kim, Rossi 2008).
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Les siARN sont une classe d’ARN double-brin d’environ 20 nucléotides. lls sont issus
soit de matériel exogéne a la cellule, comme de I'ARN viral, soit de matériel
endogene, comme de I'ARN double brin. Ces ARN double brin proviennent de

séquences répétées-inversées ou de transposons.

Les microARN (ou miARN) sont une classe d’ARN non codants simple brin dont la
longueur est de 19 a 25 nucléotides (Fatima, Morris 2013). lls sont endogénes aux
cellules, c'est-a-dire qu’ils sont transcrits a partir du génome comme les genes
codant pour des protéines. lls participeraient a la régulation de I'expression de 60%
des génes.

Deux mécanismes d’action ont été décrits:

- Si TARNm et le miARN ne sont pas parfaitement complémentaires I'un de
'autre (ce qui est le cas le plus fréquent chez les animaux), il y a soit une
inhibition de la traduction, soit une accélération de la désadénylation de la
queue poly-A de ’TARNm, et donc une dégradation de ’ARNm plus rapide.

- Slils sont parfaitement complémentaires, ’TARNm cible sera dégradé par

clivage (Wang et al. 2013).

La premiere identification de miARN chez le poulet date de 2006 (Xu et al. 2006).
Aujourd’hui 907 miARN sont recensés dans la miRBase pour le poulet. lls ont été
isolés a tous les ages, dans un grand nombre de tissus et interviennent dans divers
mécanismes: développement des muscles squelettiques par régulation du récepteur
a la GH (Growth hormone), régulation de la prolifération cellulaire et de I'apoptose,

chondrogenése, immunité, différenciation sexuelle, etc (Wang et al. 2013).
1.1.2.4 Génomique comparative

1.1.2.4.1 Taille du génome de Gallus gallus par rapport aux mammiferes

La taille physique (en Mb) du génome de Gallus gallus représente environ 1/3 de

celle des génomes de mammiferes. Les hypothéses explicatives envisagées sont les

suivantes :

e Les introns des génes aviaires codant des protéines sont en moyenne 50% plus
courts que ceux des mammiferes (Zhang et al. 2014).

e L’ancétre commun des oiseaux et des reptiles aurait subi un grand nombre de

délétions, ce qui se retrouverait sur les séquences des espéces actuelles.
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e Les éléments transposables représentent 4 a 10% seulement du génome aviaire
contre 34 a 52% chez les mammiféres. Il y aurait donc moins de répétitions dans

le génome aviaire (Guizard 2016).

Ces phénomeénes n’expliquent cependant que 25 % de la différence de taille entre
les génomes aviaires et mammiferes. D’autres mécanismes non encore élucidés

participent donc a cette différence de taille du génome (Mank et al. 2007).

1.1.2.4.2 Conservation du génome de Gallus gallus par rapport a ’lHomme
Le génome du poulet est assez proche de celui de 'homme : le taux estimé de
réarrangements inter-chromosomiques entre le poulet et 'Thomme semble plus bas

qu’entre la souris et 'lhomme (Farce 2000).

75 % des régions codantes et 30 a 40 % des éléments régulateurs sont conserves
entre les génomes de 'Homme et du poulet, avec, au final, 2,5 % de séquences
identiques entre les deux especes. 400 régions ultra-conservées de plus de 200
paires de base ont été identifiées. Ces régions représentent globalement 95 % du
génome commun aux deux especes. Certaines sont localisées dans ce qui est
nommé des «déserts de geénes», des régions non codantes mais qui sont

certainement impliquées dans des mécanismes de régulation a distance.
1.1.3 Dimorphisme de I’expression génétique

1.1.3.1 Définition des génes biaisés par le sexe

Lors de I'évolution, la sélection de traits intéressants pour la reproduction chez le
male (exemple: une grande taille du méale permet d’augmenter le succés
reproducteur) provoque logiquement [I'évolution des traits femelles homologues
comme les deux sexes ont un génome commun. Or, cette évolution peut diminuer les
performances reproductrices de la femelle (si la taille de la femelle augmente, sa
fertilité peut diminuer), et donc éloigner la femelle de son optimum de succes
reproducteur. De méme, s'’il y a sélection de traits intéressants pour les femelles au
cours de I'évolution, le risque est un impact négatif sur le succés reproducteur du

male. Cela est décrit comme le conflit sexuel intra-locus.

Une expression génétique différente selon le sexe est alors apparue au niveau des

loci soumis a des contraintes évolutives différentes.
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Ces genes sont qualifiés de « sexuellement antagonistes », c’est a dire bénéficiant a
un sexe, tout en étant neutres ou négatifs pour l'autre (Ellegren 2011). Leur
expression sera donc biaisée par le sexe. L’évolution de ces genes a une influence

significative sur le succes reproducteur.

Un autre mécanisme permettant d’améliorer le succés reproducteur de chaque sexe
est 'empreinte génomique, ou certaines portions du génome ne s’expriment que
dans un sexe. Ce mécanisme est bien décrit chez les mammiferes, mais son

absence a été démontrée chez le poulet (Frésard et al. 2014; Wang et al. 2015).

1.1.3.2 Distribution et sélection des génes biaisés par le sexe

La distribution des génes biaisés par le sexe n’est pas aléatoire dans le génome : |l
y a une surreprésentation des genes biaisés vers le male sur le chromosome Z, et
une surreprésentation des genes biaisés vers la femelle sur les autosomes (Kaiser,
Ellegren 2006; Naurin et al. 2012; Frings et al. 2012). Dans tous les cas, les genes
biaisés par le sexe et pléiotropes sont souvent localisés sur les autosomes car ces
genes influencent également d’autres paramétres pouvant étre indispensables a la

survie.

Cette distribution aurait été causée a l'origine par des migrations de génes entre les
chromosomes sexuels et autosomiques. En effet, les genes favorables a la femelle
ont tendance a disparaitre du chromosome Z. Au contraire, un allele dominant
favorable au male sera plus facilement sélectionné lorsqu'il est sur le chromosome Z
puisqu’il sera porté les 2/3 du temps par un male (Kaiser, Ellegren 2006; Ellegren
2011). De plus nombreuses mutations avantageuses pour le male sont donc fixées

sur le chromosome Z plutét que sur les autosomes.

De plus, les génes évoluent plus vite lorsqu’ils sont sur le chromosome Z car pour 4
copies du méme autosome présentes lors de la reproduction, il y aura seulement 3
copies du chromosome Z. Or, une population réduite permet une pression de
sélection plus importante et donc une plus grande vitesse d’évolution. C’est le « fast
Z-effect » (Mank et al. 2007; Li et al. 2010). Les génes avantageant le male évoluent
donc plus vite lorsqu’ils sont situés sur le chromosome Z, alors que ceux intéressants
pour la femelle évoluent plus vite lorsqu’ils sont sur les autosomes du fait du faible

nombre ou de I'absence de recombinaisons du Z chez la femelle.
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1.2 Ontogénie du dimorphisme sexuel chez Gallus gallus
1.2.1 Théories d’évolution du dimorphisme sexuel

1.2.1.1 Le succes reproducteur
Le succés reproducteur, ou fithess en anglais, est la capacité d'un individu d'un
certain génotype a se reproduire. Il peut étre mesuré par le nombre de descendants

viables et fertiles que produit cet individu par génération (Earl, Whiteman 2015).

Un phénotype permettant le succés reproducteur d’'un sexe n’est pas toujours
favorable a l'autre sexe. En effet, des individus de la méme espéce ayant des
fonctions biologiques identiques ont des forces évolutives différentes, de par leur
nature ou leur intensité, qui s’exercent sur eux: c’est la cause de I'apparition et de
'évolution du dimorphisme sexuel. Une des forces sélectives majeures du

dimorphisme sexuel est la sélection sexuelle.

1.2.1.2 La sélection sexuelle

La sélection sexuelle selon Darwin est « I'avantage reproductif de certains individus
sur leurs congénéeres de méme sexe ». Le succes reproducteur chez un male peut
donc étre mesuré relativement a celui des autres méles, de méme chez les femelles.
Les méales peuvent gagner le droit de se reproduire avec une femelle en combattant
les autres males ou en la séduisant.

Cela induit des comportements tels que la recherche du partenaire, la parade
nuptiale, les combats, le choix du partenaire, la coopération ou la séquestration, etc
(Parker et al. 2013).

1.2.1.2.1 Compétition intra-sexuelle

La compétition intrasexuelle recouvre la compétition pré-copulatoire, c’est a dire la
compétition des individus du méme sexe pour l'accés a la reproduction, et la
compétition post-copulatoire, c’est a dire la compétition spermatique. Un choix doit
alors étre fait lors de I'allocation des ressources. En effet, chez le male, elles peuvent
étre destinées a avoir accés aux femelles grace a des caractéres ornementaux
codteux qui serviront lors des combats entre males, ou favoriser le méale lors de la
compétition spermatique en améliorant la quantité et/ou la qualité du sperme

(Glutton-Brock, Vincent 1991, Parker et al. 2013).
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1.2.1.2.1.1 Sexe soumis a la sélection

Le sexe pour lequel I'accés a la reproduction est limité est celui ou la compétition
intrasexuelle est la plus intense. C’est généralement le male, car une partie n’a pas
acces a la reproduction. Pour beaucoup d’espéces, cet accés restreint entraine donc
une compétition et un choix du partenaire revenant aux femelles, ce qui est le cas

chez Gallus gallus.

Le sex-ratio opérationnel, le taux potentiel de reproduction et linvestissement
parental sont trois parametres qui permettent de définir quel sera le sexe soumis a

une sélection sexuelle intense.

1.2.1.2.1.2 Taux potentiel de reproduction

C’est le nombre maximal de descendants indépendants qu’un individu peut produire
par unité de temps. Le sexe pour lequel ce taux est le plus fort a naturellement
tendance a étre le plus sujet a compétition.

Il dépend de deux parametres :

- De lanisogamie. Les gametes du male sont plus petits, il peut donc en
produire beaucoup plus que la femelle pour un méme codt, ce qui augmente
son taux potentiel de reproduction.

- De linvestissement parental (voir aussi le point suivant). Le temps passé a
s’occuper de la progéniture n'est pas dédié a la reproduction, cela limite le

taux potentiel de reproduction des femelles (Glutton-Brock et Vincent 1991).

1.2.1.2.1.3 L’investissement parental

C’est I'ensemble des investissements qu'un parent consent pour augmenter les
chances de survie de ses descendants. Cela réduit la possibilité du parent d’investir
dans d’autres descendants (Trivers 1972). Cet investissement couvre toute la durée
du cycle de reproduction, de la production de gameétes a la garde et I'élevage de la
progéniture.

Les femelles investissent toujours plus que les méles dans les especes anisogames.
Cela explique la répartition classique des roles sexuels, avec la femelle choisissant

son partenaire.
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1.2.1.2.1.4Sex-ratio opérationnel

Il est défini comme le nombre de femelles fécondables par rapport au nombre de
males sexuellement actifs a un moment donné (Emlen, Oring 1977). Cela ne prend
donc en compte que les individus fertiles et disponibles pour la reproduction.

Il permet d’avoir une idée du nombre de reproducteurs potentiels dans chaque sexe,
et donc de l'intensité de la sélection sexuelle : si un plus grand nombre de males est
disponible, la compétition aura lieu entre eux et le choix reviendra aux femelles.
Lorsque la reproduction des femelles n’a lieu que pendant des périodes de chaleur,
ou lorsque la femelle n’est plus disponible pour la reproduction pendant I'élevage de
la progéniture, le sex-ratio est en faveur du male, puisque celui-ci est toujours
sexuellement actif.

En pratique, le sex-ratio opérationnel est tres difficile a mesurer précisément, mais il
peut étre estime : il est relié au taux de reproduction potentiel, a corriger en fonction

de la mortalité propre a chaque sexe.

1.2.1.2.1.5 Compétition pré-copulatoire

On observe généralement I'évolution de nombreux traits du méle sans que ces
mémes caractéristiques soient modifiees chez les femelles, de par la compétition
intrasexuelle entre males. Le fait que dimorphisme sexuel et polygynie® soient
étroitement liés appuie cette hypothese. Une autre preuve est la corrélation positive
entre la force du dimorphisme sexuel au sein d’une espéce et lintensité de la
compétition entre males pour I'accés aux femelles.

En effet, la grande taille d’'un méle I'avantageant lors des combats, cela lui permet un
accés exclusif a plusieurs femelles, et donc laugmentation de son succes
reproducteur. Comme seuls les plus grands males se reproduiront, il y aura peu a
peu une augmentation du dimorphisme sexuel de la taille en faveur du male
(Fairbairn et al. 2007; Shine 1989).

De méme, des caractéres sexuels secondaires spécifiques du male, comme par
exemple les ergots chez Gallus gallus, peuvent apparaitre au cours de I'évolution,
comme «armes de combat». La sélection sexuelle favorise une « course a

'armement » entre males, ou I'ornement augmentera de taille par exemple. Cette

3 Polyginie: « Cas particulier de la polygamie, dans lequel un homme peut avoir
plusieurs épouses. » (Larousse 2017b)
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course stoppera lorsque le colt de production du caractére dépassera I'avantage
évolutif de le posséder (David, Heeb 2007).

Il existe aussi d’autres types de caractéres sexuels secondaires qui permettent, en
déterminant la valeur du méale, d’éviter les combats dont I'issue est certaine. La taille
de la créte de Gallus gallus, par exemple, permet aux males d’évaluer la valeur de
leurs adversaires potentiels, et donc lissue du combat. Cela évite une dépense

énergeétique inutile.

Ces caractéres sexuels secondaires peuvent cependant avoir un colt de production
et/ou d’entretien non négligeable pour les méales. Une créte développée peut, par
exemple, les rendre plus repérables pour les prédateurs et compliquer leurs
déplacements. Ainsi, un male avec un potentiel génétiqgue adapté a un milieu donné
peut supporter le colt de 'ornement, contrairement aux individus moins adaptés.

Etant donné que les males les plus aptes a la reproduction seront ceux qui arrivent a
survivre tout en ayant les plus grands ornements, cela devient alors un critére
important pour le choix de la femelle : c’est la théorie du handicap (Zahavi 1975).

Cela implique que la qualité de l'ornement varie au cours du temps suivant
'environnement et les qualités de reproduction de lindividu: un coq parasité peut

avoir la créte de couleur moins vive par exemple (David, Heeb 2007).

1.2.1.2.1.6 Compeétition post-copulatoire : la compétition spermatique

Augmenter les dépenses liées a la production spermatique permet d’augmenter le
succes reproducteur du maéle lors d’'un accouplement, mais diminue le nombre
possible d’accouplements totaux. Adapter la taille et la qualité de I'éjaculat selon les
rivaux potentiels et la fécondité de la femelle permet d’augmenter le succeés
reproducteur des males tout en limitant les dépenses énergétiques (Zizzari et al.
2013).

1.2.1.2.1.7 Expression chez Gallus gallus

La compétition intrasexuelle chez Gallus gallus passe par des combats lors de la
mise en place d'une hiérarchie qui déterminera I'accés aux femelles. En effet, le pic
de sécrétion d'androgenes a 30 jours d'age chez le coquelet correspond a la période

ou les relations de dominance entre males se mettent en place.
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L’accouplement d’'une poule et d’'un coq est appelé cochage. Lorsque le nombre de
poules est assez bas pour qu'un coq arrive a s’accoupler avec toutes, 65 % des
descendants du lot sont issus du seul male dominant. Les femelles se reproduisent
le plus souvent avec le male dominant, mais s’accouplent aussi avec les males
subordonnés, méme si dans ce cas les dominants interrompent trés souvent
'accouplement des subordonnés, diminuant ainsi le succés reproductif de ces

derniers.

La hiérarchie n’est pas fixée, avec des males se défiant et la faisant évoluer au cours
du temps. De plus, elle n’est pas linéaire, la corrélation entre rang social et fréquence

d’accouplements reste donc modérée.

La paternité d’'une descendance, et donc le succés de la compétition intrasexuelle
dépend :

- du moment et du succés de I'accouplement des femelles avec les autres males : si
un accouplement avec un second male a lieu 4h aprés le premier, 80 % des
descendants seront issus du second male car le sperme le plus récent est utilisé en
premier pour la fécondation (Pizzari et al. 2002).

- du nombre d’accouplements avec chaque male : lorsque les poules domestiques
vivent en colonie, le nombre d’accouplements par animal a tendance a augmenter
pour étre compeétitif lors de la compétition intrasexuelle post-copulatoire.

- de la durée de survie du sperme : chez la poule domestique, le sperme peut étre
stocké pendant plus de 2 semaines, mais la fertilité diminue avec I'dage du sperme,
apres la premiere semaine.

- de la quantité du sperme des autres males : pendant la compétition spermatique,
c’est un des deux facteurs qui va jouer avec la qualit¢é du sperme. Comme dit
précédemment, un male libere plus ou moins de sperme en fonction de la qualité de
la femelle, et diminue peu a peu la quantité de sperme libérée s'il est le seul a
copuler avec la femelle car il N’y aura pas de compétition post-copulatoire.

- de la qualité du sperme des autres males : elle est évaluée en mesurant la motilité
des spermatozoides, car ces deux parametres sont étroitement corrélés. Plus la
mobilité est haute, meilleures sont leurs chances de féconder car ils survivent plus
longtemps en meilleur état. Les males subordonnés ont des spermatozoides plus

mobiles que les males dominants: les dominants investissent plus d’énergie dans la
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compétition pré-copulatoire, contrairement aux dominés qui investissent dans la

compétition post-copulatoire.

1.2.1.2.2 Compétition intersexuelle

La sélection intersexuelle est la pression sélective exercée sur les individus d’'un
sexe par l'autre sexe, di au choix des individus qui lui donneront des descendants.
Cette forme de sélection, décrite initialement par Darwin, est complémentaire de la
sélection intrasexuelle, les deux étant tres dépendantes l'une de [lautre.
Généralement, ce sont les femelles qui choisissent, mais il arrive que ce soit les
méales, ce qui est nommé « espéces a rble sexuel inversé», ou méme les deux
sexes (Kokko, Jennions 2008). Cette sélection intersexuelle ne se limite pas au choix

du partenaire, ou choix pré-copulatoire, il y a aussi un choix post-copulatoire.

1.2.1.2.2.1Modéles de sélection intersexuelle chez la femelle

e Colt de la sélection intersexuelle
La sélection intersexuelle des femelles sélectionnera certains caracteres ou
comportements des males, via les préférences de la femelle. Elles peuvent étre
apparues par hasard du fait de I'exploitation par les males d’un biais de leur systéme
sensoriel, ou avoir été sélectionnées car ces préférences augmentent le succés

reproducteur des femelles.

Ce choix du partenaire a un codt, qui doit étre inférieur ou égal a 'avantage obtenu,
sinon ce modele ne serait pas sélectionné. Le col(t de cette sélection est di a
I'énergie dépensée pour la recherche du partenaire et au fait que la femelle ne peut
se consacrer a d’autres activités tels que les soins a la progéniture ou la recherche
de nourriture pendant ce temps. Il peut aussi y avoir des codts indirects, comme une

plus grande vulnérabilité aux prédateurs lors de cette recherche.

Cependant, choisir permet d’augmenter le succés reproducteur de la femelle, via des
avantages directs ou indirects.

Les avantages directs peuvent étre de la nourriture apportée par le male, ou des
soins parentaux a la progéniture sous forme de nutrition ou de protection. Le male
peut également étre plus apte a défendre la femelle, ou posséder un territoire
avantageux car riche en ressources.

Les avantages indirects sont des alleles apportés a la descendance, capables

d’augmenter la viabilité des descendants en favorisant 'hétérozygotie, ou capables
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d’augmenter le succés reproducteur des descendants en codant pour des ornements
particulierement avantageux pour la reproduction par exemple. L'emballement
Fisherien* explique la sélection sexuelle de caractéres n'’augmentant pas la viabilité
des descendants (Fisher 1915).

e Méthodes de sélection intersexuelle
Le choix de la femelle commence par I'évaluation de la diversité des males, via un
échantillonnage. Il peut étre aléatoire ou non, avec une ampleur qui dépend du codt
gue peut y consacrer la femelle en fonction du bénéfice espéré. Il y a ainsi 6
stratégies différentes (Jennions, Petrie 2007):
- L'accouplement aléatoire, avec le premier partenaire rencontré : il n'y a pas de
choix mais le codt est nul.
- La stratégie de seuil fixe : les males sont évalués jusqu’a en trouver un de qualité
supérieure a un seuil fixe.
- La comparaison séquentielle : évaluation successive de tous les males, des que la
qualité du dernier male est inférieur au précédent, choix de I'avant-dernier (Bateson
1983).
- La décision en une étape : évaluation successive de tous les males rencontrés,
choix dés que le male se révele avantageux vis a vis de I'échantillonnage et du colt
de 'évaluation (Janetos 1980).
- regle d’interruption optimale : choix en fonction des qualités probables des autres
males, mais ignorance de la réelle distribution de ces qualités (Dombrovsky, Perrin
1994)
- comparaison groupée : évaluation d’un groupe de males rassemblés et choix du
meilleur (Reynolds, Gross 1990; Janetos 1980).

1.2.1.2.2.2Criteres de sélection intersexuelle chez la femelle
Les critéeres influencant la sélection peuvent étre visuels, chimiques, sonores ou
tactiles. Ils peuvent correspondre a des caractéristiques physiques,

comportementales ou écologiques du male.

4 Un caractére attirant le sexe opposé est sélectionné. Lattirance du sexe opposé rend ce
caractére avantageux a posséder car cela augmentera la fertilité de I'individu. Au cours des
générations, le caractére deviendrait alors de plus en plus prononcé, jusqu’a ce que le colt
de production de ce caractére dépasse I'avantage sélectif de le posséder (Fisher 1915).
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Ces criteres donnent des informations directes telles que la possibilité de transmettre
ou non des parasites a la femelle, la vigueur du male, ... et indirectes telles que la
gualité génétique.

Plusieurs critéeres sont pris en compte, car ils peuvent n’étre pas assez pertinents a
eux seuls ou apporter des informations différentes sur le méale. Une combinaison de
signaux est donc nécessaire pour connaitre la valeur d'un male (Moller,
Pomiankowski 1993).

Les femelles peuvent étre plus sensibles a des signaux composés qu’a des signaux
simples. Cela est di a une coévolution antagoniste : les males exploitent les biais
sensoriels des femelles pour étre choisis, mais si ce choix diminue le succés
reproducteur de la femelle, il ne sera pas sélectionné et les femelles seront donc
moins sensibles a ce signal. Retenir l'attention des femelles nécessite alors
d’accumuler les signaux (Holland, Rice 1998).

Ces signaux ont une influence les uns sur les autres, avec un signal pouvant modifier
le colt d’'un autre, se potentialiser ou encore modifier I'attention portée par la femelle

aux autres signaux (Ryan 1990).

La décision d’accouplement ne dépendra pas que du choix de la femelle : il peut étre
modifié par la sélection intrasexuelle, si le méle choisi a été rendu inapte a la
reproduction par des combats par exemple. Des facteurs tels que le milieu de vie ou
une stringence trop importante pour retrouver le partenaire choisi peuvent aussi

modifier le choix final.

1.2.1.2.2.3Sélection post-copulatoire chez la femelle

Une fois I'accouplement terminé, la femelle a encore la possibilité d’influer sur le
géniteur de sa progéniture, via le devenir des gameétes. Ce choix est nommé « choix
cryptique des femelles » (Eberhard 1996). Quelques mécanismes vont étre décrits

ensuite, mais il en existe de nombreux autres.

Chez certains oiseaux, la femelle peut rejeter le sperme tout juste entré par des
contractions cloacales (Pizzari, Birkhead 2000). Elle peut aussi choisir les
spermatozoides fécondants en empéchant la progression de certains gamétes dans
les voies génitales, ou en empéchant leur activation ou leur survie (Eberhard 1996).
Chez certaines especes comme le vison, la copulation avec un autre partenaire
choisi par la femelle induit un avortement si cet accouplement peut mener a une

nouvelle progéniture (Hansson 1947). Si un autre male que le géniteur va tuer les
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petits a la naissance, il est inutile que la femelle supporte le colt d’'une gestation.
C’est le cas chez plusieurs espéces de rongeurs, ou une femelle mise en contact

avec un male inconnu va avorter (Eberhard 1996; Cunningham, Birkhead 1998).

1.2.1.2.2.4 Sélection intersexuelle chez le male

La compétition intersexuelle n'est pas que le fait de la femelle. Le male exprime
également des préférences, plus ou moins fortement. En théorie, il serait logique que
les préférences du male soient plus marquées si les partenaires sexuels disponibles
sont de qualité tres différente, si le colt de recherche du partenaire est bas, ou si
linvestissement parental du male est important. Dans ces cas de figure,
'amélioration du succés reproducteur obtenu en réalisant une sélection compense
largement les dépenses énergétiques engendrées (Chenoweth et al. 2006). Le male
s’accouplera toujours avec une femelle, méme si celle-ci a un taux de fertilité trés
faible, s’il peut le faire sans impacter le succés reproducteur de ses futurs

accouplements.

Lorsqu’'un male choisit sa partenaire, le but est de trouver la femelle la plus fertile
possible pour avoir une meilleure probabilité de survie de la descendance, et donc

une augmentation du succes reproducteur.

Le choix d’'une femelle doit donc dépendre de critéres morphologiques fortement
corrélés a la fertilité. Ce peut étre la taille ou la masse, mais dans certaines espéces
ces criteres ne sont pas pertinents. Il y a alors nécessité pour la femelle de
développer des caractéres ornementaux ou des signaux corrélés a la fécondité. Cela
est plus complexe que dans le cas des males, car la majorité des ressources de la
femelle sont dédiées a la survie de la progéniture. Comme produire un signal efficace
a un certain coQt, si ce codt est trop important, il sera négativement corrélé a la
fertilité car ces ressources ne seront pas dépensées pour la survie de la progéniture.
La conséquence est que généralement les femelles ont une sélection sexuelle
convexe. Il y a une stabilisation de la sélection sexuelle en faveur de femelles
possédant une certaine taille des caracteres ornementaux, et les femelles qui ne
possedent pas ces caracteres, comme les femelles chez qui ils sont trop importants,

ne seront pas préférées par les males.

Les males, au contraire, ont une sélection sexuelle linéaire car les femelles

choisissent les méales avec les caracteres ornementaux les plus colteux. lls sont
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donc souvent de grande taille, ou tres colorés (Chenoweth et al. 2006). Cependant,
cette linéarité ne reste valable que jusqu’au moment ou le colt de production de
'ornement devient trop important : ensuite, le succes reproducteur et/ou la survie
seront impactés. Les ornements ne dépassent donc jamais une certaine taille. Par
exemple, une sélection artificielle pour produire des males a large créte a démontré
une corrélation négative entre le succes reproducteur et une trop grande créte, car
cela impacte les performances de reproduction de I'animal étant donné le colt de

production de 'organe (von Schantz et al. 1995).

1.2.1.2.2.5 Expression chez Gallus gallus

La parade nuptiale de Gallus gallus domesticus n’a pas évolué et reste similaire a
celle du coq doré. Les femelles montrent une préférence pour les males a haut statut
hiérarchique. Elles passent plus de temps prés d’eux, car ils attirent 'attention des
femelles via I'émission de vocalises caractéristiques lors de la découverte de
nourriture, les males dominants consacrant beaucoup plus de temps a la parade
nuptiale.

lIs sont également plus vigilants vis a vis des prédateurs. Seuls leurs signaux
d’alarme sont liés de fagon certaine a la présence, ou non, de prédateurs (Pizzari et
al. 2002). La conséquence est que le nombre d’accouplements et le succes
reproducteur d’'un male sont liés a la fréquence des signaux d’alarmes que celui-ci

émet.

De plus, I'éjection du sperme via des contractions cloacales est négativement
corrélée au statut social : plus un male est dominant, moins il aura de chances de

voir son sperme éjecté (Pizzari et al. 2002).

En présence de femelles, les méales battent plus souvent des ailes, et le choix des
femelles se porte sur les males exprimant le plus ce comportement. Les males
sexuellement actifs I'expriment le plus car il est colteux en énergie. Ce
comportement donne donc une indication sur la condition physique de l'individu et
sur son intérét comme partenaire. Il donne aussi une idée du statut social, les

dominants battant plus souvent des ailes (Leonard, Zanette 1998).

Le plumage du coq ne semble pas étre un critere de choix pour la femelle chez
Gallus gallus (Ligon, Zwartjes 1995). Cependant, dans de nombreuses autres

especes d'oiseaux, le dichromatisme sexuel semble étre associé au choix de la
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femelle (Owens, Hartley 1998), ou a la compétition intrasexuelle entre méales (Dunn
et al. 2015; Greene et al. 2000)

e Exemple d’évolution d’un caractére sexuel secondaire : la créte
La préférence des femelles pour des males a créte large et de couleur vive a été
démontrée, tant chez le coq doré que chez le poulet domestique. Cet ornement est
directement lié au statut social de lI'animal, a sa condition physique et a sa
résistance aux parasites (Zuk et al. 1998). Cependant, une autre étude n’a pas
retrouvé l'influence de ce caractére ornemental sur le choix de femelles de race
Leghorn, sans proposer d’explication a ce résultat (Leonard, Zanette 1998). C’est
peut-étre parce que les cogs Leghorn ont tous des crétes de grande taille que ce

critere ne semble pas discriminant pour les femelles de cette race.

Lorsque I'on étudie une population de poulets domestiques revenus a I'état sauvage,
trois des genes évoluant le plus rapidement concernent la taille de la créte, qui va
augmenter. C’est un des caractéres ornementaux non sélectionné chez les lignées
industrielles, car il y a peu de place pour la sélection sexuelle.

Ceci démontre bien qu’une pression de sélection trés forte s’exerce sur les
caracteres sexuels secondaires des males dés qu’une sélection sexuelle se met en

place (Callaway 2016).

Chez la femelle, la taille de la créte suit une sélection sexuelle linéaire, dans la
mesure ou la taille de la créte n’entraine pas un colt de production prohibitif. La
créte, dont la croissance chez la femelle est sous controle du 17- B-cestradiol, est un
fort marqueur de la disponibilité sexuelle de I'animal car I’age de maturité sexuelle
est étroitement lié a la taille de la créte. En effet, les deux caractéres sont supposés
étre régulés par un méme gene ayant des effets pléiotropiques, ou par des genes
voisins (Wright et al. 2012). D’autres parameétres peuvent influencer la taille de la
créte : elle joue un réle important dans la déperdition de chaleur en augmentant la
chaleur dissipée. Cela permet une adaptation a la chaleur ambiante et cela joue

également un réle dans l'efficacité alimentaire chez le poulet.

Les femelles a plus grande créte auront la préférence des males, qui s’accoupleront
plus avec elles, et libéreront une plus grande quantité de sperme lors de la

fécondation. Ce signal est efficace car la taille de la créte est positivement corrélée
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avec le poids de I'ceuf, et donc la fertilité (Cornwallis, Birkhead 2006; Pizzari et al.
2003).

Ces signhaux varient au cours du temps pour éviter une fécondation qui ne
déboucherait sur aucune descendance. Pendant la couvaison, lorsque la femelle
n‘est pas disponible pour une fécondation, la taille de la créte diminue. Elle
augmentera une fois la femelle de nouveau disponible, aprés I'éclosion (Cornwallis,
Birkhead 2006).

1.2.1.3 Divergence de niches intraspécifique
Les études ayant défendu cette théorie reposent souvent sur un niveau de preuve

assez faible, la rendant trés controversée (Shine 1989).

1.2.1.3.1 Réles propres a chaque sexe

L’évolution du dimorphisme sexuel serait influencée par les différences dans le role
reproducteur des males et des femelles. Les femelles, qui supportent le colt
energétique de l'oviposition, de la couvaison et de I'élevage des petits chez Gallus
gallus, utilisent leurs ressources énergeétiques pour la reproduction plutdét que leur
propre croissance. Au contraire, les males qui ont un réle de défense du territoire,
privilégieront leur propre croissance. Cette différence de réle engendrerait un
dimorphisme sexuel de taille. Le sexe assurant les soins a la progéniture a souvent

un plumage plus cryptique, pour mieux se dissimuler (Shine 1989).

Mais les forces sélectives ne s’exercent pas toutes dans le méme sens chez un
méme individu: la fécondité et la taille sont positivement corrélées chez les femelles.
Or, elles sont souvent de petite taille lorsqu’elles consacrent leur énergie a la
progéniture (Fairbairn et al. 2007). Il existe donc un optimum, ou la masse de la
femelle est assez grande pour supporter le colt engendré par la reproduction, et pas

assez pour que les ressources consacrées a la croissance pénalisent sa fécondité.

1.2.1.3.2 Diminution de la compétition intersexuelle

Une autre théorie, rejoignant la sélection naturelle, est que le dimorphisme sexuel
permet la diminution de la compétition intersexuelle. En effet, des tailles différentes
permettent I'occupation de niches écologiques différentes. La longueur du tarse est
un des parametres mesurés pour la quantification du dimorphisme sexuel chez les
oiseaux, et une différence de taille entraine une séparation des niches écologiques

entre les sexes dans le groupe des échassiers (Shine 1989).
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Dans le cas de régimes alimentaires différents, trois explications peuvent étre
avancées : un besoin nutritionnel différent pour les femelles, une différence de taille
entre les sexes empéchant 'accés a la méme ressource, et I'occupation de deux
habitats différents. Par exemple, en période de reproduction, la cane mange plus
d’aliments d’'origine animale que le canard, qui mange plus de végétaux. La

morphologie des lamelles de leur bec est donc différente (Shine 1989).

L'intérét de cette divergence des niches est la coopération dans I'exploitation, c’est a
dire que les ressources d’un écosystéme sont exploitées a leur maximum par une
méme espece avec une diminution de la compétition entre les sexes. Dans une
espéce de salamandre semi-aquatique, le régime alimentaire est plus ou moins
sexe-dépendant selon la densité de la population : lorsque la densité augmente, la
différence d’exploitation des ressources augmente entre les sexes pour diminuer la

compétition intersexuelle (De Lisle, Rowe 2015).

1.2.1.3.3 Dimorphisme sexuel et différences écologiques
Les différences entre les sexes dans I'exploitation de leur environnement peuvent
étre (Shine 1989):

- Une source de forces sélectives pour le dimorphisme sexuel (Stephens, Wiens
2009).

- Une conséquence passive du dimorphisme sexuel, qui a évolué pour d’autres
raisons, telle que la sélection sexuelle.

- Une adaptation qui, en minimisant la compétition intra spécifique, a diminué le
dimorphisme sexuel.

- L'expression de contraintes empéchant I'évolution vers un degré extréme de

dimorphisme sexuel.

Dans certains taxons, il existe un fort dimorphisme sexuel sans divergences
ecologiques, suggérant que le modéle de differences écologiques comme cause
d’évolution ne suffit pas a expliquer tous les cas de dimorphisme sexuel.

Si l'activité sexuelle est saisonniere et que les caractéres ornementaux sont
défavorables a l'alimentation de par la théorie du handicap, il peut exister des

variations saisonniéres de l'intensité du dimorphisme.
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Lorsque les différences écologiques entre les sexes ne sont ni des adaptations, ni
des forces évolutives du dimorphisme sexuel, alors elles peuvent étre qualifiees

d’épiphénoméne, c’est a dire sans role évolutif significatif (Shine 1989).

La plasticité phénotypique sexuelle peut évoluer en fonction de I'environnement ou
vit 'animal, comme toute autre caractéristique phénotypique. Généralement, un des
sexes est plus sensible que l'autre aux perturbations environnementales. Par
exemple, le dimorphisme de pigmentation retrouvé chez une espéce de libellule est
corrélé au niveau d’exposition aux radiations solaires (Cooper et al. 2016).

Les facteurs environnementaux peuvent donc contribuer & modifier le dimorphisme
sexuel, que ce soit par la disponibilité des ressources ou des mécanismes

épigénétiques.

De plus, les traits dimorphiques sont colteux en énergie pour I'animal lors de la
croissance : l'accés a la nourriture peut, par exemple, influencer I'évolution du
dimorphisme de taille. Moins de nourriture restreindra la croissance des animaux de
grande taille, ce qui diminuera la différence entre les sexes (Fairbairn et al. 2007).

Une hypothése avancée pour expliquer cette difféerence de réponse serait que le
male est capable de se reproduire quel que soit sa taille, contrairement aux femelles

pour lesquelles une taille minimale est requise.

Conclusion :

La variation des ornements entre males et femelles n'‘est pas le produit d’un
mécanisme unique. Par exemple, la couleur du plumage et le poids corporel sont
trés différents entre les deux sexes, mais I'un est associé au choix de la femelle, et
'autre a la compétition intrasexuelle (Owens, Hartley 1998).

Les sélections intra- et intersexuelles définissent, ensemble, la sélection sexuelle.
Longtemps, les deux phénomenes ont été étudiés séparément. Pourtant, ils
interagissent trés souvent, de maniere simultanée ou décalée dans le temps. La
femelle qui incite aux combats entre males rivaux en est un exemple. Autre exemple,
une forte compétition intrasexuelle interdira I'accés a la reproduction a certains
males, avant méme que le choix des femelles intervienne. Ensuite, ce sont les
femelles qui détermineront quels seront les males qui pourront se reproduire parmi

ceux restants.
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C’est donc le bilan des forces qui permet de prédire I'évolution d’'un caractére. Par
exemple, la taille corporelle du méale ne dépendant pas que d’'une force, il est
impossible de prévoir son évolution en ne prenant en compte qu'un parametre
(Fairbairn et al. 2007).

Ces forces peuvent étre de méme nature (linéaire ou disruptive), et prendre des
directions similaires ou opposées. Les deux forces, compétition intra et intersexuelle,
agissent simultanément et toutes deux de maniere linéaire sur la couleur et la taille

de la créte chez le coq doré, par exemple (Hunt et al. 2009).

Si les forces sont de méme nature et de méme direction, et ne divergent que par leur
intensité, le gradient sera identique. Mais si les forces divergent, le gradient final sera
identique a la nature et a la direction de la force la plus importante, et différera
totalement des caractéristiques de la plus faible. L'étude d’'une seule force peut donc

étre trompeuse (Fairbairn et al. 2007).

Chez la plupart des espéces d'oiseaux, le male est l'individu de plus grande taille.
On parle alors de dimorphisme sexuel en faveur du méle. Cela est vrai pour les cinq
traits morphologiques suivants : masse corporelle, longueur de l'aile, du tarse, du
bec et de la queue.

Or, les corrélations entre ces 5 traits sont généralement faibles dans les especes
d’oiseaux sauvages étudiées, ce qui peut laisser supposer que le dimorphisme
sexuel de chaque trait est d0 a des forces évolutives différentes (Fairbairn et al.
2007).

Il y aura une augmentation de dimorphisme sexuel lorsque le gradient des forces met

en place une sélection disruptive comme représentée ci-dessous.

Disruptive Selection

s’ Before
— After

Figure 4: Evolution de la population avec une pression de sélection disruptive.
Extrait de Wikimédia Commons (Colvin 2010)
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Par exemple, un male au plumage brillant aura un succes reproducteur augmenté de
par son succés dans la compétition intrasexuelle. La sélection des males ira donc
vers un plumage de plus en plus chatoyant jusqu’a atteindre un optimum qui
n’'impacte pas trop la survie. Au contraire, une femelle au plumage terne sera plus
apte au camouflage, et augmente donc ses chances d’élever sa progéniture : la
sélection des femelles ira vers un plumage plus terne. Dans ce cas-la, la sélection
est dite disruptive et le dimorphisme sexuel de couleur du plumage augmente.

Au contraire, une pression de sélection directionnelle ou stabilisatrice diminuera le

dimorphisme sexuel, comme représentée ci-dessous.

Directional Selection Stabilizing Selection
s Before

S After

Figure 5: Evolution de la population suite a une pression de sélection
directionnelle (a gauche) et stabilisatrice (a droite). Extrait de Wikimédia
Commons (Colvin 2010)

Les parametres influencant le dimorphisme sexuel peuvent varier au cours du temps,
étre sexe-dépendant ou encore s’influencer les uns par rapport aux autres (Renard
2008).

Le dimorphisme sexuel difféere en fonction de I'environnement ou grandissent les

individus et la sensibilité de réponse est espeéce-dépendante.

Il existe une tres grande variété de formes de dimorphisme sexuel chez les oiseaux,
certaines espéces ayant des morphologies si différentes que les males et les
femelles ont d’abord été classifiés comme deux especes distinctes. D’autres especes
ne different que par de fortes variations de masse corporelle (Owens et Hartley
1998).

1.2.2 Mise en place du dimorphisme sexuel
1.2.2.1 Lors de I’'embryogenése

1.2.2.1.1 Détermination sexuelle

DMRT1 est un géene qui code pour un facteur de transcription conserve entre oiseaux

et mammiferes. C’est le principal régulateur de la différenciation des gonades lors de

'embryogenése. Son mode d’action semble étre dose-dépendant, puisque le géne
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DMRTL1 doit étre impérativement présent en double exemplaire pour I'induction de
'organogenése des testicules (Smith et al. 2009). S’il est présent en un seul
exemplaire chez les oiseaux, les gonades deviendront des ovaires (Lambeth et al.
2014). 1l est donc porté par le chromosome Z, ou le manque de compensation de
dosage du chromosome Z permet d’orienter la différenciation des gonades selon le
sexe (Bellairs, Osmond 2014). En conclusion, l'initiation de la différenciation vers des
testicules est possible par la surexpression de DMRT1 chez le méle, causée par la

présence de deux copies du gene.

Une fois 'organogenése des gonades initiée grace a DMRT1, la quantité d’aromatase
va conditionner le devenir des gonades lors des premiers stades de différenciation. A
ce moment, le nombre de copies de DMRT1 que possede l'animal n’a plus
d’influence sur le devenir des gonades. L'aromatase est une enzyme du cytochrome
P450 qui catalyse de maniére irréversible la derniere étape de conversion des
androgenes en cestrogénes. A concentration d’aromatase élevée, il y a
majoritairement présence d'oestrogénes, et a concentration d’aromatase basse, ce

sont les androgénes qui sont majoritaires.

Une réversion de sexe (femelle --> méle) peut étre obtenue en injectant in ovo avant
le 5éme jour d’incubation du fadrozole, un inhibiteur de I'aromatase. Les animaux
sont alors hétérogames (des femelles génétiquement), mais possedent 1 ou 2
testicules (Baéza, E., Brillard, J.P 2005). Une forte concentration d’aromatase permet
donc le développement d’ovaires, méme chez un oiseau génétiquement male, c'est-
a-dire homogamétique. Au contraire, chez un animal n’ayant pas assez d’aromatase,
ce sont des testicules qui se développeront quels que soit ses chromosomes sexuels
(Lambeth et al. 2016).

Cependant, plus tardivement au cours du développement embryonnaire, ces
gonades deviennent insensibles a l'influence de cette hormone (Lambeth et al.
2016).

1.2.2.1.2 Dimorphisme sexuel embryonnaire

A 30h de développement embryonnaire, les males sont a un stade de
développement plus avancé et ont une activité de transcription plus élevée que les
femelles, cette différence disparaissant ensuite vers 50h. En effet, comme des le
début de 'embryogeneése il N’y a pas de compensation de dosage des chromosomes

sexuels, la quantité de transcription au niveau des chromosomes sexuels est plus
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importante chez le méale. C’est le cas pour dix génes portés par le chromosome Z et
surexprimés chez le méle qui participent au métabolisme des sucres (dont le cycle
principal est la néoglucogenése) et des acides gras, ainsi qu’aux cycles énergétiques
cellulaire et mitochondrial dés les stades embryonnaires les plus précoces. A 25h
d’'incubation, les embryons males grandissent donc plus vite que les femelles
(Tagirov, Golovan 2015). En conclusion, les différences phénotypiques retrouvées
chez les jeunes embryons seraient dues a une non-compensation de dosage du
chromosome Z, qui entrainerait une expression plus élevée de génes stimulant le
cycle cellulaire (Tagirov, Golovan 2015).

Ceci suggere que des prémices du dimorphisme sexuel s’établissent trés t6t lors du

développement.

Une réversion de sexe avant le 5™ jour influence la typologie et la croissance des
muscles qui se développent avant I'éclosion, comme le muscle Sartorius, mais les
muscles se développant plus tardivement ne sont pas modifiés (Baéza, E., Brillard,
J.P 2005).

1.2.2.2 A I’éclosion

Généralement, les différences morphologiques sont infimes, avec I'absence de
caractéres sexuels secondaires visibles et un poids identique a I'éclosion (Jacob,
Mather 2000).

Il existe cependant des exceptions comme la longueur des rémiges (ou plumes des
ailes) primaires et secondaires chez certaines races qui est utilisée pour le sexage
dans les filieres industrielles. En effet, le locus K porté par le chromosome Z controle
la vitesse d’emplumement des ailes. Il possede deux alleles, K*N (emplumement
rapide) et K*K (emplumement lent). L'alléle dominant est K*K. Si la mere est
hémizygote K*K, et le pére homozygote K*N/K*N, les poussins males seront
hétérozygotes K*N/K*K et donc a emplumement lent et les femelles K*N et donc a

emplumement rapide.

Ainsi, les femelles auront une de leurs rangées de plumes (les primaires) qui seront
déja plus longues a I'éclosion que l'autre (les plumes de couverture). Au contraire,
les deux types de plumes sont quasiment de la méme longueur chez le male comme

le montre la figure ci-dessous.
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Figure 6: Dimorphisme sexuel a I'éclosion permettant le sexage. A gauche:
femelle ayant les rémiges primaires plus longues que les secondaires, ou
plumes de couverture. Au centre: male ayant les rémiges primaires plus
courtes que les rémiges secondaires. A droite : male ayant toutes les plumes
de la méme longueur. Extrait de Ross broiler management handbook 2018
(Aviagen 2018).

D’autres croisements peuvent mener a des couleurs de duvet spécifiques de chaque
sexe. C’est le cas de la mutation B*B, pour barrure liée au sexe, ou les males
homozygotes B*B ont une tache blanche sur la téte que les femelles hémizygotes

B*B n’ont pas.

La visualisation de caractéres dimorphiques présents chez I'embryon est une piste
de recherche aujourd’hui pour permettre un sexage dans l'ceuf. Cela éviterait la

destruction des poussins males d’un jour dans la filiere ponte par exemple.

Le dimorphisme sexuel a la naissance ne permet donc pas de prédire celui des

adultes.

1.2.2.3 Développement du dimorphisme sexuel de taille

A I'age adulte, chez des poulets de chair de lignée Ross de 50 jours, le méle pése
3,4 kg, contre 2,9 kg pour la femelle (Rondelli et al. 2003).

Une telle différence se vérifie dans 139 races différentes, avec des males en

moyenne 1.22 fois plus lourds que les femelles (Remes, SzéKely 2010).

Les males ont un meilleur indice de conversion alimentaire, ce qui peut s’expliquer
par un démarrage plus tardif du dépbt de graisse, avec un dépot de gras abdominal,
intra et intermusculaire plus faible que les femelles (Rondelli et al. 2003).

A linverse, les males ont une masse musculaire plus développée, avec une
carcasse, des filets, des gésiers, des ailes, des pattes et un foie plus lourds que les
femelles a I'abattage (Johnson 1988; Benyi et al. 2015; Rondelli et al. 2003).
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1.2.2.3.1 Apparition du dimorphisme de taille
Le dimorphisme sexuel de taille en faveur du méle peut se mettre en place de trois

manieres différentes : les males peuvent étre plus gros que les femelles des la
naissance, la durée de croissance des males peut étre plus longue, ou le GMQ des
males peut étre plus important (Renard 2008). Chez Gallus gallus domesticus, les
deux sexes ont le méme poids a la naissance. La figure ci-dessous montre que le

GMQ des méles est plus important que celui des femelles (Johnson 1988).
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FIGURE 1. Liveweight gain of male (@) and female (O)
broiler chickens from two commercial strains from 1 to 63
days of age.

Figure 7: dimorphisme sexuel du GMQ de poulets de chair entre 0 et 2 mois.
Extrait de Johnson, Diminution of pulsatile growth hormone secretion in the
domestic fowl (Gallus domesticus): evidence of sexual dimorphism (Johnson
1988).

Selon d’'autres auteurs, le dimorphisme sexuel de taille chez le coq doré serait
expliqué a la fois par un plus fort GMQ des males, mais €également par une durée de

croissance plus longue (Parker, Garant 2005).
Les traits liés a la taille du corps sont fortement corrélés entre eux car si 'un d’entre

eux est sélectionné, les autres co-évoluent généralement de la méme maniere
(Parker, Garant 2005; Baéza, E., Brillard, J.P 2005; Jacob, Mather 2000).
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Ces différences semblent étre causées par une variation du niveau de sécrétion de
GH selon le sexe de l'animal a partir de 7 jours d’age. Cette hormone agit sur la
synthese protéique : elle pourrait jouer un role dans le taux de croissance supérieur
des males ainsi que dans les difféerences musculaires observées. Une perturbation

des hormones stéroidiennes affectera aussi la croissance (Johnson 1988).

Les hormones sexuelles ne semblent pas avoir d’influence sur l'apparition du

dimorphisme sexuel de taille (Lambeth et al. 2016).

1.2.2.3.2 Influence de la domestication

La différence de poids entre méales et femelles d'une méme espéce, mesurée par
I'Index de Dimorphisme Sexuel (IDS), n’a pas été modifiée par la domestication mais
elle 'a été par la sélection, comme par exemple chez la dinde. Les espéces
sauvages ont généralement une plus grande hétérogénéité d’IDS, avec une valeur
extréme pour le coq doré chez qui le male pése 1.7 fois plus que la femelle (Fairbairn
et al. 2007).

La regle de Rensch (Rensch 1950) définit une relation allométrique entre le poids
corporel des femelles et celui des males. Cette relation est la suivante : avec
'augmentation du poids corporel de I'espéce, le dimorphisme sexuel de taille en
faveur du méale augmente et le dimorphisme en faveur des femelles diminue.

Cette regle est bien étudiée et valable dans de nombreux taxons mais des

exceptions existent, particulierement lorsque la femelle est plus grosse que le méle.

La cause de cette relation allométrique n’est pas encore bien comprise, et de
nombreuses hypothéses ont été formulées. La plus solide est une sélection sexuelle
qui conduit le sexe le plus influencé (souvent le méale) a une évolution de son poids
corporel, sans que l'autre sexe soit soumis a la méme intensité de pression

évolutive.

Cette régle a été étudiée sur des populations animales sauvages (faisan, coq doré,
etc), mais elle ne s’applique pas au poulet domestique (Remes, SzéKely 2010). En
effet, lors de la sélection effectuée par 'lHomme a des fins zootechniques, les
facteurs qui font d’'un animal un reproducteur ne sont pas les mémes qu’en milieu
sauvage (GMQ, intensité de ponte, ...). De plus, la compétition entre males est faible

voire inexistante dans les populations d’élevage : la sélection sexuelle n’existe
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presque plus. Il a aussi été démontré que la direction et l'intensité de sélection de
traits communs aux deux sexes aurait tendance a augmenter le dimorphisme sexuel
(Cox, Calsbeek 2009). Or, en captivité, on recherche une homogénéité d’évolution de

ces traits.

1.2.2.4 Développement des caractéeres sexuels secondaires

1.2.2.4.1 Description des caracteres sexuels secondaires
Chez les oiseaux, le sexe qui est soumis a une compétition intrasexuelle est souvent
de plus grande taille et posséde plus d’ornements. C'est donc le coq qui est

concerné chez Gallus gallus.

De fagon assez schématique, le male (Jacob, Mather 2000; Leonard, Zanette 1998):
- est plus gros

- a une créte et des oreillons plus développés

- a une créte rigide et qui reste dressée alors que celle de la femelle peut tomber
d’'un cété chez les races a créte simple

- possede des ergots a chaque patte, absents chez la poule

- a un chant différent de la poule

- a une couleur de plumage plus variée et plus vive

- a les plumes de la queue plus longues et plus dressées

- a des plumes de couverture sur le dos que ne possede pas la poule.

Les différences morphologiques sont visibles sur la figure ci-dessous.

WL
PR

Wy -
Figure 8: Différences morphologiques visibles entre le coq et la poule.
Encadrés respectivement en rouge, bleu et vert : Dimorphisme sexuel de la

créte, de la queue et des ergots. Inspiré de Jacob et Mather, Capons (Jacob et
Mather, 2000).
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Il existe toutefois de nombreuses races de poules tres différentes, et, pour certaines,

un ou plusieurs points évoqués ci-dessus ne sont pas exacts.

1.2.2.4.2 Apparition des caracteres sexuels secondaires
L'apparition des caractéres sexuels secondaires est contrélée majoritairement par les

hormones sexuelles qui jouent un réle prépondérant. Les androgenes sont produits
par les testicules et les cellules médullaires des ovaires. lls seront ensuite convertis

en cestrogénes grace a la présence d’aromatases chez la femelle (Sturkie 2012).

Cependant, la pousse des ergots n’est déterminée que par le sexe génétique de
'animal. Des caractéres comme celui-ci, qui se développent indépendamment des
profils hormonaux de I'animal, montrent qu’'une partie de la différenciation sexuelle
des cellules est autonome : quel que soit le contexte dans lequel est placé la cellule,
elle exprimera toujours des caractéristiques spécifiques a un sexe (Sturkie 2012;
Jacob, Mather 2000; Lambeth et al. 2016; Zhao et al. 2010; Tagirov, Golovan 2015).

Un des caractéres sexuels secondaires dépendant de la concentrations d’hormones
sexuelles est la créte. En effet, la maturité sexuelle de I'animal et le développement
de sa créte sont étroitement liés dans les deux sexes (Joseph et al. 2003; Yoshioka
et al. 2010). La croissance de la créte et des caroncules est contrdlée par les
concentrations sanguines d’androgenes principalement, ces appendices étant
beaucoup moins sensibles aux cestrogénes. La concentration de testostérone est
plus faible chez la femelle, qui a donc des appendices plus petits. Elle est maximale
3-4 semaines avant I'entrée en ponte chez les pondeuses, et diminue ensuite. Il y a
donc, annuellement, une augmentation de taille de la créte lors de I'entrée en ponte,
puis une régression lorsque celle-ci est terminée.

La sensibilité de la créte a la production d’androgénes differe selon les races. La
Leghorn blanche y est 15 fois plus sensible que la Rhode-Island rouge, et a par
conséquent une créte plus grande, comme le montrent les photos ci-dessous
(Joseph et al. 2003; Sturkie 2012).
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Photographie 2: Comparaison de la taille de la créte de deux races
sélectionnées pour la ponte. Rhode Island rousse (a gauche). Extrait de Le
Monde (Le Monde.fr 2011). Leghorn blanche (a droite). Extrait d’Odisha News
Insight (Dr. Purna Chandra Mahapatra 2015).

La féminisation du plumage est liée a la production d’cestrogénes qui agissent sur le
follicule plumeux, selon des mécanismes encore peu connus (Valdez et al. 2010;
Lambeth et al. 2016). MC1R et ASIP sont deux génes majeurs de la pigmentation
des poulets qui semblent impliqués dans le dichromatisme du plumage. En effet, il
existe une corrélation positive entre la force de sélection s’exer¢cant sur MC1R et le
degré de dichromatisme sexuel des différentes espéces de galliformes (Nadeau et al.
2007). Quant a ASIP, il semble jouer un rdle majeur dans le contrdle du
dichromatisme sexuel chez le poulet (Oribe et al. 2012). Le r6le de ces génes sera

abordé plus en détail dans la partie ci-dessous.
1.3 Le plumage chez Gallus gallus
1.3.1 Structure du plumage

1.3.1.1 Anatomie d’une plume
La plume est une production tégumentaire constituée de kératine spécifique des

oiseaux. Comme les poils ou les ongles, les plumes sont des phanéres.

Elle est composée d’'un axe central sur lequel s’insérent les différentes structures de

la plume.
Cet axe central se divise en deux régions :

e La région proximale est appelée calamus, ou hampe. C’est un cylindre creux
tres kératinisé, correspondant a la partie germinative née dans une
invagination épidermique. Il est ouvert aux deux extrémités.

e La région distale est le rachis. C’est un cylindre plein situé dans la continuité
du calamus. Il constitue la plus grande partie de I'axe central de la plume.
C’est le rachis qui porte les barbes.
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La plume compte trois niveaux d’organisations : I'étendard, les barbes et les barbules

comme le montre le schéma ci-dessous (Beaumont et al. 2009).

(a)

]
/ bases of proximal barbules
/e ’,f' / pennulae of barbules
S ;_.v’. ]
7 | bases of distal barbules

barbules

ramus
barb

R
calamus

Figure 9: Structure d'une plume. Extrait de Harvey et al., Directional reflectance
and milli-scale feather morphology of the African Emerald Cuckoo,
Chrysococcyx cupreus (Harvey et al. 2013).

e L’étendard, ou vexille : c’est la partie plane de la plume, partagée en deux
parties par le rachis. Il est constitué de barbes, qui sont des lames insérées de
maniére oblique de part et d’autre de I'axe.

e Les barbes : Elles ont un axe central, ou branche (ramus sur la figure 10), sur
lequel s’insérent les barbules, réparties sur les faces proximale et distale.

e Les barbules : les barbules distales portent des crochets, ou barbicelles, qui
assurent la cohésion de la plume lors du vol, en se liant avec les barbules
proximales lisses de la barbule voisine, comme le montre le schéma ci-

dessous (Beaumont et al. 2009).

(b) )
proximal barbule ramus distal barbule

pennulum base base pennulum
T L 1 1

hooklets

0.1 mm

Figure 10: Structure d'une barbule proximale (& gauche) et distale (a droite).
Extrait de Harvey et al., Directional reflectance and milli-scale feather
morphology of the African Emerald Cuckoo, Chrysococcyx cupreus (Harvey et
al. 2013).

La plume a deux axes de symétrie :

- L’axe antéro-postérieur
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Les plumes peuvent étre a symétrie bilatérale, comme la plume a droite de la figure
ci-dessous, ou a symétrie radiale, comme la plume de gauche.

I mm

Downy feather

Contour feather

Figure 11: Plumes a symétrie radiale (a gauche) ou bilatérale (a droite). En
rouge : axes de symétrie. En noir: centre de symétrie. A gauche: symétrie
radiale représentée en 3D, inspiré de la représentation de Cram. Inspiré de
Chen et al., Development, regeneration, and evolution of feathers (Chen et al.
2015).

- L’axe proximal-distal
Les caractéristiques de I'axe proximal-distal sont définies par I'implantation des
barbes, la longueur et la largeur de la plume, etc. Les caractéristiques de cet axe
différent énormément selon le type de plumes. Pour reprendre 'exemple précédent,
la plume de gauche est par exemple plus courte et plus large que la plume de droite
(Chen et al. 2015).

1.3.1.2 Diversité des plumes
Les trois niveaux d’organisation ainsi que les deux axes de symétrie permettent une
grande diversité structurelle des plumes, qui auront des morphologies tres différentes

selon leur fonction, comme le montre la figure ci-dessous.
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Rectrice Rémige Semi-plume Filoplume Vibrisse  Duvet
(queue) (aile/vol)

Figure 12: Morphologie des plumes. Extrait d’Arizona University State (Deviche
20009).

2 grands groupes de plumes existent :

- Les plumes de contour
Aussi appelées pennes, elles regroupent les rectrices (situées sur la queue) et les
rémiges (situées sur les ailes). Ce sont les plumes les plus longues, celles qui sont
visibles en premier sur le plumage. Les rectrices sont symétriques, au contraire des
rémiges qui sont des plumes asymétriques: le rachis partage I'étendard en deux

parties inégales pour améliorer 'aérodynamisme lors du vol (Beaumont et al. 2009).

Les filoplumes se forment sur la paroi latérale du follicule des plumes de contour,
elles sont donc dans les mémes zones du plumage. Leur base est particulierement
bien innervée. Elles permettent a 'ciseau de remettre ses plumes en place lors de sa
toilette. Elles sont constituées d’'un rachis filiforme, avec quelques barbes a son

extrémité (Beaumont et al. 2009).

- Les plumes de couverture
Aussi appelées tectrices, elles désignent le duvet, les semi-plumes et les vibrisses.
Les semi-plumes facilitent la pénétration dans I'air et sont donc essentielles au vol.
Le duvet joue un réle d’isolation thermique, en emprisonnant une couche d’air entre
les barbes et les barbules. La structure du duvet est peu variable: dans tous les cas,
ce sont des plumes a symétrie radiale constituées d’une touffe de barbes s’insérant

directement sur le calamus (rachis absent ou trés court). Les barbules sont lisses et
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plus développées a la base de chaque barbe. Elles sont situées sous les plumes de

contour (Beaumont et al. 2009).

Les vibrisses sont des plumes tectrices modifiees disposées sur le front, la

commissure des yeux et le coin du bec (Beaumont et al. 2009).

Il existe enfin des plumes qui ont un rble dans la sélection sexuelle, comme les
faucilles, le bouquet d’oreille (groupe de plumules qui protege le conduit auditif) et les

lancettes (plumes qu’on ne retrouve que sur le dos du coq).

Les différentes plumes visibles au premier abord sont détaillées sur le schéma ci-

dessous.

Grandes faucilles

Dos

Bouquet d'oreilles

Camail
Petites faucilles
Rectrices
Plastron
Lancettes
Rémiges -
secondaires
Petites couvertures
Grandes couvertures .
""" Pommeau - i
P -3 - .
s —
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Figure 13: Nom usuel des plumes de contour et des parties du plumage d'un
coq. Plumes de l'aile : rémiges secondaires, petites et grandes couvertures,
pommeau. Les rémiges primaires ne sont pas indiquées car elles sont sous les
rémiges secondaires lorsque l'aile est repliée. Plumes de la queue : grandes et
petites faucilles, rectrices. Image extraite de Wikimédia Commons
(Subramanya 2012). Légende extraite de COQUERELLE Gérard, les poules:
diversité génétique visible (Coquerelle 2000).

1.3.2 Morphogenése du plumage

1.3.2.1 Mise en place des différentes parties du plumage

Le pattern cutané commence a se former a partir de 6.5 jours d’embryogenése.

61



Il faut distinguer les aptéries qui sont les régions du corps ne portant pas de plumes
(ou simplement du duvet), et les ptérylies ou ptéryles, qui sont les régions ou les
plumes sont présentes. Ces régions sont définies lors de I'embryogenése, et leur
localisation restera identique tout au long de la vie de I'animal : des plumes ne

pousseront pas spontanément sur les aptéries.

Les caractéristiques de chaque ptéryle dépendent de l'origine embryogénique du
derme (WIDELITZ et al. 2003).

Il existe un ptéryle par région corporelle : le ptéryle spinal (ensemble de plumes de la
région occipitale a la queue), le ptéryle fémoral (ensemble de plumes sur le segment

proximal de la patte), ...

La figure ci-dessous décrit la disposition de ces ptéryles.

A Feather Tracts .
| - Capital ‘
\' / Humeral /
T Aar —
Ventral
Spinal / Dorsal K
Femoral I\\\
Crural ]

Caudal

Figure 14: A gauche: schéma des différents ptéryles. Extrait de Wikimédia
Commons (Shyamal 2007). A droite : Photo de certains ptéryles visibles sur un
coq. Extrait de Yu et al., the developmental biology of feather follicles (Yu et al.
2004a).

Pendant I'embryogenése, le pattern des différentes régions n’est pas fixé et
inchangeable, mais est la résultante d’'une compétition entres ptéryles pour la

colonisation de I'espace disponible.

Par exemple, le ptéryle spinal est dérivé du dermatome® médial des somites®. La

suppression du dermatome d’un somite entrainera une diminution de taille de ce

5 Le dermatome est « I'ensemble de cellules constituant la partie dorsale de chaque
somite, qui, a la suite d'une migration, vont former le derme de la peau »
(Encyclopédie Larousse en ligne - dimorphisme sexuel [sans date]).
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ptéryle. 1l y aura alors une augmentation de taille des ptéryles fémoraux pour
coloniser I'espace libre (WIDELITZ et al. 2003).

Autour de chaque plume, une zone d’inhibition concentrique inhibe la pousse de tout
autre bourgeon plumaire. Les plumes de chaque ptéryle s’étendent sur une ligne
primaire, puis de nouveaux follicules plumeux apparaissent de part et d’autre de
cette ligne, et les zones d’inhibition se déplacent latéralement au fur et a mesure de

la croissance du ptéryle.

L’étude de la mutation Cou Nu a révélé une différence de régulation de I'implantation
des plumes en fonction de la région du corps, principalement entre le cou et le dos
(Mouet al., 2011).

1.3.2.2 Formation d’une plume

1.3.2.2.1 Structure du bourgeon plumeux

Vue en coupe d'un follicule

“Cavité
oo s du follicule
Collier

Figure 15: Schéma d’une plume en croissance. Structure détaillée de la région
de multiplication (a droite). Extrait de Prum et Brush, Which Came First, the
Feather or the Bird? (Prum, Brush 2014).

A la base d’'une plume se trouve une invagination dans I'épiderme, appelée follicule
plumeux. La paroi de ce follicule, formée a partir de I'épiderme, comprend 3
couches : la couche germinative, la couche intermédiaire et la couche cornée. Elle

est représentée par une couche unique de cellules marron sur le schéma ci-dessus.

6 Les somites sont des structures embryonnaires d’origine mésodermique situées de
part et d'autre du tube neural et de la chorde et composées d'unités répétées.
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Le bourgeon plumeux, ou plumaire, est la formation embryonnaire de la plume,
séparée de la paroi (ou épiderme) du follicule par une cavité, comme on peut le voir

sur le schéma ci-dessus.

Sa paroi ayant également une origine épidermique, elle est répartie en 3 couches. La
plus externe est une structure qui va se kératiniser pour former la gaine de la plume.
Elle protége la plume lors de sa croissance. A I'extrémité proximale du bourgeon, les
deux autres couches, intermédiaire et germinative, forment le collier épidermique, un

anneau en 3D visible sur la coupe ci-dessus.

Le collier est séparé en deux régions : au niveau proximal se trouve le bulbe du
collier, qui est le siege de la multiplication cellulaire et au niveau distal la zone
ramogénique, siege de la différenciation (Yu et al. 2004b). Le bulbe du collier

contient les précurseurs des kératinocytes et des mélanocytes.

Plus distalement, ils formeront les structures de la plume : rachis, barbes, etc.,
comme le montre le schéma ci-dessous représentant un bourgeon plumeux plus

mature.

Pulpe

Paroidu follicule

Bulbe du collier

Papille dermique

Figure 16: Structure détaillée de la plume en croissance. Bulbe du collier :
réserve de mélanoblastes. Extrait de Couteaudier et Denesvre, le virus de la
maladie de Marek et ses interactions avec la peau (Couteaudier, Denesvre
2014).

A linterface follicule/derme se trouve la papille dermique, en forme de sablier. La
pulpe, représentée en bleue sur le schéma, est issue de cette papille dermique. Elle

est formée de mésenchyme, et est donc composée d’'une matrice extracellulaire
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(contenant par exemple de la fibronectine et de la laminine) et de fibroblastes, ainsi
gue de nombreux vaisseaux sanguins et des nerfs: elle est responsable de la

vascularisation et de 'innervation du bourgeon plumeux.

1.3.2.2.2 Formation du bourgeon plumeux

Condensation
of cells

Dermis Epidermis

Figure 17: formation du follicule plumeux. Extrait de Prum et Brush, Which
Came First, the Feather or the Bird? (Prum, Brush 2014).

Comme Vlillustre le schéma ci-dessus, la plume nait a partir d’un bourgeon
épidermique, ou placode. L'origine de la multiplication des cellules épithéliales est
tout d’abord distale, puis elle devient proximale au cours de la croissance.

Le bourgeon va s’allonger en un cylindre épidermique oblique en suivant I'axe
rostral-caudal, tout en entourant la pulpe. Il va ensuite s’enfoncer progressivement
par sa base sous la surface de la peau, en entrainant I'épiderme : cette invagination
permet la formation du follicule plumeux et entraine la formation de la cavité
folliculaire (Chen et al. 2015).

Ces étapes sont communes a toutes les plumes, puis la différenciation differe ensuite
suivant la structure finale de la plume. La différenciation d’une plume de contour sera
prise en exemple ci-dessous.

e Formation des barbes
La structure finale de la plume dépend de l'orientation du collier. |l sera oblique avec
un angle de 60° en moyenne pour une plume de contour, comme sur le schéma ci-

dessous.
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Figure 18: Croissance d’une plume de contour. Les couleurs représentent les
épisodes de croissance de la plume au cours du temps. Du plus ancien au plus
récent: mauve, bleu, orange, vert, jaune. S=gaine de la plume, RCO= zone
ramogénique, M=marginal plate. Extrait d’Alibardi, follicular patterns during
feather morphogenesis in relation to the formation of asymmetric feathers,
filoplumes and bristles. Extrait de Prum et Williamson, reaction—diffusion
models of within-feather pigmentation patterning (Alibardi 2009; Prum,
Williamson 2002).

Au niveau du bulbe du collier, des lignes de cellules vont proliférer longitudinalement.
Dans la zone ramogénique, chaque file de cellules épithéliales va commencer a se

différencier pour devenir soit une créte barbaire soit I'ébauche du rachis.

Au fur et a mesure de la croissance de la plume, les crétes barbaires vont s’insérer
en demi-cercle oblique sur I'ébauche du rachis. L'angle du collier est nécessaire a

l'insertion de chaque créte barbaire sur I'ébauche du rachis.

Tant que la plume ne s’est pas déployée, les barbes auront une disposition
hélicoidale sous la gaine, leurs extrémités se rejoignant le long d’une ligne médio-

ventrale.

Au contraire, pour une plume de duvet, le collier sera parallele a la peau car les
crétes barbaires ne s’insérent pas sur le rachis, mais seulement sur un calamus trés

court, comme le montre le schéma ci-dessous.
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Downfeather

Figure 19: Croissance d’une plume de duvet. Les couleurs représentent les
épisodes de croissance de la plume au cours du temps. Du plus ancien au plus
récent: mauve, bleu. RCO= zone ramogénique IBR= crétes barbaires. Extrait
d’Alibardi, follicular patterns during feather morphogenesis in relation to the
formation of asymmetric feathers, filoplumes and bristles. Extrait de Prum et
Williamson, reaction—diffusion models of within-feather pigmentation
patterning (Alibardi 2009; Prum, Williamson 2002).

e Différenciation des barbes

Cette différenciation a lieu parallélement a la croissance des barbes.
Une créte barbaire est formée a partir de cellules épithéliales. Elle est composée:

- Des crétes barbulaires, représentées en vert ci-dessous, qui donneront
ensuite les barbules. Elles apparaissent de maniére centripéte et vont se
différencier pour produire les barbicelles, etc.

- De la branche du rachis sur laquelle s’insérent les barbules, en gris sur le
schéma. C’est une des derniéres structures formées.

- De trois structures de soutien :

o Une structure centrale a la créte barbaire, présente entre les crétes
barbulaires. Elle dégénérera une fois la kératinisation des barbes et
des barbules terminées. Cela permettra I'individualisation des barbules
les unes par rapport aux autres (Yu et al. 2002).

o Deux structures latérales représentées en rouge, qui séparent les
crétes barbaires les unes des autres. Elles dégénéreront une fois la
kératinisation des barbes et des barbules terminées. Cela permettra
l'individualisation des barbes les unes par rapport aux autres (Yu et al.
2002).
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Formation of Formation of barbules
barb ridges and rami

Figure 20: Croissance d'une créte barbaire. En bleu: cellules épithéliales, en
rose : pulpe de la plume, en rouge: structure de soutien, en vert et jaune:
crétes barbulaires. Jaune : les plus anciennes, vert : les plus récentes. Extrait
de Yu et al., the morphogenesis of feathers (Yu et al. 2002).

Lors de I'émergence du cylindre plumaire, la gaine plumaire se déchire et la plume

apparait. La croissance de la plume continuera encore pendant un certain temps.
1.3.3 Cyclicité du plumage

1.3.3.1 Mécanismes généraux

Lorsque la plume est en croissance, elle est dite en phase « anagéene ».

Lorsque la croissance de la plume est terminée, la pulpe va dégénérer et le calamus
ne sera plus qu’une structure kératinisée morte, sans innervation ni vascularisation
comme le montre le schéma ci-dessous. La papille dermique va rentrer en phase de
repos. Les précurseurs des kératinocytes et des mélanocytes migreront du bulbe du
collier jusqu’a la partie dorsale de la papille ectodermique, ou la prolifération sera

maintenue a son niveau basal. Cette phase est dite « catagene ».

Initiation Growth Resting
e =

|

Dermal papilla Dermal papilla Dermal papilla

Figure 21: Activité cyclique du follicule plumeux. Extrait de Chen et al.,
development, regeneration, and evolution of feathers (Chen et al. 2015)

La plume est alors maintenue dans le follicule plumeux par des muscles, jusqu’a sa
chute lors de la prochaine mue, ou elle est expulsée du follicule plumeux par la
pousse d'une nouvelle plume (Beaumont et al. 2009). Cette phase est dite
« télogene ».
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En moyenne, une plume arrachée émergera du calamus en deux semaines (Yu et al.
2004b), mais la vitesse de pousse dépend du type de plume. Par exemple, une

rémige arrachée repousse a une vitesse de 0,5 cm/jour (Yu et al. 2002).

Les durées du cycle de chaque type de plume sont décrites dans le tableau ci-

dessous.

Tableau 1: Longueur du cycle des plumes de différents ptéryles. Extrait de Yu
et al., the developmental biology of feather follicles (Yu et al. 2004a).

Phase Phases catagene | Longueur totale du
Ptéryle anagene et télogéne (jours) | cycle (jours)
(jours)
Rémiges primaires 70 70 140
Rémiges secondaires 68 68 136
Rectrices 56 36 92
Région dorsale 52 63 115
Région du cou 26 54 80
Région dorso-cervicale | 54 34 88

Pendant la phase télogéne, les nouvelles plumes grandiront a partir des follicules
plumeux des anciennes par reprise d’activitt de la papille dermique. Par
conséquence, le nombre maximal de plumes sur un individu est déterminé des

'embryogenése.

1.3.3.2 Avant la puberté

Chez les oiseaux, il existe plusieurs types de plumage : un plumage de poussin, un
plumage juvénile, un plumage « éclipse » et un plumage nuptial. Le plumage
« éclipse » facilite le camouflage. Ce dernier est observé chez le coq doré, mais a de

rares exceptions prés ce caractere a disparu chez le poulet domestique.

Le passage d'un plumage a un autre est appelé mue. La succession de ces

différents plumages est tres différente selon les espéces.

Le duvet de poussin, aussi appelé duvet néoptile, est mis en place lors de
'embryogenése. Son niveau de développement est variable. |l peut ne recouvrir que
partiellement I'animal dans les espéces nidicoles ou bien étre dense dans les
especes nidifuges, ce qui est le cas chez la poule. Dans ce cas, il est similaire au

duvet présent chez les adultes, le duvet téloptile. Entre 1 et 6 semaines d’age, le
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duvet sera remplacé par le plumage juvénile lors de la premiére mue compléte de

I'oiseau.

Le plumage juvénile commence a se former dés les derniers stades embryonnaires.
Il n’est constitué que de plumes de contour, le duvet sera éjecté hors des follicules

plumeux au fur et a mesure de leur croissance.

Ce plumage distingue les oiseaux non matures sexuellement. Il differe par la taille, la
forme, la pigmentation et la structure (plumes moins rigides) du plumage de l'adulte,

comme le montre la figure ci-dessous (Beaumont et al. 2009).

-

el

-
First generation-Downy reaﬁrs

—_—
Sacond generation-juvenal feathers
' =

Third generation of feathers

Figure 22: A gauche : duvet, plumage juvénile et plumage adulte d'un individu.
Extrait de Lin et al., topology of feather melanocyte progenitor niche allows
complex pigment patterns to emerge (Lin et al. 2013). A droite : Structure des
plumes au cours de leur croissance en fonction de la mue. Extrait de Yu et al.,
the developmental biology of feather follicles (Yu et al. 2.004a).

Il disparaitra lors de I'arrivée a maturité sexuelle de l'oiseau.

Au total, une poule domestique réalisera une mue complete et trois mues partielles
avant son entrée en ponte, et donc sa maturité sexuelle. La mue compléte permet le
passage du duvet au plumage juvénile. Les mues partielles ont lieu entre 7 et 9, 12

et 16 puis 20 et 22 semaines d’age respectivement (Ellis 2004).

1.3.3.3 A l’'dge adulte
Le coq doré est une espéce a deux mues par an. Aujourd’hui, les poules

domestiques muent généralement une fois par an, parfois deux fois et rarement une
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fois tous les deux ans (Ellis 2004). Les mues marguent le début et la fin de la période
de reproduction, elles permettent le passage du plumage éclipse au plumage nuptial
et vice-versa chez le coq doré. La mue postnuptiale intervient entre juin et

septembre.

Elle est généralement partielle mais son étendue varie selon I'espéce et le sexe :
Chez le coq doré, elle est plus importante chez le male. Les plumes dorées de son
camail (et quelgues-unes de la selle) seront remplacées par des plumes noires et
arrondies peu brillante, sa créte sera plus petite et plus terne. Ainsi, les atouts pour la
reproduction sont remplacés au profit d'un plumage facilitant le camouflage
(Coquerelle 2000). Il y a également une mue chez la femelle, mais ses deux

plumages sont identiques.

Les plumes sont remplacées progressivement pour que l'oiseau conserve ses
capacités de vol et d’isolement thermique. Cela se déroule selon un ordre défini,
spécifique a chaque espéce. Chez la poule domestique, ce sont d’abord les plumes
de la téte et du camail qui sont remplacées, puis celles du dos, ensuite celles du
plastron et de la poitrine, suivies de celles des ailes et enfin les plumes de la queue
(Ellis 2004). Les vieilles plumes sont expulsées du follicule plumeux par la

croissance des nouvelles.

Les périodes de mue sont corrélées avec des changements d’activité des axes HPA
(hypothalamo-hypophyso-surrénalien), HPG (hypothalamo-pituito-gonadique), et
HPT (hypothalamo-pituito-thyroidien). Ces changements sont liés a la modification

du statut reproducteur de I'animal.

Au moment de la mue postnuptiale, il y a une baisse d’activité de 'axe HPG qui
marque la diminution, voire la disparition de certaines hormones sexuelles : LH,
testostérone, cestradiol ou encore progestérone. Ainsi, une augmentation artificielle
de la testostérone peut reporter la mue et au contraire, 'administration d’'un agoniste

de la GnRH ou une hausse de la prolactine permettra de la déclencher.

L’axe surrénalien connait également une baisse d’activité, avec un plus faible taux de
cortisol basal et une diminution de sensibilité de réponse des surrénales a
'environnement (stress, etc). Une faible cortisolémie améliore la mobilisation

protéigue et augmente la qualité de la plume produite.
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Le rble de I'axe HPT est moins connu. Il y a une augmentation de la T4 lors de
'induction de la mue postnuptiale, ou lorsque la mue est déclenchée par retrait de la
nourriture. Une augmentation de T4 est capable de déclencher la mue a elle seule
(Chen et al. 2015).

1.3.4 Mécanismes de pigmentation du plumage

La richesse de coloration existant au sein des oiseaux peut jouer un réle pour la
reproduction, le camouflage ou la fuite des prédateurs. Comme cela a été décrit
précédemment, la pigmentation varie selon la saison ou le statut reproducteur de

l'individu.

Chez les oiseauy, il existe difféerentes familles de pigments mais, dans le plumage de
la poule, seuls les pigments mélaniques, produits par les mélanocytes, interviennent.
Ce n’est pas le cas au niveau cutané ou lingestion de caroténoides, par exemple,

modifie la coloration de la peau.

La coloration du plumage de Gallus gallus dépend donc entierement de la présence
de pigments mélaniques au niveau des barbes. Pour qu’ils soient présents, des

migrations et une différenciation des mélanocytes sont nécessaires.
1.3.4.1 Migration des mélanocytes
1.3.4.1.1 Pendant 'embryogenése

1.3.4.1.1.1 Détermination de la lignée mélanocytaire

Les mélanoblastes sont les précurseurs des mélanocytes, incapables de synthétiser
la mélanine. lls sont issus des cellules des crétes neurales ou des précurseurs des
cellules de Schwann, eux-mémes issus des cellules des crétes neurales

(Gunnarsson et al. 2011).

L'induction de la lignée mélanocytaire a partir des cellules souches des crétes
neurales est déclenchée par I'expression de MITF-M (melanogenesis associated
transcription factor) dans la cellule. MITF est le géene majeur de régulation de la
mélanogenése, et MITF-M est l'isoforme spécifique des mélanocytes (Harris et al.
2010).

L'initiation de la transcription de MITF-M dans les précurseurs est contrdlée par la
voie de la B-caténine : lors de la liaison entre le récepteur Frizzled et son ligand Wnt
(Hsiao, Fisher 2014), le facteur de transcription LEF1 va étre activé et va ensuite

interagir avec MITF (Hou, Pavan 2008).
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La transcription de MITF-M nécessite également I'activité synergique de deux autres
facteurs de transcription, SOX10 et PAX3 (Mort et al. 2015).

SOX10 est nécessaire au maintien du pool de cellules souches des crétes neurales,
ainsi qu’a la migration et a la survie des mélanocytes (Wegner 2006).

Ces deux genes sont exprimés aussi bien dans les précurseurs des mélanoblastes
que dans ceux des cellules de Schwann. C’est l'inhibition de FOXD3 et de SOX2 qui,
en permettant la transcription de MITF, va permettre l'orientation vers la lignée
mélanocytaire. En effet, FOXD3 va interagir avec PAX3 et 'empécher d’activer MITF.
SOX2 va quant a lui directement se lier a MITF pour inhiber sa transcription (Mort et

al. 2015). Ces deux génes doivent donc étre inhibés pour que MITF soit exprimé.

Les mécanismes génétiques menant des cellules des crétes neurales aux

mélanoblastes sont résumés ci-dessous.

SOX10 +
PAX3 + ,
Cellule gliale
Cellule des Précurseur bipotent
crétes des cellules gliales MITF +
neurales et des

mélanoblastes

Figure 23: Mécanismes génétiques de détermination des mélanoblastes.
Inspiré de Mort et al., the melanocyte lineage in development and disease (Mort
et al. 2015).

Lorsque l'orientation d’'un précurseur vers une lignée est amorcée, des rétrocontrbles
positifs accélérent I'évolution de cette cellule et évitent un retour a une cellule
bipotente (Mort et al. 2015).

1.3.4.1.1.2 Migration cutanée
Une fois la lignée mélanocytaire déterminée, les mélanoblastes vont migrer dans le
derme et I'épiderme lors de I'embryogeneése. lIs s’y multiplieront entre J4 et J7.
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Deux voies de régulation de MITF contrdlent cette migration :

- Les récepteurs a I'endothéline de type B (EDNRB) et leurs ligands, les
endothélines, sont indispensables au début de cette migration. Une mutation
d’EDNRB2, par exemple, modifiera le pattern de migration de certains
mélanoblastes de ventral a dorso-latéral (Mort et al. 2015).

- Le récepteur a la tyrosine kinase (c-KIT) et son ligand, le kit-ligand (KITL)
aussi nommé Stem Cell Factor (SCF), est nécessaire a la survie, la migration
et la prolifération des mélanoblastes. Il n'est pas nécessaire a l'induction de la
migration (Mort et al. 2015; Hsiao, Fisher 2014; Hou, Pavan 2008).

Les mélanoblastes migreront ensuite dans les bourgeons plumeux justes formés, et
disparaitront de I'épiderme. Une réserve de ces précurseurs sera conservée a la

base de chaque follicule plumeux, dans le bulbe du collier, toute la vie de I'animal.

En effet, aprés la premiere semaine d’embryogenése et jusqu’a la mort de I'animal, il
n'y a plus de migration de mélanoblastes des crétes neurales vers les follicules
plumeux. Un pool de cellules souches est donc toujours conservé a la base de

chaque follicule, méme lorsqu’il est au repos.

1.3.4.1.2 Lors de la croissance de la plume
Les mélanoblastes vont se multiplier, avant de connaitre, en paralléle, une migration

et une différenciation.

1.3.4.1.2.1 Conservation du pool de cellules souches

MITF-M permet la survie du pool de cellules souches de chaque follicule plumeux en:

- Modifiant le métabolisme oxydatif de la cellule
Par I'activation d’une endonucléase, I'apurinic/apyrimidinic endonuclease | (APEX1),
aussi nommée redox factor-1 (REF1), il réduit le stress oxydatif subit par le
mélanocyte. Cependant, il active aussi le principal régulateur mitochondrial, le
peroxisome proliferatoractivated receptor y coactivator 1 a (PGCla), et augmente

ainsi la phosphorylation oxydative dans la cellule.

- Evitant I'apoptose cellulaire
Il régule des genes pro-apoptotigues comme le B-cell lymphoma 2 (BCL2), le B-cell
lymphoma 2 related-protein A1 (BCL2A1) ou encore le Baculoviral IAP repeat-
containing protein 7 (BIRC7) (Hsiao, Fisher 2014).
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1.3.4.1.2.2 Multiplication du pool de cellules souches

Le pool de cellules souches conservé dans le bulbe du collier lorsque le follicule
plumeux est en phase télogéne est minimal. Une multiplication de ces mélanoblastes
avant leur migration et leur différenciation est donc nécessaire lors du retour en

phase anagéne.

MITF-M régule a la fois des inhibiteurs et des activateurs du cycle cellulaire : il active
les kinases cycline-dépendante (CDK), comme CDK2, qui favorisent le cycle
cellulaire. Cependant, il active aussi les inhibiteurs de ces molécules, comme

CDKN2A (aussi nommé p16), qui stoppent le cycle cellulaire.
Il contréle donc la multiplication des mélanoblastes au niveau du bulbe du collier.

Il peut aussi agir sur les inhibiteurs de CDKN2A comme T-Box transcription factor 2
(TBX2) et éviter ainsi la sénescence des mélanoblastes (Hsiao, Fisher 2014; D’Mello
et al. 2016).

1.3.4.1.2.3 Migration des mélanocytes

lIs migrent dans trois plans différents (Chen et al. 2015) :

- Selon l'axe médial-ventral. En phase de repos, les mélanoblastes sont en
guiescence dans la partie dorsale du collier. Une migration vers la partie
ventrale lors de la reprise d’activité est nécessaire.

- Selon l'axe proximal-distal. lls s’éloignent du bulbe du collier afin de se
retrouver au niveau des barbes.

- Selon I'axe antéro-postérieur. lls se positionnent le long des barbes, comme le

montre la figure ci-dessous.
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Figure 24: Migration et différenciation des mélanocytes. Extrait de Schwochow
Thalmann et al., the evolution of Sex-linked barring alleles in chickens involves
both regulatory and coding changes in CDKN2A (Schwochow Thalmann et al.
2017).

Les mélanocytes migrent en méme temps que la plume grandit: ils vont s’aligner

longitudinalement aux barbes pendant leur croissance et la formation des barbules.

La régulation locale de la migration des mélanocytes est assurée par des molécules
présentes dans la pulpe. Des molécules systémiques (hormones, etc) peuvent aussi
modifier cette migration : selon le type de molécules (activateurs ou inhibiteurs)
dominant a un moment donné, la pigmentation d’'une plume est variable (Lin et al.
2013).

Les dessins sur la plume sont obtenus grace a une régulation temporelle de I'activité
des mélanocytes : par exemple, la migration des mélanocytes peut s’interrompre
pendant une période puis reprendre ensuite, ce qui créé une barre blanche sur la
plume. Lors de l'interruption de la migration, des précurseurs sont toujours conserves

au niveau du collier pour les prochains cycles (Lin et al. 2013).

La migration et la différenciation sont deux étapes qui ont lieu en méme temps,
comme le montre le schéma ci-dessus. La différenciation des mélanocytes
commence dés le début de la migration, comme le montre le schéma ci-dessous :
TRP1 et TYR, deux enzymes nécessaires a la synthése des pigments, sont exprimés

des que la cellule se trouve dans la partie moyenne a haute du bulbe.
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Figure 25: Expression de certains genes selon le stade de migration des
cellules. PE: papille ectodermique, LB: bulbe bas, MB: bulbe moyen, UB: bulbe
haut. RGZ: zone ramogénique. Extrait de Lin et al., topology of feather
melanocyte progenitor niche allows complex pigment patterns to emerge (Lin
et al. 2013).

Comme MITF joue aussi un role dans la survie et la multiplication des
mélanoblastes, il est exprimé dés la partie basse du bulbe, ou se trouve le pool de

cellules non différenciées (Lin et al. 2013).
1.3.4.2 Production des pigments mélaniques

1.3.4.2.1 Différenciation des mélanoblastes

La différenciation des meélanocytes commence vers J7-8 chez I'embryon. Elle aura
lieu tout au long de la vie de I'animal, dés qu’'un follicule plumeux sera en phase
anagene. Les deux caractéres que le mélanoblaste acquiert lors de la différenciation
sont la capacité a synthétiser la mélanine et a produire des dendrites (Lin et al.
2013).

De nombreuses molécules interagissent pour permettre le développement des

mélanocytes, mais celle qui joue un réle central est MITF-M.

Il active la production des trois principales enzymes de la mélanogénése que sont la
tyrosinase (TYR), la tyrosinase related protein 1 (TYRP1) et la dopachrome
tautomérase (DCT ou TYRP2).

La voie de régulation majeure de MITF-M lors de la différenciation des
mélanoblastes est contrblée par un récepteur transmembranaire aux meélanocortines,
MCI1R (melanocortin-1 receptor) et son ligand extracellulaire, a-MSH (a-melanocyte
Stimulating Hormone). Les deux voies de régulation évoquées précédemment, le
récepteur Kit et son ligand et la voie des B-caténines, influencent également la
transcription de MITF-M.
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En résumé:
MITF-M est le facteur de transcription majeur des mélanocytes, car il intervient a
tous les niveaux : il a une action sur la production, la migration, la survie et la

prolifération des mélanoblastes, ainsi que sur la différenciation des mélanocytes.

La mélanogénese est activée via la liaison de MC1R avec a-MSH. Ce récepteur est
codé par le géne MCI1R dont les nombreux alleles modulent son activation basale
(Guo et al. 2010).

C’est un récepteur couplé a une protéine G, dont I'activation va permettre la
transduction du signal, par production intracellulaire d’AMPc et activation de la
protéine kinase A (PKA), comme l’illustre le schéma ci-dessous. La PKA va activer le
facteur de transcription CREB, dont la liaison au promoteur de MITF-M va rendre
possible son activation par TAMPc (Hsiao, Fisher 2014; Wolf Horrell et al. 2016).
Ainsi, I'activation de MC1R déclenche la synthese de MITF-M.
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Figure 26: Mécanisme d’action du récepteur transmembranaire MC1R des
meélanocytes. Extrait de D’Mello et al., signaling Pathways in Melanogenesis
(D’Mello et al. 2016).
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Les agonistes connus de ce récepteur sont :

- 0o-MSH, ou mélanocortine : c’est le principal ligand connu.
- ACTH (adrenocorticotropic hormone). Son affinité pour MC1R est supérieure a
celle de la mélanocortine chez Gallus gallus, mais son réle dans la

pigmentation n’a jamais été démontré (Gluckman, Mundy 2017).

Les antagonistes connus sont :

- ASIP (agouti signaling protein): c’est le principal antagoniste connu
(Yoshihara et al. 2012).
- AGRP (agouti related protein), dont le réle dans la pigmentation n’a jamais été

démontré.

Les agonistes ont pour origine commune un peptide, le pro-opio-melanocortin
peptide (POMC). Son clivage par la protéine convertase 1 (PCl) va donner de
I'ACTH, alors que son clivage par la PC2, ou protéine convertase 2, va donner de 1’a-
MSH ou du désacétyl-a-MSH. La PC2 peut également cliver I’ACTH pour donner de

I’a-MSH, comme le montre le schéma ci-dessous (Wolf Horrell et al. 2016).

POMC
PC1

PC2

ASIP
AGRP
C X MCI1R
3 f‘] - Plasma Membrane
U U

Figure 27: Production et role des ligands de MC1R. Inspiré de Wolf Horrell et
al., melanocortin 1 Receptor: Structure, Function, and Regulation (Wolf Horrell
et al. 2016).

POMC, PC1 et PC2 sont tous exprimés dans le follicule plumeux des individus

adultes.

Les antagonistes ASIP et AGRP sont des protéines codées directement a partir des

géenes portant le méme nom.
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1.3.4.2.2 Synthése des pigments mélaniques
Les deux pigments responsables de la coloration du plumage de Gallus gallus sont
des pigments mélaniques :

- La phéomélanine, qui donne une coloration jaune a rouge.

- L’eumélanine, qui donne une coloration plus foncée, brune a noire.

Les xanthophylles ne semblent pas avoir de réle dans la coloration du plumage chez
Gallus gallus. La pigmentation de la peau peut étre provoquée par l'ingestion de
pigments comme les caroténoides, mais cela n’a pas d’action sur la coloration du
plumage.

Le mécanisme de biosynthese des pigments mélaniques est détaillé ci-dessous.
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Figure 28: Mécanisme de biosynthése de la mélanine. Entourées en jaune:
enzymes intervenant dans la biosynthese. Extrait de Hsiao et Fisher, the roles
of Microphthalmia Transcription Factor and pigmentation in melanoma (Hsiao
et Fisher 2014).

La tyrosinase est synthétisée sous forme de précurseur inactif. C’'est une enzyme clé
des deux premieres étapes de la mélanogénese, communes aux deux pigments
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mélaniques. Elle intervient une fois encore en aval, pour la synthése d’eumélanine
spécifiqguement : si elle est fortement activée, la production d’eumélanine sera

favorisée. Sinon, il y aura production de phéomélanine (Chang et al. 2006b).

L'activation de MC1R régule l'activité de la tyrosinase en augmentant la transcription

du gene.
TYRP1 et DCT sont des enzymes qui ont des réles similaires :

- Elles interviennent directement dans la synthése d’eumélanine, comme le
montre le schéma ci-dessus.

- Elles augmentent la survie du mélanocyte. En effet, la tyrosinase est
cytotoxique. TYRP1 et DCT peuvent, par formation d’'un complexe avec la
tyrosinase, la stabiliser et éviter une mort précoce des mélanocytes (Ghanem,
Fabrice 2011; Rad et al. 2004).

- Elles peuvent moduler indirectement la synthése de pigments, par action sur
l'activité de la tyrosinase. TYRP1 semble diminuer l'activité de I'enzyme, au
contraire de DCT qui 'augmenterait (Manga et al. 2000; Xu et al. 2013). Cette
propriété est encore controversée car certains auteurs montrent une absence

de modulation de I'activité de la tyrosinase (Rad et al. 2004).

Ainsi, plus la quantité et le niveau d’activation de ces enzymes sont importants, plus
la production d’eumélanine est élevée : I'animal aura un plumage noir. Au contraire,
de la phéomélanine sera synthétisée en présence de cystéine et d’'une faible quantité

de tyrosinase: le plumage sera de couleur rouge.

Un allele du géne codant pour MC1R provoque une activation constitutive’ du
récepteur : cet allele est nommé E*E ou noir étendu car le plumage est entierement

noir, puisque la production d’eumélanine est maximale (Ellett 2000).

Au contraire, une transcription importante du géne ASIP, antagoniste de MCIR,
conduit & un plumage ou le jaune/rouge prédomine, puisque la synthése de
phéomélanine est augmentée au détriment de I'eumélanine. C’est le mécanisme a
I'origine de la couleur jaune de la souris ou de la caille, comme le montre la photo ci-

dessous.

7 Activation constitutive : activation spontanée d’un récepteur indépendamment de tout ligand.
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Photographie 3: Caille de couleur jaune (a gauche) ou de type sauvage (a
droite). Extrait de Nadeau et al., Characterization of Japanese quail yellow as a
genomic deletion upstream of the avian homolog of the mammalian ASIP
(agouti) gene (Nadeau et al. 2008).

1.3.4.2.3 Formation des mélanosomes

Les mélanosomes sont des organites apparentés aux lysosomes dans lesquels se
déroule la mélanogenese. lls permettent le transfert des pigments du mélanocyte aux
kératinocytes. Il existe deux types de mélanosomes, nommés selon le type de
pigments qu’ils contiennent : les eumélanosomes ou les phéomélanosomes. Un

mélanocyte contient un seul type de mélanosome, et donc un seul type de pigment.

La différenciation des eumélanosomes se découpe en quatre stades, comme le

montre le schéma ci-dessous.
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Figure 29: Formation des mélanosomes dans les mélanocytes. Extrait de
Gunnarsson et al., genetic studies of pigmentation in chicken (Gunnarsson et
al. 2009)

La différenciation décrite ci-dessous est celle d’'un eumélanosome. Les mécanismes

menant au phéomélanosome sont encore mal définis.
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Le mélanosome de stade | est une vésicule ronde et non structurée issue du

réticulum endoplasmique.

Pour devenir un mélanosome de stade |Il, l'organite doit acquérir deux

caractéristiques :

- Les enzymes nécessaires a la mélanogénese.
Ces enzymes sont produites par I'appareil de Golgi. Elles transitent par des vésicules
de transport dans lesquelles la protéine de transport associée aux membranes
(MATP), aujourd’hui nommée Solute carrier family 45 member 2 (SLC45A2), joue un

réle essentiel mais encore mal défini. MITF régule la synthése de SLC45A2.

- Une matrice fibreuse.
La protéine prémélanosomale PMEL17 (ou GP100/MMP115) est le principal
composant structural de cette matrice, et est également régulée par MITF. C’est une
protéine transmembranaire chez les mélanosomes de stade I. Aprés clivage, la
partie libérée va former des fibres, organisées en feuillets amyloides, qui
détermineront la forme des mélanosomes, comme le montre la figure ci-dessous
(Kerje et al. 2004; Mochii et al. 1991).
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Figure 30: Mécanismes de structuration des mélanosomes par PMEL17. Extrait
de Delevoye et al., la biogenese des mélanosomes (Delevoye et al. 2011).

La protéine mélan-A (MART-1) est un marqueur classique des mélanocytes. Son réle
est encore mal défini, mais elle semble se complexer avec PMEL17 et étre
nécessaire au fonctionnement de cette protéine (Hoashi et al. 2005, p. ). Elle n’est
pas uniguement exprimée dans les mélanocytes, mais aussi dans les mélanoblastes
(Lin et al. 2013).

Le mélanosome est dit de stade Il lorsque la mélanogénese commence. Il y aura

dépot des pigments sur les feuillets de la matrice.
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Enfin, le mélanosome sera mature, et donc dit de stade IV, lorsque la synthese
d’eumélanine sera terminée. L'’eumélanosome sera alors saturé de pigments et de

forme ovale de par sa forte structuration.

Au contraire, un phéomélanosome mature sera moins structuré et donc de forme
ronde, et la synthese de la phéomélanine s’arrétera avant arrivée a saturation de

'organite (Delevoye et al. 2011).

1.3.4.3 Transfert des pigments mélaniques
L’étendard de la plume mature ne posséde pas de mélanocytes : les pigments sont

donc contenus dans les kératinocytes des barbules.

Les mélanosomes matures permettent le transfert des pigments aux kératinocytes
des barbules. Pour chaque barbe, entre un et quatre mélanocytes vont s’aligner
longitudinalement aux barbules, comme le montre le schéma ci-dessous. Le transfert
des pigments est centripéte, il concerne d’abord les cellules les plus externes. Une
fois tous les mélanosomes transférés, les mélanocytes dégénéreront (Prum,
Williamson 2002).

Crétes barbulaires
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Figure 31: Transfert des mélanosomes aux kératinocytes. Extrait de Prum et
Williamson, reaction—diffusion models of within-feather pigmentation
patterning (Prum, Williamson 2002)
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Les mélanosomes sont donc essentiels pour permettre le passage des pigments
d’une cellule a 'autre. Au départ, ils sont situés proches du centre des mélanocytes,

comme le montre le schéma ci-dessous.

Melanocyte Keratinocyte

Nucleus Nucleus

Figure 32: Transfert des pigments des mélanocytes aux kératinocytes. Extrait
d’Ando et al.,, “melanosomes are transferred from melanocytes to
keratinocytes through the processes of packaging, release, uptake, and
dispersion” (Ando et al. 2011).

La formation d’'un complexe avec la mélanophiline (MLPH), va permettre leur

migration jusqu’a I'extrémité des dendrites, au fur et a mesure de leur maturation.

Les mécanismes régissant le transfert des organites sont encore mal définis. Les
deux cellules semblent jouer un réle actif. De plus, un haut niveau d’activation de
MCI1R par I’a-MSH semble améliorer le transfert et le dépét de pigments dans les
kératinocytes (Virador et al. 2001).

1.3.4.4 Régulation de la pigmentation

1.3.4.4.1 Régulation sexuelle
Le dimorphisme sexuel de pigmentation du plumage se nomme le dichromatisme

sexuel.

Chez les oiseaux, le dichromatisme sexuel peut étre d0 a deux mécanismes,
distinguant différents groupes d’espéces (Owens, Short 1995):

- Espeéces a plumage « cestrogénes-dépendant ».

Dans ces especes, le plumage de male est le plumage « par défaut » : C’est la

présence d'cestrogénes qui permet aux animaux d’avoir un plumage de type
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femelle. Le plumage brillant des maéles reflete plus le manque d'cestrogeénes que
la présence de testostérone. Dans ce cas, la castration ne modifie pas le
plumage, mais I'ovariectomie post-éclosion donne aux animaux un plumage de
type male (Valdez et al. 2010; Lambeth et al. 2016). Ce sont des espéces ou les
males ont souvent deux mues par an, et donc un plumage éclipse en dehors des
périodes de reproduction. Les espéces concernées sont par exemple le paon, le
canard colvert ou encore la poule.
- Espece a plumage sous contrdle génétique direct.
Dans ces espeéces, le dichromatisme est une conséquence directe du manque de
compensation de dosage des chromosomes sexuels. Les hormones sexuelles
circulantes de I'animal ne jouent aucun réle. Ce sont souvent les espéces a une

seule mue annuelle, comme les moineaux ou les oiseaux de paradis.

Dans toutes les autres especes, les mécanismes sont, a des degrés divers, un
mélange des mécanismes décrits précédemment. Dans tous les cas, les hormones
sexuelles responsables du dichromatisme sont avant tout les cestrogénes et non la
testostérone.

La seule espéce dont le dichromatisme est testostérone-dépendant est le combattant
varié, ou c’'est la présence de testostérone qui permet au méle d’avoir un plumage
coloré (Owens, Short 1995).

Chez Gallus gallus, les animaux dont le plumage est dit « de type sauvage » ont une
pigmentation similaire a celle du coq doré, comme le couple de Leghorn dorée sur la

photo ci-dessous.

-/

Photographie 4: Couple de Leghorn dorée (ou dit de type ancien). Extrait de
Wikimédia Commons (De Sousa 2008; Quintin 2006).

Les mécanismes d’action des cestrogénes sur le follicule plumeux ne sont pas
encore connus.
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En plus du dichromatisme sexuel, les cestrogénes sont aussi responsables de la
taille et de la forme des plumes de la poitrine, du dos, et de la queue, plus longues et

plus effilées chez le male.

Dans les especes au plumage « cestrogénes-dépendant », une réversion de sexe
phénotypique des adultes est possible. En effet, seul I'ovaire gauche est fonctionnel
chez la poule. Un événement (comme une maladie) peut le rendre non-fonctionnel et
entrainer une régression de la gonade. Le tissu résiduel de la gonade droite va alors
proliférer pour donner un tissu qui sécrétera des androgénes, des cestrogénes, ou
les deux. La poule peut alors, s’il n’y a pas suffisamment de sécrétion d'cestrogenes,

développer un plumage de coq (Jacob, Mather 2000).

1.3.4.4.2 Régulation régionale

Chez les vertébrés, la région dorsale est classiquement plus sombre que la région
ventrale. Chez Gallus gallus, ce phénotype s’exprime chez les femelles et les
poussins, qui ont un plumage utile au camouflage. Le cog posséde un plumage
brillant pour attirer les femelles, il a un plumage plus coloré dans la région dorsale

que dans la région ventrale.

ASIP, en inhibant la production d’eumélanine, rend les régions ou il s’exprime moins
noires que le reste du plumage. Ainsi, de par son expression ventrale et dorsale chez
le méle, et uniguement ventrale chez la femelle et les poussins, il est responsable de

la régulation régionale de la pigmentation chez Gallus gallus (Oribe et al. 2012).

Son expression étant variable selon le sexe de I'animal, il pourrait étre une cause
possible du dichromatisme sexuel. L’explication pourrait étre une action des

cestrogénes sur son promoteur (Oribe et al. 2012; Gluckman, Mundy 2017).

Différents travaux visant a étudier les interactions entre ces hormones sexuelles et
les cellules des papilles dermiques des plumes suggerent que cette variation de
réponse est due a des différences intrinséques entre les follicules du corps, mais les

mécanismes précis sont encore inconnus (Oribe et al. 2012).

1.3.5 Variants de couleur du plumage
Un méme phénotype peut avoir plusieurs causes. Par exemple, la couleur blanche

est une absence de pigmentation qui peut étre causée par (Chen et al. 2015) :

- Un défaut de différenciation des mélanocytes.
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- Une absence de précurseurs des mélanocytes dans le follicule plumeux (trés
rare sur tout le corps, cause plutét un phénotype de panachures).

- Un manque de maturation des mélanocytes.

- Un défaut de transfert du pigment aux kératinocytes (cause généralement une

dilution de la couleur).

1.3.5.1 Nomenclature

Auparavant, un allele dominant était noté en majuscules ‘A’, un alléle récessif en
minuscules ‘a’ et un allele sauvage était noté +. Par exemple, un allele sauvage
dominant s’écrivait A+. En 1996, une nouvelle nomenclature a été adoptée pour
décrire la génétique du poulet dans les publications et les bases de données
(Crittenden et al. 1996) : les alleles sont notés A*B, pour l'allele B d’un locus A et
A*N pour l'alléle sauvage de méme locus. Cette notation est valide quel que soit leur

dominance, et ce pour faciliter le traitement informatique des données.
Les abréviations utilisées pour les variants sont décrites dans le tableau ci-dessous.

Tableau 2: Abréviations utilisées pour la description des variants de
pigmentation de la plume chez Gallus gallus (Coquerelle 2000).

Abréviation Signification Abréviation Signification
AL albinos HF hen-feathering
B barred I inhibitor of black
BC buttercup IG inhibitor of gold
BL blue LAV lavander
C non colored MH mahogany
CHA charcoal ML melanotic
CHO chocolate MO mottled
CcoO columbian PG pattern gene
D dilute Pl pied
DB dark brown PK pink eyes
E extended black RE red eyes
E*B brown S silver
E*R brown red SD sex linked dilution
E*S speckled head Y yellow
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Sauf mention d’'une autre source, les informations de la partie ci-dessous sont issues
de l'ouvrage de Gérard Coquerelle, « Les poules: diversité génétique visible »
(Coquerelle 2000).

1.3.5.2 Détermination de la présence de la coloration noire
% La série C (blanc récessif) C*N/ C*C/ C*RE/ C*AL
L'allele dominant C*N permet la coloration du plumage/duvet par des pigments

colorés (noirs, bruns et rouges) : toutes les races colorées portent donc cet alléle.

L'allele récessif C*C cause le phénotype nommé blanc récessif : les rémiges du
poussin d’un jour sont blanches avec un duvet jaune trés clair, des traces de
coloration étant possibles. L’adulte a un plumage blanc, comme le montre la photo ci-
dessous. Des reflets sont possibles chez certains sujets (rosé sur le dos pour le coq,
saumoneé devant le cou et en haut de la poitrine pour la poule). Cet alléle n’influence
que la couleur du plumage : la Silky est une race homozygote C*C et a donc un

plumage blanc, mais sa peau est noire.

Photographie 5: Poule Géatinaise au plumage et tarses blancs. Extrait de
Wikimédia Commons (Smith 2006).

L'insertion d’'une séquence rétrovirale dans un des introns du gene autosomal TYR
est responsable de ce phénotype. Elle conduit a une enzyme tronquée, ce qui
empéche la réalisation de la mélanogénése dans les follicules plumeux, mais pas
dans la rétine (Chang et al. 2006b; Sato et al. 2007).

Les deux derniers alléles, C*RE et C*AL, sont responsables d’albinisme. Les
animaux ont les yeux rouges foncés pour C*RE et roses pour C*AL. La cause de la
mutation C*A est une délétion de 6 pb dans I'un des introns de TYR (Chang et al.
2006b; Tobita-Teramoto et al. 2000). Ces mutations ne sont pas caractéristiques

d’une race : elles sont trés rares.
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% La série | (blanc dominant)/ I*I/ I*S/I*D/ I*N
L'allele I"N est I'alléle récessif sauvage de la série. || permet la pigmentation noire du

plumage (Kerje et al. 2004).

L'allele 1”1 est I'allele dominant de la série, le phénotype associé est donc appelé
blanc dominant. Ce variant cause l'inhibition totale de la formation d’eumélanine, et
partielle de la phéomélanine. La couleur du duvet et du plumage va donc du jaune
tres clair au rouge brun, avec absence totale de couleur noire comme le montre la

photo ci-dessous.

Photographie 6: Coqs homozygotes porteurs de l'allele I*I (& gauche) et I*N (a
droite). Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible
(Coquerelle 2000) .

Cependant, la dominance de cet alléle est incompléte et un animal hétérozygote

I*I/I*N peut présenter des taches ou des plumes noires.

La nature moléculaire de I'alléle I*I est une insertion de 9 pb dans I'exon 10 du géne
autosomal PMEL17 qui cause la mort prématurée des mélanosomes (Kerje et al.
2004).

L'allele I*S est récessif par rapport a I*I et partiellement dominant sur I*N. Il donne un
plumage grisatre. Une double mutation en est la cause : une insertion de 9 pb dans
'exon 10 (comme pour I*l), accompagnée d'une délétion de 12 pb dans I'exon 6
(Kerje et al. 2004).

L'allele I*D il a été décrit en 1987 et n'est pas caractéristique d’'une race. A l'état
homozygote, il donne un plumage similaire & un animal hétérozygote I*| : blanc avec
des taches noires possibles. Le duvet d'un animal hétérozygote sera gris-bleu
(couleur noire diluée), cette couleur disparaissant a 'age adulte. La mutation causale
semble étre une délétion de 15 pb dans I'exon 10 de PMEL17 (Kerje et al. 2004).
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Tous les animaux dont le plumage présente du noir, du noir dilué ou du noir barré ont

donc comme génotype I*N a I'état homozygote et sont porteurs de I'allele C*N.
1.3.5.3 Détermination de I’étendue de la coloration noire

1.3.5.3.1 Extension de la coloration noire

% La série E : E*E/ E*R/ E*WH/ E*N/ E*B/ E*S/ E*BC/ E*Y
C’est le génotype au locus MC1R qui détermine principalement I'extension de la
couleur noire. Les mutations modifient le taux d’activation du récepteur, qui va de

I'activation constitutive a la perte de fonction.

Cependant, d’autres loci que nous décrirons par la suite modifient I'extension du
noir : par exemple, ML et CHA accentuent la présence de noir. Au contraire, MH, DB

et CO diminuent son étendue.

La dominance des alléles de cette série semble étre la suivante : E*E > E*R > E*WH
> E*N> E*B> E*Y (Guo et al. 2010). Cette dominance est généralement incompléte.
Par ailleurs, le sens de la dominance des alleles E*S et E*BC vis a vis des autres n’a

pas été établi.

L’'allele dominant E*E provoque une activation constitutive du récepteur MCIR : a
I'état homozygote, le plumage a donc une couleur uniformément noire. L'épiderme
est généralement noir comme le montre la photo de gauche ci-dessous.

D’autres génes modifient la couleur en déterminant des dessins de plumage
(exemple : taches blanches pour le phénotype caillouté) ou une dilution du noir

(exemple : couleur bleue ou lavande) comme le montrent les photos ci-dessous.

Photographie 7: Cog cotentin au plumage et tarses noirs (a gauche). Extrait de
COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible (Coquerelle
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2000). Poule hollandaise au plumage caillouté (au centre). Poule orpington au
plumage lavande (a droite). Extrait de Wikimedia Commons (Thomon 2018;
Wikipedia 2011)

Les hétérozygotes E*E/E*N ressemblent a des animaux E*R.

L'allele E*R, souvent dénommé ‘noir cuivré’ est responsable d’un plumage noir
étendu, mais d’autres couleurs, rouge doré ou argenté, sont également présentes,
comme le montre la photo ci-dessous. Les tarses sont moins noirs qu’avec E*E, mais
plus sombres qu’avec les autres alléles. La poule est plus noire que le coq. Un

hétérozygote E*R/E*WH ressemblera a un animal E*B du fait de la dominance

incomplete de E*R.

Photographie 8: Couple de marans au plumage noir cuivré. Extrait de Marans
club de France (Marans Club de France 2017a).

L'allele E*WH (WH pour wheaten, c'est a dire froment) donne des animaux de
couleur rouge clair, comme le montre la photo ci-dessous : le duvet des poussins est
clair, avec une couleur noire possible uniguement sur les rémiges. Le coqg est
identigue au type sauvage avec un sous-plumage plus clair, et la poule est de
couleur créeme a brun clair avec les régimes primaires noirs. Elle ne possede jamais
de couleur saumon, contrairement au type sauvage. Cet alléle diminue la couleur

grise bleutée sur les tarses.
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Photographie 9: Couple de Faverolles au plumage froment. Extrait de
COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible (Coquerelle
2000).

L'allele E*N est l'allele du type sauvage. Le poussin a un duvet rayé par 3 bandes
longitudinales dorsales, avec un ceil qui semble maquillé. La poitrine, les cuisses, le
ventre, la queue et les rémiges primaires du cog sont noirs avec une partie
duveteuse blanche a la base de la queue. La poule a une poitrine saumonée
soutenue se dégradant vers les cuisses, un ventre gris, une queue et des rémiges
noires bordées de doré ou d’argenté. Le camail est doré ou argenté et noir. Le
dessus du corps et les ailes sont pointillés de noir, et le sous-plumage est gris. Le

poussin, le coq et la poule de type sauvage sont visibles sur les photos ci-dessous.

Photographie 10: Poule sauvage dénommée ‘Bankiva’ (a gauche), coq
‘Bankiva’ (au centre) et poussin de type sauvage (a droite). Extrait de
Wikimedia Commons (Yap 2008; Subramanya 2012; Térizs 2008).

L'allele E*B, avec b pour brown, brunit le duvet du poussin avec la téte chocolat et la
barre dorsale brune, élargie, et plus ou moins nette. Le coq a un plumage semblable
au type sauvage, avec une poitrine plus rouge pour le juvénile. La poule a également
un plumage similaire, seule la poitrine différe et présente non pas du saumoné mais
un pointillé grossier, présent aussi sur le dos et les ailes comme le montre la photo

de droite ci-dessous.
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Photographie 11: Poussin porteur d’E*B (a gauche) et poule Pictave porteuse
d’E*B. Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible
(coquerelle, 2000).

A I'état homozygote, l'alléle E*Y (Y pour yellow) donne un phénotype identique a
celui de E*WH, hormis des plumes noires sur le cou et la selle du coq si 'animal
porte CO*N/CO*N (voir plus loin). Ainsi, certains auteurs pensent que E*Y et EXWH
seraient un seul et méme allele. E*WH et E*Y sont respectivement nommés froment

dominant et récessif (Davila et al. 2014a).

L'allele E*S (S pour speckled, c'est-a-dire tacheté) donne un duvet similaire au type
sauvage, mais avec des variations de tachetures sur la téte. Le phénotype de la

poule est similaire au type E*B, en plus clair. Le coq ressemble au type sauvage.

L'allele E*BC (BC pour buttercup, c'est-a-dire renoncule) donne un duvet similaire au
type sauvage, mais avec une discontinuité des bandes latérales sur le dos et de
bande la centrale sur la téte. Le phénotype du coq est similaire au type sauvage et

celui de la poule au type E*B.

Etant donné l'importance de MCI1R dans la pigmentation, les variants de cette série
ont été étudiées par différents auteurs, mais dans des races et des lignées
différentes. Cela peut expliquer le polymorphisme retrouvé pour un méme allele,

comme le montre le tableau ci-dessous.
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Tableau 3: Mutations de MC1R associées aux différents alleles. Inspiré de
Davila et al., association between polymorphism in the melanocortin 1 receptor
gene and E locus plumage color phenotype (Davila et al. 2014a).

Allele | Mutations Référence Remarques
Glu92Lys (Davila et al. 2014b; Kerje et al. Mutation qui semble
2003; K Ling et al. 2003; Takeuchi et | nécessaire mais non
al. 1996; Ellett 2000) suffisante
E*E
Met71Thr (Kerje et al. 2003; Takeuchi et al.
et 1996)
Arg213Cys
Glu92Lys (Ellett 2000; Davila et al. 2014a; K
E*R Ling et al. 2003)
Leul33GiIn (Ellett 2000; Davila et al. 2014a)
(Takeuchi et al. 1996; Ellett 2000; Non retrouvé dans
Arg213Cys Kerje et al. 2003) Davila, 2014
E*N
E*WH | Thrl43Ala (Ellett 2000; Davila et al. 2014a)
Thr143Ala (Ellett 2000)
E*Y | Arg213Cys (Davila et al. 2014a) En contradiction avec
Glu92Lys (Davila et al. 2014a; Ellett 2000; K
Ling et al. 2003)
E*B | His215Pro (Ellett 2000) ‘
(Davila et al. 2014a) Hypothése :
Alal37Thr atténuation mutation
Glu92Lys
Glu92Lys, (Kerje et al. 2003)
His215Pro
and
Met71Thr
E*BC | Leul33Pro, (Dévila et al. 2014a)
Thr143Ala,
and
Arg213Cys
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% La série ML*ML/ ML*N
L'alléle dominant incomplet ML*N (ML pour melanotic) noircit plus ou moins les
parties rouges du plumage.
Cela donne un phénotype tres variable selon les alléles des autres genes. Il est
souvent sélectionné dans les races exprimant E*E, afin de s’assurer d’obtenir des

animaux complétement noirs.

% La série CHA*CHA/ CHA*N
Le géne responsable de ce phénotype semble étre situé sur le chromosome 1. Cette
série est peu connue, elle se nomme CHA pour charcoal c'est-a-dire charbon de
bois : c’est un facteur mélanisant. Il peut se manifester en présence des alléles
E*WH, E*Y et E*B. Il n'est pas visible si le locus E présente d’autres alléles. La

couleur noire ne s’observe pas a la naissance et s’établit pendant la croissance.

1.3.5.3.2 Restriction de la coloration noire
% La série DB*N/ DB*DB
L’allele sauvage DB*N est l'alléle récessif de cette série. || ne modifie pas la

pigmentation du plumage.

Le géne associé a cette série est SOX10, localisé sur le chromosome 1. Le variant
causal de DB*DB est une délétion de 8.3 kb située a 14 kb en amont du début de
transcription de SOX10. Cette mutation, en diminuant I'expression de SOX10 et donc
de MITF, pourrait diminuer la régulation d’enzymes clés telles que la tyrosinase et la
dopachrome tautomérase (DCT), menant a une diminution de la pigmentation

(Gunnarsson et al. 2011).
L’alléle DB*DB, pour dark brown, transforme un duvet noir en brun foncé.

A T'état homozygote, DB*DB peut étre a l'origine de dessins de plumages, et
notamment de barrure sur la plume, en combinaison avec d’autres mutations. Selon
le sexe de I'animal et I'allele présent au locus E, DB*DB a une action différente et

peut se comporter comme un alléle dominant ou récessif.

En effet, les poules porteuses d’E*B ont la poitrine, le dos et les ailes barrés, alors
que celles portant E*N ou E*WH n’ont que le dos et les ailes barrés. De plus, avec
ces trois alléles, DB*DB agira comme un alléle dominant alors qu’il se comportera

comme un récessif si la femelle porte E*R.
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Pour le coq, le noir sera absent de la poitrine et limité aux ailes et a la queue quel
que soit I'allele au locus E, comme le montrent la photo ci-dessous (ou le camail est
blanc car I'animal est porteur de S*S, qui inhibe le rouge : ce n’est pas l'action de
DB*DB). Cet alleéle a une dominance incompléte, puisque les males hétérozygotes

ont les plumes du camail noires mis a part une tache rouge a I'extrémité.

Photographie 12: Coq Bresse-gaulois gris. Extrait de COQUERELLE Gérard, les
poules: diversité génétique visible (Coquerelle, 2000).

1.3.5.3.3 Dilution de la coloration noire

+ La série BL*BL/ BL*N
Le gene lié a cette série n'a pas encore été identifié. Le géne codant pour MITF,
localisé sur le chromosome 12, semblerait étre un candidat intéressant, mais rien n’a

encore été prouvé chez la poule domestique (Minvielle et al. 2010).

L’alléle BL*BL est dominant incomplet, il est appelé BL pour blue. Ce variant modifie

la forme des eumélanosomes :

- Chez les animaux homozygotes BL*N, l'alléle sauvage, ils sont en forme de
batonnets avec un phénotype de couleur noire.

- Chez les animaux hétérozygotes BL*BL/BL*N, ils sont arrondis et le
phénotype est gris bleuté, comme sur la photo de gauche ci-dessous.

- Chez les animaux homozygotes BL*BL, le phénotype est blanc plus ou moins
tacheté de bleu ou de noir, ce qui est nommé « splash » ou « blanc sale »,

comme sur la photo de droite ci-dessous.
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Photographie 13: Poule Hambourg bleue (& gauche). Extrait de Wikimédia
Commons (Mabel 2016a). Coq de combat « blanc sale » (a droite). Extrait de
COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible (coquerelle,
2000).

% La série CHO*N/CHO*CHO
Le gene responsable du phénotype est porté par le chromosome Z. L’alléle récessif
est le variant CHO*CHO, avec CHO pour chocolate. Comme il est porté par Z, une

femelle porteuse de CHO*CHO exprimera toujours le phénotype.

Il donne un animal a duvet, plumage, bec, tarses et iris chocolat foncé, comme le

montre la photo ci-dessous.

Photographie 14: Couple d’Orpington naines au plumage chocolat. Extrait de la
ferme de Beaumont (Ferme de Beaumont 2018a).

% La série LAV*N/LAV*LAV
L’allele récessif autosomal LAV*LAV, avec LAV pour lavande, dilue le rouge doré en

chamois-creme, et le noir en gris clair ou perle comme sur la photo ci-dessous.
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Photographie 15: Poule de race Orpington au plumage lavande. Extrait de
Wikimédia Commons (Wikipedia 2011).

Une substitution dans I'exon 1 du géne MLPH est la cause de ce phénotype. En
effet, elle perturbe le complexe que la protéine MLPH forme avec les protéines
RAB27A et MYOSINS. Cela diminue la possibilité de translocation des mélanosomes
a la périphérie des mélanocytes, et diminue donc son transfert vers les kératinocytes
(Vaez et al. 2008).

®,

% La série PK*N/PK*PK

C’est une mutation trés rare, apparue a deux reprises chez des Plymouth Rock
blanches.

Elle est récessive et autosomale, et hommée PK*PK, pour pinkeye. Un animal
homozygote PK*PK présente une dilution du noir en bleu grisatre. Seules les
eumeélanines sont affectées par ce variant. L'ceil est rosé clair en présence de C*C et

plus foncé en présence de C*N.

1.3.5.4 Détermination de la présence et de I’étendue de la coloration rouge
% La série S*S/S*N/S*AL
C’est un locus situé sur le chromosome Z, ce qui permet le sexage a la naissance

dans des croisements appropriés. Il est utilisé dans certaines lignées industrielles.

L’allele dominant incomplet S*S (S pour silver) donne une couleur argentée au
plumage en supprimant I'expression des phéomélanines. Comme c’est une mutation
a dominance incomplete, un animal hétérozygote sera argenté avec des traces
possibles de doré sur le dos. En présence de CO*N a I'état homozygote, la poitrine
des poules ne sera pas argentée mais restera saumonée. Une substitution
(Leu347Met) dans le géne SLC45A2 (ou MATP) définit l'allele S*S pour la plupart
des races, sauf la Leghorn blanche, pour laquelle il semblerait qu'une autre
substitution (Tyr277Cys) cause ce phénotype. L’inhibition spécifique de la

phéomélanine et non de 'eumélanine ne s’explique pas clairement pour linstant,
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étant donné la fonction de ce géne (transport d’enzymes dans le mélanosome ;

(Gunnarsson et al. 2007).

Au contraire, avec l'allele S*N, qui est l'alléle sauvage, il y a expression des
phéomélanines : le plumage peut aller de froment clair a rouge acajou comme le

montre la photo de gauche ci-dessous.

Photographie 16: Cogs Sebright a plumage doré (a gauche) et argenté (a
droite). Extrait de Wikimédia Commons (Pelardy 2014; Latropox 2012).

Le sexage a la naissance est possible lorsque le pére est rouge (S*N/S*N) et la mére
est argentée (S*S/S*S). Comme les femelles héritent du chromosome Z de leur pere,
elles ont un duvet rouge doré a la naissance. Les males, hétérozygotes S*S et S*N

sont blancs avec un reflet jaunatre.

L’allele S*AL provoque un albinisme imparfait. Il est récessif vis-a-vis des deux
autres alléles. Le plumage/duvet est blanc pur a rosé et I'ceil est rouge dés la
naissance. Cela en fait un allele également utilisable pour le sexage a la naissance,
voire avant par mirage de I'embryon et reconnaissance de la couleur de I'ceil (non
utilisé pour I'instant). C’est une délétion de 1 pb dans I'exon 1 de SLC45A2 qui en est
la cause. Cela créé un codon stop prématurément, et cause une destruction du
transcrit modifié. En conséquence, le passage de la tyrosinase de I'appareil de Golgi
aux prémélanosomes est perturbé, puisque SLC45A2 code pour une protéine

membranaire utile au transport (Gunnarsson et al. 2007).

« La série MH*MH/MH*N
L’alléle autosomal dominant MH*MH (MH pour mahogany, c'est-a-dire acajou) ne
modifie pas la couleur du duvet. Il rend le plumage rouge plus foncé, en réduisant la
quantité d’eumélanines sur la poitrine du coq. Chez la poule, il agit de la méme
maniere sur la poitrine, le dos et le dessus des ailes, comme le montre la photo ci-

dessous.
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Photographie 17: Couple de Rhode Island au plumage rouge acajou. Extrait de
Wikimédia Commons (Zahn 2008; HeatherLion 2014).

% La série IG*IG/IG*N

La mutation est appelée IG, pour inhibitor of gold c'est-a-dire creme.

A T'état homozygote [lallele récessif autosomique IG*IG donne un phénotype
semblable a I'argenté chez le coq, mais plus chamois jaunatre chez la poule, comme
le montre la photo ci-dessous. Le duvet du jeune est plus clair. IG*IG ne s’observe

pas en présence de E*E/E*E (activation constitutive de MC1R).

Photographie 18: Poules porteuses de lallele IG*IG (& gauche) et IG*N (a
droite). Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible
(Coquerelle, 2000).

1.3.5.5 Détermination des dessins de plumage

% La série B*SD/B*B/B*N/B*BO0 : la barrure liée au sexe
Elle est nommeée « barrure liée au sexe » car le gene lié a cette série, CDKN2 A/B,
est situé sur le chromosome Z. Il code pour la protéine Alternate Reading frame
(ARF) qui, par sa liaison avec MDM2, protege le facteur de transcription p53 de la

dégradation. Or, p53 inhibe le cycle cellulaire.

Ce variant entraine larrét de la multiplication des mélanoblastes et une
différenciation prématurée des mélanocytes. La réserve de précurseurs s’épuise peu
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a peu, et la pigmentation diminue. Comme ce phénomene est cyclique, cela explique

I'apparition successive de barrures colorées et blanches.

L’'allele B*N est l'alléle sauvage, présent dans toutes les races colorées non barrées.

Il existe quatre SNP du géne. lls sont a l'origine de trois alleles : B*BO, B*B et B*SD.
Deux de ces SNP, situés dans des régions non codantes, sont communs aux trois
alleles. Chez B*B et B*SD, il existe en plus une substitution spécifigue a chacun
(respectivement VID et R10C) localisée dans le site de liaison a la protéine MDM2
(Schwochow Thalmann et al. 2017).

L'allele dominant incomplet B*B se traduit par une tache blanchatre sur la téte du
poussin. Cet allele permet, en général un sexage a la naissance car la tache du male
homozygote B*B est plus large que celle des femelles et ses tarses sont plus clairs,
par mangue de compensation de dosage. En pratique, cette différence est plus facile
a observer sur un fond eumélanique.

Le plumage des adultes est de type « coucou » (si le reste du génome permet une
coloration, qu’elle soit noire ou rouge). Chaque plume a alors des bandes
transversales blanches, visibles également sur le sous-plumage si celui-ci est foncé.
C’est le contraire pour les animaux a barrure autosomale : ce sont des bandes noires
sur un plumage a fond blanc ou rouge.

Comme B*B a une dominance incompléte, les bandes des animaux B*B/B*B sont
plus larges que celles des animaux B*B/B*N ou B*B (femelles): les coqgs
homozygotes sont plus clairs que les femelles, comme le montre la photo de gauche

ci-dessous.

Photographie 19: Couple de Marans au plumage coucou. Extrait de Marans
Club de rance (Marans Club de France 2017b). Plume au dessin barrure
autosomale liée au sexe. Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité
génétique visible (Coquerelle, 2000).
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L'allele B*SD, ou dilution liée au sexe, est le plus dominant de la série. Il est peu
fréquent. Il induit une coloration bleue barrée chez les hétérozygotes, et une forte
dilution donnant un plumage plus ou moins blanchéatre suivant les régions du corps

chez les homozygotes, comme le montrent les photos ci-dessous.

Photographie 20: Couple porteur de I'alléle B*SD avec le male homozygote et la
femelle hémizygote. Extrait de Schwochow Thalmann et al., the evolution of
Sex-linked barring alleles in chickens involves both regulatory and coding
changes in CDKN2A (Schwochow Thalmann et al. 2017).

L'allele B*BO, ou dilution extréme liée au sexe, a uniquement été trouvé chez la
Leghorn blanche, qui porte l'allele I*] : le phénotype lié & cet allele est caché par le
blanc dominant. Cependant, il a été prouvé qu’en absence de blanc dominant, il
induit une diminution de pigmentation bien plus importante que les deux autres
alléles. Un animal B*B0/B*B0 devrait donc étre tres peu pigmenté. Comme les deux
mutations causales de ce variant sont dans des régions non codantes, il semblerait
guau moins une des deux joue un rdle de cis-régulateur et provoque une

surexpression d’ARF, et donc une perturbation du cycle cellulaire.

Les substitutions responsables des alléles B*B et B*SD semblent tempérer I'effet cis-
régulateur et éviter une trop forte augmentation de I'expression d’ARF : cela
expliquerait que la diminution de pigmentation soit moins importante avec ces deux
alleles. VOD, responsable de I'allele B*B, contre plus fortement les deux mutations
gue R10C puisque les animaux porteurs de B*B sont plus foncés que ceux porteurs
de B*SD (Schwochow Thalmann et al. 2017).

+ La série MO*N/MO*MO/MO*PI : le caillouté et le bariolé
Cette série se nomme MO pour mottling, c'est-a-dire moucheture.
L’alléle sauvage, présent chez toutes les races colorées sans taches blanches est

I'allele dominant MO*N.
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L’allele récessif MO*MO donne une tache blanche en bout de plume. Le reste de la
plume comporte une zone noire en V sous la tache suivie d’'une pigmentation due
aux phéomélanines ou eumélanines. Ce plumage est nommé, selon les races
concernées et les alléles présents aux loci E et Co : tricolore (Sussex), mille fleurs ou

porcelaine (naines belges), comme le montrent les photos ci-dessous.

Photographie 21: Couple de Sussex au plumage tricolore (a gauche). Extrait de
la ferme de Beaumont (Ferme de Beaumont 2018b). Poules Sabelpoot au
plumage mille fleurs (au centre). Extrait de Wikimedia commons (JvL 2012).
Plume au dessin mille fleurs (a droite). Extrait de COQUERELLE Gérard, les
poules: diversité génétique visible (coquerelle, 2000).

Si l'allele E*E est présent, il 'y a pas de phéomélanine : la plume est entiérement
noire avec une tache blanche a I'extrémité, la zone en V ne se voit donc pas. Ce

dessin se nomme « caillouté » comme sur les photos ci-dessous.

Photographie 22: Poule Hollandaise au plumage caillouté (a gauche). Extrait de
Wikimédia Commons (Thomon 2018). Plume au dessin caillouté (a droite).
Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible
(coquerelle, 2000).

Le plumage des adultes va comporter de plus en plus de blanc au fur et a mesure
des mues.

L'étendue du noir sur le duvet est diminuée en présence d’'E*E ou d’E* R, mais pas
des autres alleles du locus E pour lesquels I'animal est moins sombre : il y aura

moins d’effet visible.
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Selon I'age de l'animal et l'alléle du locus E, MO*MO se comporte donc comme un
alléle récessif. La mutation causale est une substitution dans I'exon 7 du géne
EDNRB2 (endothelin receptor B2), qui perturbe la fonction du récepteur. EDNRB2 est
un récepteur ayant pour ligands les endothélines (EDNL1, 2 et 3), et qui a une action
sur MITF. La mutation modifie donc la migration, la prolifération et la différenciation

des mélanocytes (Kinoshita et al. 2014).

L'allele MO*PI donne un phénotype panaché ou bariolé : sur une méme zone du
plumage, il peut y avoir des plumes totalement blanches, des plumes colorées et des
plumes colorées tachées de blanc comme on le voit sur la photo ci-dessous. Il existe
un doute sur le fait que ce phénotype panaché soit bien di a cet allele, ou que le

responsable soit un locus totalement différent.

Photographie 23: Troupeau de poules Leghorn Exchequer au plumage bariolé.
Extrait de Feathersite (Stephenson 2018).

Enfin, un dernier alléle découvert récemment dans la race Minohiki se nomme
MO*W, avec un phénotype appelé blanc récessif indépendant de la tyrosinase (en
opposition avec le locus C, qui donne un phénotype blanc & cause de mutations sur
le gene TYR). La mutation causale est une substitution dans I'exon 5 du géne
EDNRB2.

Les poussins sont plus clairs, avec possiblement une tache brune sur la téte. Les
adultes sont entierement bancs, a I'exception de quelques plumes en partie
pigmentées sur la partie dorsale du plumage, comme le montre la photo du milieu ci-
dessous (Kinoshita et al. 2014).
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Photographie 24: Poules Minohiki porteuses de I'allele MO*N (a gauche) ou
MO*W (au centre). Les fleches montrent quelques plumes faiblement
pigmentées. C : plumes d’'un animal MO*N (a gauche) et MO*W (au centre et a
droite) dessous. Extrait de Kinoshita et al. , endothelin receptor B2 (EDNRB?2)
is responsible for the tyrosinase-independent recessive white (mow) and
mottled (mo) plumage phenotypes in the chicken (Kinoshita et al. 2014).

Le locus PG a été associé a différents types de dessin : la barrure autosomale, le

pailleté noir, le perdrix et les liserés simple et double.

Cette mutation se nomme PG pour pattern gene, et le géne responsable semble étre
situé sur le chromosome 1 mais il n’a pas encore été identifié au niveau moléculaire.
L'allele récessif PG*N permet le pointillé noir diffus observé avec le phénotype

sauvage.

L'alléle PG*PG, transforme ce pointillé en trois bandes en ellipse. Elles forment le
maillé du plumage perdrix comme le montre la photo de gauche ci-dessous.

L »
Photographie 25: De gauche & droite: poule Brahma au plumage perdrix
argenté. Extrait de Wikimédia Commons (Seattle 2008). Plume au dessin
perdrix argenté (A) et doré (B). Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules:
diversité génétique visible (coquerelle, 2000). Poule Fayoumi au plumage a
barrure autosomale. Extrait de Wikimédia Commons (Mabel 2016b). Plume au
dessin barrure autosomale argentée (A) et dorée (B). Extrait de COQUERELLE
Gérard, les poules: diversité génétique visible (coquerelle, 2000).

En présence de DB*DB, ce pointillé se transforme en bandes paralleéles de la barrure

autosomique, comme le montre la photo de droite ci-dessus. Cela se produit chez les
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deux sexes si 'animal est E*R et uniquement chez la femelle si I'animal est E*B.
Cette barrure n’est pas visible sur le sous-plumage (contrairement a la barrure liée
au sexe).

Si 'animal est E*BC, cela devient la barrure autosomale modifiée.

Chez un animal porteur de PG*PG et de ML*N, des bandes en ellipse sont visibles,
dont au moins une borde la plume. Une seule bande est visible si I'animal est porteur
de CO*N, ce dessin est alors nommeé liseré simple. Si 'animal est porteur de
CO*CO, il y aura deux bandes de visible. Le dessin sera nommé liseré double,

comme le montre la photo centrale ci-dessous.

Photographie 26: De gauche a droite : plumes au dessin liseré simple, liseré
double et pailleté noir. Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité
génétique visible (Coquerelle, 2000).

Enfin, 'association de DB*DB, PG*PG et ML*ML forme le pailleté noir, ou une tache
noire est visible a I'extrémité de la plume comme le montre la photo a droite ci-

dessus.

L'influence de ces quatre loci sur les dessins de plumage est résumée dans le

tableau ci-dessous.
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Tableau 4: Dessin de plumage en fonction du contexte génétique. Inspiré de
COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible (coquerelle,
2000).

Présence de l'alléle | Locus E PG*PG | DB*DB | ML*ML | CO*CO
Dessin
Pointillé noir diffus Tout allele
Perdrix Tout allele X
Barrure autosomale E*RetE*B | x X
Barrure autosomale modifiée E*BC X X
Liseré simple Tout allele X X
Liseré double Tout allele X X X
Pailleté noir Tout allele X X X

Tous les loci de dilution ou de restriction de la couleur noire peuvent se combiner
avec les dessins de plumage. Par exemple, on peut avoir un plumage ‘maillé bleu’
avec la mutation PG*PG chez un animal hétérozygote BL*BL porteur de I'allele E*E

eumeélanisant.
1.3.5.6 Détermination du dimorphisme sexuel du plumage

1.3.5.6.1 La structure du plumage : le plumage de poule chez un coq

Les femelles ont non seulement une couleur différente des méles (en présence de
CO*N, voir plus loin), mais également une structuration du plumage différente : les
femelles ont des plumes courtes et arrondies a leur extrémité, tandis que les males
ont les lancettes, les faucilles et les plumes du camail longues et effilées comme le

montrent les photos ci-dessous.

Photographie 27: Structure du plumage sexe-dépendante. Extrait de Yu et al.,
the developmental biology of feather follicles (Yu et al. 2004a).
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Il existe une mutation nommée HF*HF pour henny-feathering qui induit une
suppression du dimorphisme sexuel du plumage (les animaux des deux sexes ont un

plumage de femelle), comme chez ce couple de Sebright visible ci-dessous.

Photographie 28: Couple de Sebright argenté montrant un plumage de femelle
chez les deux sexes. Extrait de eXtension (Jacob 2015).

Cela semble étre di a une augmentation d’activité de I'aromatase au niveau des
follicules plumeux. Cette enzyme étant responsable de la transformation des

androgenes en cestrogenes, sa surexpression entraine une féminisation du plumage.

Généralement, les coqgs hétérozygotes HF*HF/HF*N ont un plumage intermédiaire la
premiére année : mélange de plumes rondes et effilées, et de couleur intermédiaire.
Ce sera seulement a deux ans, apres la mue, que ces individus auront un plumage

identique en tout point a celui des poules, comme les homozygotes.

Il est possible que HF*HF renforce la netteté de la barrure autosomale (Carefoot
2002).

1.3.5.6.2 Suppression du dichromatisme: la mutation Columbian restriction
Ce variant fait partie de ceux restreignant I'étendue du noir, comme le montre la

photo ci-dessous.
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Photographie 29: Deux freres, porteurs de l'allele CO*N a gauche et CO*CO a
droite. Extrait de COQUERELLE Gérard, les poules: diversité génétique visible
(Coquerelle, 2000).

Ce variant restreint I'étendue du noir mais pas celle du rouge. C’est pourquoi, chez
certaines races ou l'allele dominant CO*CO est fixé, les animaux sont entiérement

rouges, comme le montre la photo de droite ci-dessous.

Photographie 30: A gauche : Couple de Leghorn de type sauvage, porteurs de
I’allele CO*N. Extrait de Wikimédia Commons (De Sousa 2008; Quintin 2006). A
droite : Couple de race Nagoya, porteurs de l'alléle CO*CO. Extrait d’Inagaki
breeding farm (Inagaki Breeding Farm 2004).

Cette mutation supprime le dichromatisme sexuel, comme le montre la photo de
droite ci-dessus. Son action est beaucoup plus marquée chez le coq que chez la
poule, puisque les deux sexes ont la méme couleur alors qu’en présence de CO*N

les cogs ont un phénotype de type sauvage.

Il peut s’exprimer en présence d’'E*B, E*N, E*R ou E*WH (dans ce dernier cas le
sous-plumage est plus clair). En revanche, lorsque MCL1R a une expression
constitutive (alléle E*E), l'allele CO*CO n’a pas d’effet.

De plus, CO*CO semble améliorer la netteté de la barrure liee au sexe en

éclaircissant les zones claires, tout en ayant un effet contraire sur la barrure

autosomique : il la rendrait moins nette.
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Tous les auteurs ne sont pas d’accord sur l'identité des races porteuses de CO*CO.
Par exemple, un désaccord existe sur la présence de CO*CO chez I'Andalouse
bleue (Coquerelle, 2000). La Fayoumi est également une race ou la présence de
CO*CO est controversée (Carefoot 2002; Coquerelle 2000). Cependant, la
ségrégation du phénotype de la Fayoumi lors de croisements semble effectivement

confirmer I'absence de l'allele CO*CO dans cette race (données non publiées).

La présence de CO*CO dans les races entierement blanches (comme la Leghorn
blanche ou la Gauloise blanche) n’est pas visible, puisque son action est masquée
par le blanc dominant. De méme, pour les races qui sont entierement noires a cause

de la présence d’E*E, le statut vis-a-vis de CO*CO est inconnu.

Le gene lié a cette série est autosomal, mais il n'a pas encore été identifie. La
cartographie et la caractérisation moléculaire de la mutation Columbian Restriction

font 'objet de la partie expérimentale de la Thése (voir ci-apres).

2 Partie expérimentale

2.1 Introduction

La lignée utilisée pour I'étude de la mutation Columbian Restriction, nommée cheptel
1, est hébergée a l'élevage expérimental INRA de Tours (unité PEAT). L’alléle
CO*CO y est en ségrégation depuis 1967. L’intervalle de génération dans cette

lignée est d’'un an.

C’est une lignée composite issue d’'un croisement entre plusieurs races :
- Rhode Island rouge

- Combattant indien

- Gatinaise

- Sussex

- Marans

- Wyandotte

- Ardennais nain
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L’alléle CO*CO semble originaire de la Rhode Island rousse dans laquelle il est fixé,

comme le montre la photo ci-dessous.

Photographie 31: Couple de Rhode Island au plumage rouge acajou. Extrait de
Wikimédia Commons (Zahn 2008; HeatherLion 2014).

Son expression dans la lignée de 'INRA donne une pigmentation identique aux
poules et aux cogs, et diminue la couleur noire au niveau de la poitrine des animaux.
La différence de pigmentation est beaucoup moins visible au niveau du dos, comme

le montrent les photos ci-dessous.

Photographie 32: Phénotype d'animaux de la lignée INRA. A gauche: poitrine et
dos d'un individu de type sauvage. A droite: poitrine et dos d'un individu de
type Columbian. Photos de GOURICHON David, VIEAUD Agathe et BRUNEAU
Nicolas.

L’analyse de la transmission héréditaire des profils de coloration au sein des
différentes familles de la lignée suggere que la mutation Columbian Restriction serait

autosomale avec un effet dominant.
Plusieurs hypotheses ont été émises concernant son mode d’action :

- Les alleles dominants ont souvent tendance a provoquer une activation du
géene : un seul allele muté suffit a en augmenter I'expression, ou conduisent
parfois a un gain de fonction, qui s’observe avec une seule copie mutée. A

linverse, les alléles récessifs inhibent plus généralement I'expression du géne
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ou inactivent la fonction de la protéine, car la présence d'un seul alléle
sauvage suffit dans ce cas a maintenir le niveau d’expression et la production
d’'une protéine active. Comme la mutation Columbian Restriction a un effet
dominant, il est probable que son action provoque une plus grande expression
du gene ou entraine un gain de fonction.

- Ce géne pourrait étre régulé par les hormones sexuelles: l'action des
cestrogénes expliquant le dichromatisme sexuel observé habituellement, sa
suppression par l'allele CO*CO pourrait étre médiée par une régulation de
I'effet des hormones sexuelles sur les mélanocytes.

- Lallele CO*CO inhibe la synthése d’eumélanine de fagcon régionale: le géne
responsable de ce phénotype pourrait donc étre un antagoniste de MC1R
(une plus grande expression de ce gene empécherait la synthése de pigments

noirs).

Ces différentes hypothéses orientaient vers un gene candidat, connu pour étre a la

fois un antagoniste de MC1R et régulé par les hormones sexuelles : ASIP.

Des travaux initiaux ont donc consisté a génotyper des SNPs de ce géne chez des
animaux de la lignée INRA porteurs de CO*CO ou de CO*N. Malheureusement,
aucune association entre ces variants, ASIP et les génotypes prédits au locus

Columbian Restriction n’a pu étre mise en évidence (données non publiées).

En labsence dautres genes candidats évidents, une étude d'association
pangénomique a été réalisée pour localiser la région du génome ou serait le locus

associé a Columbian.

Tous les résultats de primo-localisation décrits ci-dessous étaient déja disponibles
lorsque cette thése a été initiée: j’ai d’abord refait ces analyses afin de m’approprier
les méthodes et le sujet et mon apport personnel a consisté a diminuer la taille de la
région candidate et a étudier I'expression des génes connus dans cette région. Cela
m’a conduit a identifier un petit nombre de génes candidats, dont le niveau
d’expression selon le phénotype a été mesuré par PCR quantitative. Enfin, en
parallele de ces études, les données de séquengage d’'une race ou l'allele CO*CO
était fixé ont été comparées a celles de races ou l'allele CO*N était fixé pour essayer

de déterminer le/s SNP/s causal/aux de Columbian.

L’enchainement de ces expériences est résumé dans la figure ci-dessous.
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Aodt 2017

Reprise de I'analyse des données de 2012 Protocole d’étude de la région candidate.
pour la primolocalisation de Columbian. Choix des SNPs et des individus.

Janvier 2018

}‘

Analyse du génotypage de la région candidate.

Février-avril 2018

}‘

Etude par PCR et gPCR de I'expression des Comparaison du séguencage de races
génes candidats. porteuses de CO*N et CO*CO.

Figure 33: Chronologie des travaux de recherche portant sur Columbian
restriction.

2.1.1 Matériel et méthodes

2.1.1.1 Primolocalisation de la région candidate
Les animaux génotypés sont issus de la lignée INRA déja mentionnée. A chaque
génération, les animaux sont photographiés et un prélevement sanguin est réalisé a

'age de 8 semaines.

Les familles sélectionnées en priorité avaient la structure suivante (de type « back-

Cross ») :

- Lun des parents était hétérozygote CO*N/CO*CO et l'autre parent était
homozygote CO*N/CO*N.

- Les descendants étaient donc soit hétérozygotes CO*N/CO*CO (fréquence
théorique attendue 50%) soit homozygotes CO*N/CO*N (fréquence théorique
attendue 50%).

Au moins une famille avait une structure de type hétérozygote x hétérozygote, car

des descendants homozygotes CO*CO ont été retrouvés a l'issue de I'étude.
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127 animaux nés en 2010 ainsi que 22 animaux nés en 2009 (les 16 meres et 6
péres des 127 animaux de 2010) ont été sélectionnés. 69 étaient de phénotype

Columbian et 80 de phénotype sauvage. Il y avait 68 males et 81 femelles.

Les SNPs de cette étude proviennent d’'une puce 6K dont les 6 000 SNPs ont été

choisis pour un autre protocole de détection de QTL.
Le logiciel utilisé pour 'analyse et le traitement des données est PLINK version 1.9.

Pour toutes les instructions PLINK, les commandes —dog et —allow-no-sex ont été
appliquées, car le logiciel considére par défaut que les données proviennent d’un
génome humain. La commande —dog permet au logiciel de prendre en compte des
numérotations de chromosomes supérieures a 23. La commande -allow-no-sex
permet de prévenir les erreurs du logiciel dues au fait que c’est la femelle qui est
hémizygote chez Gallus gallus, au contraire de ’'homme.

Les résultats ont été visualisés avec R, version 3.4.1. Les packages utilisés sont :

- Qgman version 0.1.4 pour la création du manhattan plot et du diagramme
guantile-quantile des p-values
- Scatterplot3d version 0.3-40 pour la visualisation en 3D des familles

génétiques
Des données de génotypage étaient disponibles pour 5314 SNPs.

Avant analyse, des contréles pour s’assurer de la qualité et de la fiabilité de

I'échantillonnage et des génotypes regus ont été effectués.

» Controle du sexe
La correspondance entre le sexe phénotypique et le sexe génotypique des individus
a été vérifiee par mesure de I'hétérozygotie du chromosome Z. Les femelles ne
possédant qu’un seul chromosome Z sont en effet censées étre homozygotes pour

tous les marqueurs de ce chromosome.

C’était bien le cas pour nos animaux, comme le montre le graphique ci-dessous
(toutes les femelles sont homozygotes et les males ont des niveaux d’hétérozygoties

variables).
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Figure 34: Graphique représentant le rapport entre le niveau d’homozygotie
attendue et observée, en fonction du sexe, pour chaque animal.

Rouge =femelles ; noir = méles

» Controle du pedigree

Un contréle de parenté est effectué par vérification de la compatibilité des alléles de
la descendance avec ceux des parents. Le chromosome sexuel est exclu de cette
analyse puisque PLINK ne tient pas compte de son mode de transmission particulier

pour les espéces autres que 'Homme.

Un descendant a été trouvé incompatible avec ses parents. Cet animal n’ayant
visiblement pas la bonne filiation, il sera noté comme étant de parents et de famille

inconnus dans la suite de I'étude.

» Stratification de la population

Les individus ont été répartis en 6 familles en se basant sur la paternité puisque
certains individus sont de méres différentes mais ont le méme pére. Une analyse en
trois dimensions de la distance génétique entre ces familles est présentée ci-

dessous.
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Figure 35: Distance génétique entre les familles de I'étude décrite dans 3
dimensions. En haut et en bas: graphique en 3D vu sous deux angles
différents.

Cette représentation a été obtenue par positionnement multidimensionnel (ou MDS
multidimensional scaling) de la matrice contenant les données d’identité par état (ou

IBS, identical by state) de tous les individus comparés deux a deux.

Elle montre que deux familles (en bleu clair et en vert sur le schéma) sont plus

éloignées génétiquement des quatre autres.

L’analyse sera donc conduite en prenant en compte la structure familiale de la

population.

» Qualité des marqueurs

o Taux de génotypage

Suite a des problémes techniques lors du génotypage, les données d’'un grand
nombre d’échantillons peuvent manquer pour un SNP donné. |l est nécessaire
d’éliminer ces marqueurs de qualité médiocre car ils n’apportent aucune information
voire une information erronée et risquent de biaiser les résultats de I'étude

d’association.

Tous les SNPs ayant plus de 2% de génotypes manquants ont donc été éliminés de
I'étude. Ce seuil de 0,02 permet I'élimination des marqueurs ayant eu des problémes

de génotypage, mais de conserver ceux pour lesquels les quelques données
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manquantes sont dues a la mauvaise qualité d’'un échantillon donné (Turner et al.
2011; Taing 2012). 171 marqueurs ont été enlevés de I'’étude, dont 110 pour lesquels

il manquait la totalité des génotypes.

o Anomalies de transmission mendélienne
Le contrdle des anomalies de transmission mendélienne permet aussi un contréle de
la qualité du génotypage des SNP. La cause de I'erreur sera imputée a un mauvais
génotypage du marqueur plutét qu’a une erreur de filiation de I'échantillon lorsque,

pour un méme marqueur:

- On compte plus de 2 erreurs de transmission mendélienne
- Les individus concernés ont moins de 0,1% de leurs marqueurs présentant ce

type d’erreur.

9 marqueurs ont ainsi été exclus de I'analyse.

» Contréle de I'information apportée par les marqueurs

Pour un SNP, s’il existe un seul alléle dans la population étudiée, il est impossible de
savoir si la présence de cette allele est corrélée a la présence du variant CO*CO :
c’est un marqueur dit « non informatif ». Un marqueur sera informatif si deux alleles

sont en ségrégation dans la population étudiée.

Tous les SNPs dont la fréequence d’'un des alléles était inférieure a 1% ont été

écartés de I'étude : 1611 marqueurs non informatifs ont été ainsi exclus.
» Equilibre de Hardy-Weinberg

Un écart trop important a I'équilibre de Hardy Weinberg, pour un marqueur donnée,
peut étre le signe d’un génotypage de mauvaise qualité pouvant géner l'interprétation

finale.

Cependant, cet écart révele pour certains marqueurs une association avec le
phénotype recherché. Notamment, tous les marqueurs en fort déséquilibre de liaison
avec la mutation CO*CO devraient étre a I'état hétérozygote chez les descendants
Columbian. Ce sont ces SNPs que nous souhaitons identifier, il ne faut donc pas les
éliminer. C’est pourquoi seuls les 80 animaux de type sauvage ont été choisis pour
cette analyse. Les SNP localisés sur le chromosome sexuel Z nont pas été

considérés dans cette analyse.
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Cet écart a I'nétérozygotie se visualise grace a la distribution de l'indice de fixation
F, ou Fis =1-ho/he, avec ho= fréquence d’hétérozygotes observée et he= fréquence
d’hétérozygotes attendue (Wright 1969).

Si la distribution est centrée sur F=0, la distribution des marqueurs ne présente pas
d’écart global a I'nétérozygotie, c’est une population en parfait équilibre d’Hardy
Weinberg.

En revanche, une distribution décalée vers les valeurs négatives signe une
hétérozygotie excédentaire. C’est le cas sur le graphique ci-dessous, qui représente

la distribution de F des SNPs conservés pour 'étude.

respect du modéle HWE par les marqueurs
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Figure 36: Respect du modele de HWE pour les SNPs sélectionnés pour
I’analyse. En rouge: |F|>0,5 (SNP exclus de I’analyse).

Cette hétérozygotie excédentaire est due au retrait de tous les marqueurs non
informatifs, qui étaient tous homozygotes par définition. Normalement, une
population fermée et sélectionnée depuis des années, et donc consanguine,

présente un déficit en hétérozygotes (Ahmed et al. 2010).

17 SNPs ont été éliminés, ils sont encadrés en rouge dans le graphique ci-dessus.

Le seuil d’exclusion appliqué est : |F|>0,5.

» Controle du génotypage des échantillons

Il peut arriver que I’ADN d’un échantillon ait été partiellement dégradé au cours du
stockage ou lors d’un probléeme d’expérimentation. Il y aura dans ce cas de
nombreux SNPs non génotypés pour cet individu, et un risque de mauvais

génotypage pour les autres. Les échantillons pour lesquels les génotypes de plus de
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2% des SNPs sont manquants devraient été éliminés. Ce ne fut le cas pour aucun
échantillon de notre dispositif.

> Bilan des contrbles

Aprés controles, 3506 SNPs et 149 individus ont été analysés.

3,7% des SNPs ont été éliminés suite aux contrdles qualité, et 34% parce qu'ils
étaient non informatifs dans notre dispositif. 69 individus étaient de phénotype

Columbian et 80 de type sauvage, répartis en 6 familles.

2.1.1.2 Cartographie fine du locus Columbian Restriction

» Sélection des individus
Cette étude a été réalisée en 2017 sur la méme lignée de I'INRA que celle
précédemment utilisée. L’allele CO*CO a été maintenu en ségrégation pendant 7
générations supplémentaires entre les deux séries de travaux. Comme des
recombinaisons sont attendues de maniere aléatoire a chaque reproduction, 'objectif
de I'échantillonnage était de détecter ces recombinaisons dans la région de CO afin

de réduire l'intervalle de la région candidate.

190 animaux nés entre 2012 et 2017 ont été sélectionnés en appliquant les critéres

suivants :

- Choix de familles de type « back-cross » (cf paragraphe 12) avec des
descendants des deux phénotypes.
- Confirmation du phénotype par examen des photographies individuelles.

- Nombre plus élevé d’individus génotypés que précédemment.

L’organisation de la population est donc un peu plus complexe que précédemment

étant donné que certains individus sont a la fois géniteurs et descendants.

» Sélection des marqueurs
Deux sceurs issues de I'étude précédente ont été génotypées sur une puce a haute
densité de 600K (Kranis et al. 2013) en 2014 (données non publiées). L’'une était
homozygote CO*CO, et 'autre homozygote CO*N.

A partir de ces données, une seélection de SNPs situés dans la région candidate et

informatifs pour ces deux animaux a pu étre effectuée.

Le but était de minimiser la probabilité d’obtenir des marqueurs non informatifs dans

'étude. 192 SNPs ont ainsi été génotypés par chimie KASPar (Fluidigm).
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> Vérification de la qualité des marqueurs
Etant donné le petit nombre de SNPs, les génotypes définis par l'algorithme du
logiciel Fluidigm SNP Genotyping Analysis ont été vérifiés individuellement pour
chaque marqueur. Ce contréle permet d’améliorer la qualité du génotypage, et donc
d’éviter I'exclusion de certains marqueurs de I'étude lors de I'application de filtres

comme ceux précédemment utilisés.

Comme les SNPs étudiés sont proches les uns des autres, les marqueurs voisins
sont en déséquilibre de liaison: si plusieurs animaux sont hétérozygotes pour un
SNP et homozygotes pour ses deux voisins, cette différence est certainement due a
un mauvais génotypage du SNP par I'algorithme, peut-étre parce que 'un des deux

fluorophores a mal fonctionné.

Un exemple de définition du génotype pour un marqueur est représenté ci-dessous,

avec a gauche le résultat fourni par le logiciel et a droite le résultat apres contrdle.
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Figure 37: Graphiques représentant le niveau de fluorescence d’'un SNP pour
chaque allele par échantillon. Entouré en rouge : échantillons sur la plaque de
génotypage 2. Entouré en noir : échantillons sur la plaque de génotypage 1.

A gauche: génotypes des échantillons définis par I'algorithme du logiciel. A
droite: génotype des échantillons du méme SNP apres relecture manuelle.

En vert: échantillons génotypés Y/Y. En rouge: échantillons génotypés X/X. En
bleu: échantillons génotypés X/Y. En gris: échantillons au génotype non
déterminable par le logiciel. En orange : échantillons au génotype non
déterminable aprés relecture. En noir : échantillons de H20, témoins négatifs.

Deux plaques ont été utilisées pour le génotypage. Un fort effet plaque est notable
pour certains marqueurs, notamment celui ci-dessus. Cet artefact n’a pas modifié

'analyse des données.
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Les SNPs non interprétables ont été éliminés de I'étude. Il peut s’agir de SNPs pour
lesquels aucune fluorescence n'a été détectée, comme sur le graphique de gauche
ci-dessous, ou ceux pour lesquels les trois groupes de génotype étaient indistincts,

comme sur le graphique de droite ci-dessous.
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Figure 38: Graphique représentant le niveau de fluorescence pour chaque
allele par échantillon.

En vert: échantillons génotypés Y/Y. En rouge: échantillons génotypés X/X. En
bleu: échantillons génotypés X/Y. En gris: échantillons au génotype non
déterminable par le logiciel. En noir : échantillons de H20O, témoins négatifs. A
droite : SNP AX-75950987, pas de groupes distincts détectables. A gauche :
SNP AX-75952547, pas de fluorescence détectée.

Lorsque la fluorescence n'est pas détectée, cela peut étre di a un probléme
d’hybridation des sondes, ou au fluorophore associé qui n’émet pas. Au total, 21

SNPs ont été éliminés.

De plus, certains échantillons ont posé des problemes récurrents de génotypage,
certainement dus a une qualité médiocre de 'ADN. Pour ce motif, 7 individus ont été

écartés de l'analyse.

» Contr6le de la qualité du dispositif

Tous les marqueurs sélectionnés pour I'étude étaient informatifs.

Lors du contrdle du pedigree, un parent était incompatible avec sa descendance.
Deux marqueurs ont été enlevés de l'analyse car ils contenaient plus de 2%

d’erreurs mendéliennes.

Etant donné que la région qui nous intéresse est étroite et associée au phénotype, la

distance génétique entre les individus est liée au phénotype columbian, et ne permet
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donc pas de visualiser les liens de parenté comme dans I'étude précédente. Cette

distance génétique est représentée ci-dessous.

Distance génétique entre les individus selon le phénotype
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Figure 39: Distance génétique entre les individus selon leur phénotype, décrite
en deux dimensions.

En noir : individus de type sauvage. En rouge : individus porteurs de CO*CO.
Entouré en bleu : 4 individus notés de phénotype sauvage, non visibles car
situés au méme endroit que des animaux CO*CO. Entouré en vert : individu
noté de phénotype Columbian.

Les trois animaux entourés en bleu sur le graphique ci-dessous sont notés

homozygotes CO*N dans le dispositif.

Leur génotype est pourtant équivalent a ceux des individus porteurs hétérozygotes
de CO*CO. Un autre individu entouré en vert est noté de phénotype Columbian, mais

son génotype est similaire aux animaux de type sauvage (homozygotes CO*N).

Le phénotype de ces animaux a été soumis a une nouvelle évaluation visuelle (sur
photo), et une erreur de phénotypage semble probable. Les phénotypes de ces

animaux ont donc été modifiés pour la suite de I'étude.

2.1.1.3 Etude d’expression des génes candidats

> Prélevement des échantillons
Les animaux utilisés pour cette étude sont des adultes agés de 1 an. Ce sont les
reproducteurs de 'année 2018 issus de la lignée INRA précédemment utilisée.

Les prélévements ont été réalisés en deux campagnes.

o Premiére campagne de prélévements
10 animaux ont été prélevés : 3 animaux de type Columbian et 2 animaux de type
sauvage de chaque sexe.
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Les prélévements ont été réalisés dans les 15 minutes suivant la mise a mort de
'animal de fagon a éviter la contamination par des RNAses et la dégradation des
ARN.

Sur chaque animal, 8 prélevements ont été effectués et traités comme le montre la
figure ci-dessous.

R
O

RNA later

Cryoconservation

Figure 40: Protocole de prélevement des échantillons sur un animal lors de la
premiere campagne.

Pour chaque animal, deux follicules de plume en croissance ont été prélevés sur la
poitrine et deux sur le dos, ainsi que deux morceaux de peau ne contenant pas de
follicule sur chaque région du corps.

Les morceaux de peau étaient de 5 mm de diametre maximum, et le follicule
plumeux était disséqué de maniére a conserver la papille dermique et la pulpe.

La nature des prélevements a été définie sur la base des hypothéses suivantes :

- Le SNP causal de CO*CO modifie le niveau de transcription du géne associé.

- L’expression du gene associé a CO*CO devrait varier au niveau du follicule
plumeux de la poitrine entre les animaux de type sauvage et ceux porteurs du
variant, puisque le phénotype differe dans cette région.

- Lexpression du géne associé a CO*CO ne devrait pas varier au niveau du
follicule plumeux du dos entre les animaux de type sauvage et ceux porteurs
du variant, puisque le phénotype ne differe pas dans cette région.

- Lexpression du géne associé a CO*CO pourrait varier au niveau du follicule
plumeux de la poitrine entre les méles et les femelles de type sauvage, mais
devrait étre identique entre les males et les femelles de type Columbian.
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Etant donné qu’une dissection fine du follicule plumeux n’est pas possible dans les
conditions de préléevement (délai de 15 minutes post-mortem trop court), de la peau
est toujours présente autour du follicule prélevé.

L'étude de I'expression des génes candidats sur la peau nue permet de s’assurer
que sa présence n’influencera pas le résultat de cette étude. De plus, elle peut étre
utilisée comme tissu témoin pour étudier la spécificité tissulaire de I'expression des
genes.

La solution de préservation de RNAlater doit pénétrer au coeur des tissus trés
rapidement pour stopper la dégradation de 'ARN. Nous avions une incertitude au
sujet de la vitesse de pénétration du liquide au coeur du follicule plumeux car la gaine
kératinisée présente autour pourrait étre un obstacle. Cependant, I'utilisation de
RNAlater est intéressante car une des possibilités envisagées est I'étude séparée de
'expression des genes dans la pulpe de la plume et au niveau du bulbe du collier.
Cela nécessite une dissection du follicule plumeux avant I'extraction de I'ARN. Si
cette opération est réalisée au moment du prélevement, le temps nécessaire risque
de conduire a la dégradation de la qualité des ARN a cause des RNAses. Il faut donc
protéger les ARN par conservation dans le RNAlater avant de procéder a la
dissection.

Deux modes de conservation ont donc été utilisés, afin de s’assurer d’avoir au moins
un échantillon ayant une qualité d’ARN exploitable :

- Echantillon plongé dans le RNAlater® aussitbt apres le prélevement, puis
conservation a +4°c.

- Echantillon plongé dans l'azote liquide pour une congélation immédiate des
tissus et conservation dans de la glace carbonique le temps du transport.
Conservation a -80°c.

o Deuxieme campagne de prélevement
16 animaux ont été prélevés, soit :

- 6 femelles de type CO*CO
- 4 femelles de type sauvage
- 4 males de type CO*CO

- 2 males de type sauvage

Le but était d’obtenir des échantillons pour 6 animaux par catégorie au total.
Cependant, ce nombre n’a pas pu étre atteint pour des raisons pratiques. Il n’y avait
par exemple que 4 males de type sauvage disponibles pour les préléevements (deux
ont été prélevés a chaque campagne).

Lors de cette seconde campagne, trois follicules plumeux en croissance ont été
prélevés sur le dos et trois sur la poitrine de chaque animal, ainsi qu’'un morceau de
foie inférieur a 50 mg comme tissu témoin. Chacun de ces follicules plumeux a été
mis individuellement dans des cryotubes et plongé dans de l'azote liquide puis
conservé dans de la glace carbonique pour le transport.
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» Extraction d’ARN
L'ARN total a été extrait par utilisation du kit Nucléospin® RNA (Macherey-Nagel),
aprés broyage a I'Ultraturrax des échantillons. Le broyat a été réalisé dans un
mélange de 350 pL de tampon de lyse appelé « RA1» et de 3,5 pL de B-
mercaptoéthanol.

Les étapes suivantes sont :

- Filtration sur colonne.

- Précipitation par de I'éthanol 70%.

- Fixation sur colonne.

- Digestion de 'ADN résiduel.

- Récupération de I'échantillon d’ARN total.

La pureté et la quantification de 'ARN total suite a I'extraction ont été estimés a l'aide
du Nanodrop, qui est un spectrophotométre mesurant I'absorbance de I'’échantillon
pour la comparer a celle des acides nucléiques. LARN absorbe vers 260 nm, les
protéines purifiées vers 280 nm et les contaminants possibles comme les alcools
vers 230 nm.

Seuls les échantillons ayant un ratio A260/A280 supérieur a 1,8 (qui indique
'absence de protéines) et un ratio A260/A230 supérieur a 2 (qui indique I'absence de
contaminants tels que I'éthanol, phénol, etc.) ont été conservés (Sambrook et al.
1989).

Lorsque I'’échantillon était un follicule plumeux et que sa concentration était inférieure
a 5 ng/ pL, celui-ci n’était pas conservé. LARN total d’'un prélévement identique du
méme animal était alors extrait.

Lorsque I'échantillon avait une concentration inférieure a 40 ng/uL, une précipitation
par I'éthanol suivie d’'une mise en solution dans un volume plus petit a permis de
concentrer '’ARN. La nouvelle concentration des échantillons a ensuite été mesurée
au Qubit, qui est un fluorometre. Un colorant qui devient fluorescent par liaison a
ARN est ajouté a ['échantillon. L’intensité du signal est alors directement
proportionnelle a la quantité d’ARN que contient I'échantillon. La comparaison de
I'échantillon et de standards permet donc de déterminer la concentration d’ARN total
dans I'échantillon.

Au total, 2 échantillons issus de méles de chaque phénotype ont été précipités.

La qualité de 'ARN total a été mesurée au Bioanalyseur par électrophorese capillaire
sur puce, a l'aide du kit Agilent® RNA 6000 Nano (Agilent). Un facteur d’intégrité, ou
RIN (RNA Integrity Number) est calculé par l'algorithme de I'appareil a partir de
'ensemble de I'électrophorégramme de I'échantillon. Seuls les échantillons ayant un
RIN supérieur a 8 ont été conservés.

Avant réalisation de la transcription inverse (RT) des ARN, les concentrations de tous
les échantillons ont été mesurées au Qubit.
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L’ARN extrait a été conservé a -80°c jusqu’a utilisation.

» Synthése d’ADNc
A partir de 320 ng de matériel total, la synthése de TADN complémentaire (ADNc) a
été réalisée a l'aide du kit Superscript® Il First-Strand Synthesis System (Thermo
Fischer) dans un volume de 20 pL. La quantité de matériel total a été définie selon la
plus petite quantité d’ARN total qui a été extraite d’'un échantillon. Les étapes de la
transcription inverse ont été :

- Dénaturation (65°c - 5mn).

- Appariement avec des hexanucléotides aléatoires (25°c — 10 mn).
- Synthése de 'ADNCc par une transcriptase réverse (50°c - 50 mn).
- Arrét de la synthése par dénaturation de I'enzyme (85°c — 5 mn).
- Digestion de 'ARN résiduel par une RNAse (37°c — 20 mn).

» Création de couples d’'amorces
Les génes dont I'expression a été mesurée par qPCR sont :

- Les 6 genes candidats : LOC17051998, LOC101751137, LOC107052000,
RBBPS8, TMEM241 et CABLESL1

- HPRTL1, utilisé comme gene référence pour la normalisation des résultats
obtenue en gPCR. Il avait déja été validé comme géne référence dans une
précédente expérience chez Gallus gallus, mais sur des tissus différents que
ceux étudiés ici.

- MITF, comme marqueur de présence des mélanocytes.

Les amorces ont été dessinées a l'aide de Primer-BLAST (Ye et al. 2012), et leur
existence dans les autres bases de données a été confirmée a l'aide des outils
BLAST et BLAT d’Ensembl (Zerbino et al. 2018), ainsi que de l'outil BLAT d’'UCSC
(Kent 2002) . Les séquences des amorces sont détaillées dans le tableau ci-
dessous.
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Tableau 5: Amorces utilisés pour la PCR et la gPCR. *=amorce a cheval entre

deux exons.
Geéne Forward Reverse Taille Exons
amplicons | cibles
TACTTGCTGCTACCTTCC | ATGCTTCCAGCAGTCATT | 143 1
LOC17051998 AGG TTCG
TTGTACATTAGGACAGCG | CTTGCTCACTGGTTGGTG | 102 1a3
LOC101751137 | GG * ATG
ACACAAGCGAGCAGTCAT | GGACACTCTGGGACTCG | 190 8al0
RBBP8 CA GAT *
TGGGGTGACACAGTATAG | CAACTCTACGGAGCGAC | 139 let2
LOC107052000 | TCAG * GTT
ATGCAGGAAGTGACCTG | GCGCATTTCTCTCTTCAA | 236 4eth
CABLES1 GGA* GCTTCTT*
TCCCTTATGTGACACGCA | GCACTGAAGAGATCACCT | 201 8al3
TMEM241 GTT* GCT*
MITF 234 5et6
(Deux signaux | TGGCTATGCTCACCCTCA | TCCCAGACACTGGTAACG
présents) AC TAT *
MITF 281 5a7
(un signal
commun a tous | TGGCAAATACGTTACCAG | CAGTGCTCTCGCTTCTGA
les ARNm) TGTCT* CT
> PCR

La réalisation d’'une PCR classique avait pour but:

- De valider le fonctionnement des amorces.
- De détecter une forte différence d’expression liée a Columbian.

La premiére réaction réalisée devait valider la quantité de matrice de départ : vérifier
si une quantité de 320ng de matrice d’ADNc était suffisante pour obtenir un résultat.

Dans cette réaction, I'expression de CABLES1 et de MITF a été évaluée. Les
échantillons testés sont :

- 320 ng d’ADNCc issus d’'un follicule plumeux de poitrine d’une femelle de type
sauvage.
- 320 ng d’ADNCc issus d’un follicule plumeux de dos de la méme femelle de
type sauvage.
- 320 ng d’ADNCc issus d’'un follicule plumeux de poitrine d’'une femelle de type
Columbian.
- 320, 500 et 750 ng d’ADNc issus d’un follicule plumeux de poitrine d’'une
femelle de type Columbian.

Il a été choisi de ne pas tester de follicule plumeux du dos de la femelle Columbian,
car le but de cette expérience était la validation de la quantité de matrice et non pas
I'évaluation des différences d’expression entre les tissus.
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Lors de la deuxiéeme PCR, I'expression de tous les génes candidats, de MITF et de
HPRTL1 ont été testées. Elle a été réalisée a partir de 320 ng de matrice issue :

- Du foie d’'une femelle de type sauvage.
- Des deux follicules plumeux de poitrine ayant été utilisés lors de la précédente
PCR.

Les réactions de PCR ont été préparées dans un volume total de 10 pL, a partir de 1
pL de matrice, 0,1 pL de chague amorce a 100 uM, 5 L de kit QIAGEN® Multiplex
PCR Kit et 3,8 uL d’eau pure.

Le résultat a été visualisé par électrophorése suite & une migration de 10 uL de la
réaction de PCR et de 2 uL de tampon de charge 15x sur un mélange de gel
d’agarose a 2.5% et de TAE 1x.

» gPCR
Nous avons utlisé la chimie SYBR Green pour les analyses gPCR. Des
concentrations d’amorces a 50, 150 et 300 nM dans le milieu réactionnel ont été
testées sur 5 ng dADNc de foie d’'une femelle de type sauvage, en double, pour
déterminer quelle était la concentration d’amorces la plus efficace. Une courbe de
fusion a été réalisée en fin de réaction pour s’assurer de la spécificité de
I'amplification, notamment I'absence de dimére d’amorces.

L'efficacité des amorces a 150 nM a été déterminée par la méthode des dilutions en
série d’ADNc (Bustin et al. 2009). La gamme de quantité de matrice testée était 1,6-
3,13 - 6,25 - 12,5 - 25 et 50 ng du méme échantillon que précédemment. Les
courbes ont été réalisées en double dans des plaques de 96 puits. Un blanc pour
chaque couple d’amorces a été incorporé au cours de chaque analyse.

La gamme de concentrations d’amorces et les courbes standards ont été réalisées
sur du foie en raison de la quantité limitée de matériel disponible issu des follicules
plumeux. Etant donné que la différence d’expression recherchée est attendue au
niveau des follicules plumeux de poitrine, c’est ce tissu qui a été testé en priorité en
gPCR.

Au total, cing plagues de 96 puits ont été réalisées. Un animal de chaque sexe et de
chaque phénotype a été testé sur chacune des plaques pour les quatre premieres
plagues de gPCR pour limiter le biais expérimental. Deux animaux de chaque sexe
de phénotype Columbian ont été testés sur la derniere plaque. Au total, 6 animaux
CO*CO de chaque sexe ont été testés, ainsi que 4 animaux CO*N de chaque sexe.

Le milieu réactionnel de gPCR, d’un volume total de 20 pL, a été réalisée a partir de :

- 2 UL de solution a 1,5 uM pour chaque amorce

- 5L de matrice a 2 ng/puL

- 10 pL de kit Power SYBR® green PCR Mastermix 2X (Thermo
- Fisher)

- 1 puL deau pure.
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Les réactions ont toutes été réalisées en triplicata a I'aide de I'appareil QuantStudio®
12K Flex de la plateforme @BRIDGe de 'UMR GABI. Lorsque les trois triplicatas
différaient et que I'écart type était supérieur a 0,2 Ct, la donnée a été éliminée de
'étude. Six données liees au géne LOC107052000 ont été écartées de I'étude pour
cette raison.

Les courbes standards ont été analysées a l'aide du logiciel associé a l'instrument
QuantStudio 12k Flex®. Une courbe standard permet de calculer l'efficacité d’un
couple d’amorces. Pour cela, des dilutions en série de la quantité de matrice sont
réalisées (ici, 6 dilutions au demi). Cela permet I'obtention d’une droite tracée avec le
Ct obtenu en fonction de la quantité de matrice initiale. Le coefficient directeur de la
droite est :

-1/log(1+Eff) avec eff= l'efficacité du couple d’amorces (en %).
Pour une efficacité de 100%, il sera égal a -3,32.

L'expression des génes est exprimée par quantification relative, elle a été
représentée sur Excel par la méthode du 2-22Ct (Livak, Schmittgen 2001).

La quantification relative d’'un géne se calcule en deux étapes. Tout d’abord,
'expression du géne étudié est normalisée par comparaison avec un gene de
référence, dont I'expression est stable quel que soit Iindividu, le tissu ou les
conditions expérimentales. Ce contrdle endogéne permet d'éviter les biais
expérimentaux.

L'expression normalisée d’un géne étudié se marque ACT et se calcule par la
formule :

ACT = CT (cible)—CT (référence)

Ensuite, un calibrateur est utilisé pour exprimer les résultats : c’est I'échantillon
auquel tous les autres seront compares.

L'expression du gene étudié d’un individu donné sera donc exprimée sous forme de
ratio, avec I'expression du géne chez le calibrateur ayant un ratio de 1. La formule
est :

Ratio = 2-28¢T ayec AACt= ACT (calibrateur) — ACT (éch)

Dans notre étude, le gene de référence est HPRTL1 et le calibrateur les femelles de
type sauvage (Ho-Pun-Cheung et al. 2008).

Les données ont été analysées statistiquement par réalisation d’'une ANOVA puis
d’un test de Tukey HSD lorsque les conditions d’utilisation étaient remplies. Dans le
cas contraire, des tests de Kruskal-Wallis et de Mann-Withney ont été réaliseés.
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2.1.1.4 Recherche du variant causal de Columbian

Les données de séquencage pour la région ciblée ont été extraites du projet
Domestichick. Des informations pour 18 populations sont disponibles, dont neuf ou
lallele CO*N est fixé, une ou l'alléle CO*CO est fixé et 8 dont le statut vis-a-vis de

Columbian reste indéterminé.

La population porteuse de CO*CO est la race Nagoya. Les neuf populations de type
sauvage sont : la GUA-HG, la Cbte d’ivoire, la Cameroun, la Jaerhoens, la Marans, la

Villafranquina rouge, la Cochin, la Gauloise dorée et la Hua-Tung.

Les données de séquence pour ces différentes races ont été comparées a l'aide de
PLINK et d’Excel, afin d’identifier les SNPs qui sont :

- Homozygotes pour un allele dans la race Nagoya

- Homozygotes pour l'autre alléle dans les races de type sauvage.

Seuls les SNPs avec un QD (Quality by Depth) supérieur a 2 et un FS (FisherStrand)

inférieur a 60 ont été conservés (DePristo et al. 2011; Van der Auwera et al. 2013).

Les résultats ont été visualisés a l'aide des outils de traitement de données
personnalisées d’UCSC (Raney et al. 2014).

2.1.2 Résultats

2.1.2.1 Primolocalisation de la région candidate
Le manhattan plot issu de I'étude pangénomique du génome est représenté ci-

dessous.
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Figure 41: Manhattan plot représentant le niveau d’association des SNPs de
chaque chromosome avec le variant columbian restriction.

En bleu : seuil de significativité pour p=10°. En rouge: seuil de significativité
pour p=5*10%

Comme le montre tres clairement le graphique, trois marqueurs sont associés de

maniere significative au phénotype columbian.

Ces trois marqueurs, nommeés rs14228181, rs13707100 et rs14229075 sur Ensembl
(Zerbino et al. 2018), sont respectivement situés aux positions 103 232 946, 103 404
861 et 104 068 656 de la version 5 du chromosome 2 de Gallus gallus.

La taille de la région du génome supposée contenir le variant causal est donc de
1,47 Mb. Elle s’étend de la position 102 598 561 a 104 068 656 du chromosome 2.
La borne aval représente la position du SNP précédant rs14228181. En effet, la
région de 650 kb entre les deux SNPs ne posséde aucun marqueur informatif. Il est

donc nécessaire de l'inclure dans la région candidate.

2.1.2.2 Cartographie fine du locus Columbian Restriction
Le graphique résultant de I'analyse d’association réalisée sur la région du génome

de 1,47 Mb localisée ci-dessus est représenté ci-dessous.
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Figure 42: Graphique représentant le niveau d’association entre les marqueurs
de larégion candidate et le variant Columbian.

La région la plus fortement associée au variant columbian s’étend donc de la position
102 964 570 a 103 265 892 du chromosome 2 (version 5 du génome), pour une taille
de 300 kb.

Cette deuxieme étude a donc permis de réduire la taille de la région candidate de
1,47 Mb a 300 kb.

2.1.2.3 Etude d’expression des génes candidats

» Méthode de conservation et choix des tissus

Le RNAlater et la cryoconservation ont tous deux permis une extraction d’ARN de
bonne qualité (RIN>8). La quantité d’ARN total extraite des follicules plumeux était
faible, inférieure @ 100 ng/uL pour un total de 20 ul d’échantillon. Afin d’obtenir une
guantité suffisante pour réaliser une gqPCR (10 ng d’ADNc par puits de réaction), il a
donc été décidé de ne pas séparer la pulpe du bulbe du collier pour I'analyse. Cela
rendait inutile la conservation des échantillons dans le RNAlater, la cryoconservation
a donc été choisie pour la suite des prélevements.

L’extraction d’ARN total a partir de la peau n'a pas permis d’obtenir une quantité
d’ARN total quantifiable au Nanodrop (limite de quantification 1 ng) sur plus de 10
échantillons testés. L’ARN présent dans la peau autour des follicules plumeux sera
donc considéré comme négligeable comparé a la quantité d’ARN isolée des follicules
plumeux.

La peau ne pouvant donc pas servir de tissu témoin pour la différence tissu-
spécifique, du foie a été prélevé lors de la seconde campagne de prélevement pour
servir de tissu témoin.

» Validation de la quantité de matrice de départ pour la PCR
L'expression de MITF et CABLES1 est visible sur la figure ci-dessous.
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MITF CABLES2

Figure 43: Etude par PCR de I'expression de MITF (a gauche) et CABLES1 (a
droite) sur plusieurs échantillons de follicules plumeux.

De gauche a droite pour chaque géne: poitrine de femelle CO*CO avec 320 ng
de matrice, dos puis poitrine de femelle CO*N avec 320 ng de matrice, poitrine
de femelle CO*CO avec 320, 500 puis 750 ng de matrice, 4 témoins de RT sans
enzyme SSIII (RT-), 1 ADN génomique témoin de Gallus gallus, 1 témoin H2O.

CABLES1 est exprimé dans tous les tissus étudiés, avec une bande dont la
fluorescence semble d’intensité égale quel que soit le type de tissus et la quantité de
matrice au départ.

Deux bandes de faible intensité sont visibles pour MITF, de tailles respectives de 148
et 232 pb. Elles représentent les deux ARNm du geéne, lisoforme MITF-M et
l'isoforme non spécifique des mélanocytes. Comme ce double signal peut empécher
la quantification lors d’'une qPCR, un nouveau couple d’amorces a été créé pour
obtenir un signal unique pour tous les ARNm. C’est ce nouveau couple qui a été
testé lors de la PCR suivante.

L'utilisation de 320ng de matrice au départ est donc validée et c’est cette quantité qui
sera utilisée lors de la prochaine PCR.

» Validation des couples d’amorces pour la gPCR
Pour tous les génes, hormis LOC107051998 et LOC101751137, un signal unique est
visible dans tous les échantillons, comme le montre la figure ci-dessous.

2018.03.14 16:58

MITF RBBP8 HPRTa1 CABLESa
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Figure 44: Etude par PCR de I'expression de MITF, RBBP8, HPRT1, CABLES],
TMEM241, LOC107052000, LOC107051998 et LOC101751137 sur plusieurs
échantillons a partir de 320 ng de matrice.

De gauche a droite: foie de femelle CO*N, follicule plumeux de poitrine d’'une
femelle CO*N, puis d’une femelle CO*CO, 3 témoins de RT sans enzyme SSll|
(RT-), 1 ADN génomique témoin de Gallus gallus, H2O.

Ces résultats valident donc l'utilisation des couples d’amorces de MITF, HPRT1,
CABLES1, RBBP8, TMEM241 et LOC107052000 pour la PCR.

Tous les genes cités précédemment sont exprimés dans les follicules plumeux et le
foie des animaux étudiés.

Pour les deux genes pour lesquels aucun signal n’est visible, il existe deux
hypotheses explicatives :

- Les couples d’amorces ne sont pas valides et ne sont donc pas en mesure
d’amplifier les ARNm.

- Ces deux genes n’existent pas en réalité. Il n’'y a donc pas dARNm associés,
et le couple d’amorces ne peut rien amplifier.

L'hypothése privilégiée dans cette étude a été la deuxiéme, car ces géenes ne sont
présents que dans la base de données du NCBI, et non dans celle d’Ensembl. De
plus, il n’existe aucun transcrit similaire dans d’autres espéces.

Leur existence étant incertaine, ils ont été écartés de la suite de I'étude, pour se
concentrer sur I'étude de I'expression des autres génes.

En conclusion, nous n’avons pas pu apprécier une différence d’expression par
'approche PCR classique pour ces géenes. Nous avons donc décidé de quantifier
leurs transcrits par une méthode plus quantitative et sensible telle que la qPCR.

» Optimisation des condition d’amplification des couples d’amorces en gPCR

Nous avons testé 3 concentrations d’amorces : 50, 150 et 300 nM dans 20 pl de
réaction. A des concentrations de 300 nM d’amorces, de nombreux diméres
apparaissent dans le blanc, c'est-a-dire dans la solution ne contenant pas de matrice.
Ces dimeéres d’amorces disparaissent du blanc lorsque la concentration des amorces
est de 150nM, comme on le voit en annexe 1.
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La concentration d’amorce utilisée pour la gPCR a donc été de 150 nM.

L’efficacité calculée sur la base de la courbe standard pour chaque couple d’amorces
est détaillée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 6: Efficacité des couples d'amorces a 150 nM, évaluée par une gamme
de dilution au demi entre 1,6 et 50 ng de foie d’une femelle de type sauvage.

Geéne Efficacité (%)
HPRT1 92.18
CABLES1 83.87

MITF 90.6
TMEM241 77.24
RBBPS8 80.46
LOC107052000 | 91.01

Les courbes standards correspondantes sont visibles en annexe 2.

L'efficacité des couples d’amorces de notre étude est inférieure au minimum de 90%
recommandé pour trois genes sur six (Svec et al. 2015). Ce seuil est conseillé pour
avoir une sensibilité de détection élevée, permettant de détecter une différence
d’expression d’'un Ct, c'est-a-dire une différence de concentration de facteur 2.

Dans notre étude, les cellules qui nous intéressent sont les mélanocytes. C’est une
population trés minoritaire dans la plume. Si la différence d’expression recherchée
n’existe que dans cette population, la variation d’expression totale du géne dans
notre échantillon sera si faible qu’elle peut étre impossible a détecter en gPCR.

Cependant, la différence d’expression recherchée est supposée ne pas étre
spécifique d’un type cellulaire, mais se retrouver dans toutes les populations de la
plume, méme si cela n’entraine pas toujours de variation du phénotype associé.

De plus, pour inhiber totalement la synthése d’eumélanine, notre hypothese est que
ce variant induit une forte difféerence d’expression du géne qui pourrait étre
quantifiable donc en qPCR.

La différence d’expression recherchée est donc supposée étre de I'ordre de plusieurs
Ct.

C’est pourquoi chercher a obtenir une meilleure efficacité des couples d’amorces n’'a
pas été jugé nécessaire : soit la différence recherchée est tellement infime qu’elle ne
sera pas détectee méme avec une qPCR parfaitement optimisée, soit elle est si
importante qu’elle sera détectée méme avec une qPCR non optimisée.

Un autre critére a prendre en compte dans I'évaluation des amorces est la fiabilité
des réplicats : si elle est basse, les données devront étre écartées de I'étude.

Lors de la réalisation des courbes standards, lorsque la quantité de matrice utilisée
est égale a celle utilisée par la suite (12,5 ng), I'écart type des duplicats est inférieur
a 0,2 pour tous les génes sauf HPRT1 et LOC107052000.
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Cependant, ces courbes ont été obtenues a partir de foie : les Ct des géenes étudiés
y sont plus élevés que dans la plume, ce qui indique un faible niveau d’expression,
Ainsi, HPRT1 et LOC107052000 ont respectivement un Ct de 23,67 +/- 0,43 et 28,64
+/- 0,63 dans tous les follicules plumeux de poitrine étudiés par la suite, alors que
leurs Ct sont de 29,95 et 32,05 en moyenne dans I'’échantillon de foie étudié. Nous
sommes donc partis sur '’hypothése qu’avec une expression plus élevée dans la
plume que dans le foie et en travaillant en triplicats, la fiabilité des réplicats
techniques serait suffisante pour cette étude.

La différence de niveau d’expression entre la plume et le foie pourrait s’expliquer par
le fait que méme si une quantité de matrice égale a été utilisée au départ,
'expression génique totale des cellules est de maniére générale bien plus importante
dans le foie. Pour une méme quantité d’ARN total, TARNm des genes étudiés
représente donc certainement une part plus importante du total dans la plume que
dans le foie, ce qui peut expliquer le plus grand niveau d’expression observé dans
les échantillons de plume.

En conclusion, il a donc été décidé de réaliser I'étude avec ces couples d’amorces.

> Reésultats des analyses d’expression par gPCR guantitative

o Etude des biais expérimentaux
Le niveau d’expression du géne de normalisation (ou référence) HPRT1 est supposé
étre constant pour les parametres étudiés (ici, le sexe et le phénotype des animaux),
afin de ne pas biaiser 'analyse des résultats.

Deux principaux facteurs de variation d’origine expérimentale ont été envisageés: la
précipitation des échantillons et « I'effet-plaque ».

En effet, la précipitation réalisée sur quatre échantillons peut avoir diminué la
concentration d’inhibiteurs présents, ce qui peut conduire a une amélioration de
I'efficacité de la gPCR et donc influencer nos résultats. Le niveau d’expression de
HPRT1 n’est pas significativement modifié par la précipitation des échantillons
(p>0,05).

Par contre, ce niveau d’expression différe significativement entre les plaques de PCR
guantitative (p<0,05) : sur la plaque 5, qui contient quatre animaux de phénotype
Columbian, le niveau d’expression de HPRT1 est significativement plus faible que
sur les autres, comme le montre le graphique ci-dessous. Etant donné que cette
plague est la seule a contenir uniguement des animaux de type Columbian, cette

différence peut aussi s’expliquer par une influence du génotype.
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Niveau d'expression de HPRT1 selon la plague et le phénotype
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Figure 45: Niveau d'expression de HPRT1 selon la plague de gqPCR et le
phénotype de I'échantillon.

L'impact de cette différence est cependant a nuancer. Le niveau d’expression de
HPRT1 est de 23,5 +/- 0,36 pour les animaux de type Columbian et de 24 +/- 0,38
pour les animaux de type sauvage, c'est-a-dire 0,5 Ct d’écart en moyenne. Or, des
réplicats techniques sont considérés comme valides s’ils ont un écart de moins de
0,5 cycle.

Cependant, si la quantité d’ADNc au départ est la méme, les variations de HPRT1 ne
doivent pas étre si importantes entre les groupes s’il est vraiment stable: il varie entre
les groupes et est différentiellement exprimé. La normalisation est donc biaisée. Par
conséguent, ce n’est pas un bon gene de référence, et il aurait fallu tester au moins
un autre gene de référence.

°  Analyse des résultats par la méthode du 2-2ACt

Nous avons testé I'hypothése que la quantité de mélanocytes présents dans la
plume varie en fonction du sexe et/ou du phénotype. En se basant sur 'hypothése de
départ que tous les génes étudiés sont exprimés dans le mélanocyte, la moyenne de
'expression de I'ensemble des genes chez un individu a été calculée, puis la
moyenne de chaque groupe a été réalisée. Si la quantité de mélanocytes differe
entre les groupes, I'expression globale de tous les genes devrait étre impactée.
Cependant, il n'y a pas de différence significative de niveau d’expression entre les
groupes (p<0,05).

L'expression relative des génes standardisés par HPRT1 par rapport au groupe
témoin des femelles de type sauvage est représentée dans la figure ci-dessous.
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Figure 46: Quantification relative des génes étudiés.
Nombre d’animaux par groupe :

Pour les génes autres que LOC107052000: 6 par sexe pour les animaux de
phénotype Columbian et 4 pour les animaux de phénotype sauvage.

Pour LOC107052000: 2 pour les femelles CO*N, 3 pour les méales CO*N, 4 pour
les males CO*CO et 5 pour les femelles CO*CO.

La significativité statistique de l'influence du sexe et du phénotype sur I'expression
relative des genes étudiés est représentée dans le tableau ci-dessous.

Tableau 7: Significativité de l'influence du sexe et/ou du phénotype sur
I'expression des génes étudiés par calcul de la p-value. * si < 0,05 - ** si <0,01 -
*** 5 < 0,001

Géne Effet sexe | Effet mutation | Interaction sexe x mutation (p)
CABLES1 <0,0001*** | 0,36 0,48
TMEM241 0,26 0,3 0,92
HPRT1 0,37 0,01* 0,87
RBBP8 0,10 0,21 0,19
LOC107052000 NA NA NA
MITF <0,001** 0,81 0,35

TMEM241 et RBBP8 ont un niveau d’expression équivalent quel que soit le sexe et
le phénotype de I'animal.

La comparaison d’animaux de phénotype Columbian et sauvage du méme sexe ne
montre pas de différence significative d’expression des génes étudiés, hormis pour
HPRT1, comme cela a été discuté dans le paragraphe d’étude des biais
expérimentaux ci-dessus.

La comparaison de méales et de femelles du méme phénotype montre une différence
d’expression de CABLES1 et MITF significative en fonction du sexe.
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Chez MITF, cette différence se retrouve chez les animaux de type sauvage, mais elle
n’est plus significative chez les animaux de type Columbian.

Cependant, étant donné la forte variabilité interindividuelle de I'expression de ce
géne, il serait nécessaire de tester un plus grand nombre d’animaux pour conclure
avec certitude que le variant Columbian supprime la différence sexuelle d’expression
de MITF. De plus, la difference de niveau d'expression entre les groupes est
inférieure a un Ct: comme pour HPRT1, la différence observée peut étre due a
'imprécision expérimentale étant donné le petit nombre d’animaux et I'optimisation

de la PCR quantitative qui pourrait étre améliorée.

Six données issues de LOC107052000 ont été éliminées par manque de
reproductibilité entre les triplicats. Il ne reste donc plus que 2 données disponibles
pour les femelles de type sauvage, empéchant ainsi toute conclusion ou
comparaison de ce groupe.

LOC107052000 montre une expression significativement différente entre les males
Columbian et sauvages. Cependant, les données ou I'écart type des réplicats est
trop important ont été éliminées. Or, les données éliminées sont parmi les valeurs de
Ct les plus élevées, ce tri influence donc le résultat. Notamment, deux animaux ont
été éliminés dans le groupe des males Columbian, contre un seul dans les males
sauvages. Il est donc compliqué de conclure sur I'existence d’'une réelle différence
d’expression, d’autant plus que si toutes les données pour ce gene sont conservées,
son niveau d’expression est constant, quel que soit le sexe ou le phénotype de
I'animal.

Il serait donc nécessaire d’optimiser la qPCR pour améliorer la reproductibilité des
réplicats. Cela permettrait de pouvoir interpréter les données méme dans le cas
d’une faible expression. La qPCR pour ce gene pourrait étre optimisée en utilisant
par exemple un couple d’amorces avec une meilleure efficacité et en testant un autre
géne de référence, afin de rendre I'analyse 222t plus robuste.

En conclusion, des mises au points supplémentaires sont nécessaires pour rendre
les résultats plus fiables.

2.1.2.4 Recherche du variant causal par comparaison de séquences

Il existe 28 SNPs dont un des alleles est uniquement retrouvé chez la race Nagoya
dans la région candidate. Ces variant candidats sont encadrés par deux fleches dans

la figure ci-dessous.
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Figure 47: Représentation des SNPs dont I'alléle différe entre la race porteuse
de CO*CO et les races porteuses de CO*N.

En rouge : Transcrits issus de genes recensés dans la base de donnée
Ensembl.

En noir, milieu : Transcrits issus d’une étude de 'INRA (données non publiées).
Transcrits : ligne continue : ensemble de la séquence transcrite, barres/blocs
verticaux : exons.

Encadré de deux fleches : représentation des SNPs candidats pour Columbian.
Encadré en rouge : région contenant la majorité des SNPs spécifiques a larace
Nagoya, homozygote pour CO*CO.

Une région située en amont de RBBP8 contient 23 SNPs sur les 28 identifiés. Ils ne
forment pas un haplotype, puisqu’il existe d’autres SNPs dans cette région qui ne
sont pas spécifiques du phénotype Columbian.

Aucun géne annoté n’est connu dans cette région. Cependant, en représentant les
marqueurs de transcrits, ou EST (Expressed Sequence Tag)g, un EST existe dans
cette région, comme le montre la figure ci-dessous.

Ecale 188 kb|—
chr2: | 183,108, aag|
COMPAara ison Faces 11 1 1111 1 | 111
User Track 1 m
Ensemtl Genes
CO77 8333 n BU215852 bl

Figure 48: Représentation du contexte génomique de larégion riche en SNPs.
En bas : représentation des EST.

Aucune information n’est disponible sur la fonction possible du transcrit BU215082.
2.1.3 Discussion
2.1.3.1 Primolocalisation de la région candidate

Dans cette région, 18 géenes ayant une fonction connue sont recensés dans la base

de données NCBI en 2018 (O’Leary et al. 2016). Aucun d’eux ne possede une

8 EST: Séquence d’ADNc synthétisée a partir de '’ARNm d’'un géne. En les alignant sur le génome,
cela permet de localiser les génes transcrits et d’identifier les génes homologues entre espéces.
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fonction qui le désignerait comme un géne candidat évident, comme le montre le

tableau ci-dessous.

Tableau 8: Rbéles connus des génes de larégion candidate

Gene présent dans la région candidate

Role(s) connu(s)

GREBIL growth regulation by | Voie de signalisation de [l'acide
estrogen in breast cancer | rétinoique (Brophy et al. 2017):
1 like contrdle de la prolifération et de la
différenciation cellulaire chez I'embryon
ABHD3 abhydrolase domain | Lipase : régulation des phospholipides
containing 3 (Demirkan et al. 2012; Long et al. 2011)
ESCO1 establishment of sister | Régulation cohésine: contréle cohésion
chromatid cohesion N- | chromatides (Kouznetsova et al. 2016,
acetyltransferase 1 p. 1; Rivera-Colén et al. 2016, p. 1)
MIB1 mindbomb E3 ubiquitin | Voie de signalisation Notch : Régulation
protein ligase 1 de la différenciation des cellules
souches (Song et al. 2008)
GATAG6 GATA binding protein 6 Facteur de transcription. Multiples roles.
RBBPS/CtIP | retinoblastoma binding | Endonucléase : réparation des cassures
protein 8 doubles brins de 'ADN lors du cycle
cellulaire (Yun, Hiom 2009; Nakamura
et al. 2010)
CABLES1 Cdk5 and Abl enzyme | Inhibition des  kinases  cyclines-
substrate 1 dépendantes : régulation du cycle
cellulaire (Shi et al. 2015)
TMEM241 transmembrane protein | Protéine transmembranaire. Hypothése:
241 transporteur de nucléotides-oses pour
l'appareil de Golgi (Rodriguez et al.
2016)
RIOK3 Rlght Open reading frame | Protéine cytoplasmique. Multiples roles
kinase 3 (Baumas et al. 2012; Feng et al. 2014;
Singleton et al. 2015).
NPC1 NPC (Niemann-Pick type | Transporteur de lipides : régulation de la

C) intracellular cholesterol

transporter 1

circulation intracellulaire du cholestérol
(Carstea et al. 1997)
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ANKRD29

ankyrin repeat domain 29

Médiation  des interactions  des
ankyrines et de leurs ligands (Bennett,
Chen 2001; Sedgwick, Smerdon 1999).

Roéle exact ’ANKRD29 non déterminé.

LAMA3

laminin subunit alpha 3

Sous unité de la laminine 5, composant
structurel de la matrice extra-cellulaire :
Réle dans l'organisation et la survie de
I'épithélium (Ryan et al. 1999).

TTC39C

tetratricopeptide
domain 39C

repeat

Multiple rbéle des TTC (régulation du
cycle cellulaire, transport de protéines,
...) (White et al. 2005).
TTC39C non déterminé.

Réle exact de

CABYR

calcium binding tyrosine

phosphorylation regulated

Roéle
spermatozoides (Naaby-Hansen et al.
2002).

Hypothese :

dans la capacitation des

role pendant le
développement cérébral

2005)

(Hsu et al.

OSBPL1A/O
RP1

oxysterol
like 1A

binding protein

Récepteur lipidique intracellulaire :

Principal acide

phosphatidique (Xu et al. 2001).

agoniste :

HRH4

histamine receptor H4

Récepteur couplé a une protéine G.
Principal histamine

(Nakamura et al. 2000).

agoniste :

IMPACT

Imprinted and  Ancient

gene

Liaison aux ribosomes : Régulation du
développement du systeme nerveux
embryonnaire (Pereira et al. 2005; Roffé
et al. 2013).

Géne soumis a une empreinte
génomique chez la souris (Okamura et

al. 2000)

ZNF521/
EHZF

zinc finger protein 521

Facteur de transcription : orientation de
la différenciation de lignées cellulaires
embryonnaires (Kamiya et al. 2011,

Bond et al. 2004)
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La région candidate du génome est encore trop large pour envisager une étude de
'expression de I'ensemble de ces génes. Un nouveau génotypage de marqueurs
dans la région candidate pourrait permettre de cibler la zone. C’est donc 'approche

gui a été réalisée dans un second temps.

2.1.3.2 Cartographie fine du locus Columbian Restriction
Les genes annotés dans cette région sur les bases de données Ensembl et NCBI

sont :

- CABLES1
- RBBP8
- TMEM241

Il semblerait y avoir en plus trois régions transcrites et épissées, qui seraient
potentiellement des genes, mais dont les transcrits ne ressemblent a rien de connu

dans d’autres espéces. lls sont nommeés par le terme « LOC » :

- LOC107051998
- LOC101751137
- LOC107052000

Ces trois génes sont recensés dans la base de données du NCBI, mais seul le

dernier, LOC107052000, se retrouve dans la base de données Ensembl.

De plus, il n'existe pas de microARN recensé dans cette région dans la MiRBase

pour Gallus gallus.

» Fonctions connues des trois géenes annotés
o CABLES1
CABLES], pour cdk5 and Abl enzyme substrate 1, est une protéine qui se lie aux
kinases cyclines-dépendantes (ou CDK) (Zukerberg et al. 2004; Shi et al. 2015).

Elle a une action sur le cycle cellulaire, et donc sur la prolifération, la différenciation
et la survie des cellules. Ce gene cible plusieurs régulateurs du cycle cellulaire en

plus des CDK, comme le montre la figure ci-dessous.
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Figure 49: Cibles de CABLESL pour la régulation du cycle cellulaire. Extrait de
Roussel-Gervais et al., the CABLES1 gene in glucocorticoid regulation of
pituitary corticotrope growth and cushing disease (Roussel-Gervais et al.
2016).

Il inhibe l'action des cyclines, qui favorisent la prolifération cellulaire. Il active des
inhibiteurs du cycle cellulaire comme p21: une augmentation d’activité de CABLES1

inhibe donc la prolifération cellulaire.

Par ce mécanisme, il pourrait donc étre a l'origine d’'une diminution de prolifération
des mélanoblastes dans le bulbe du collier, et donc d’'une baisse de pigmentation

des plumes.

De plus, la transcription de CABLES1 est modulée par les hormones sexuelles : la
progestérone semble induire sa transcription, et les cestrogénes semblent au

contraire I'inhiber (Zukerberg et al. 2004).

o RBBPS8
RBBP8, pour retinoblastoma-binding protein 8, se nomme aussi CtlIP, pour CTBP-
interacting protein. Il code pour une nucléase qui joue un réle dans la réparation des
dommages causé a I'ADN. Via la formation d’'un complexe avec Brcal, cette
nucléase permet la réparation des cassures doubles-brins de 'ADN. Ces cassures
causent une instabilité génomique et l'arrét du cycle cellulaire (Yun, Hiom 2009;
Nakamura et al. 2000; Sartori et al. 2007).

Une inhibition de RBBP8 peut donc mener a une diminution de la prolifération
cellulaire.
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o TMEM241
TMEM241, pour transmembrane protein 241, est une protéine transmembranaire

homologue au transporteur VRG4 existant chez les levures (Rodriguez et al. 2016).

VRG4 fait partie de la famille des transporteurs de nucléotides-oses pour I'appareil
de Golgi. Il permet le transport de GDP et de mannose chez Saccharomyces

cerevisiae (Dean et al. 1997).

Ces résidus sont ensuite utilisés dans des processus tels que la N-glycosylation,
indispensables pour la formation de glycoprotéines et de sphingolipides. VRG4 est
donc nécessaire a la sécrétion et la sortie de protéines et la maintenance des

endomembranes (Dean et al. 1997).

Ainsi, TMEM241 serait un transporteur de nucléotides et d’'oses chez les vertébrés

nécessaire pour la synthese des triglycérides (Rodriguez et al. 2016).
Conclusion :

Suite a cette deuxiéme étude, il ne reste donc plus que 6 genes candidats. En se
basant sur I'hypothése que le variant Columbian modifie le niveau de transcription du

géne associe, une étude d’expression de ces genes a donc été mise en place.

2.1.3.3 Etude d’expression des génes candidats
Une absence de différence d’expression visible des génes étudiés peut avoir quatre

explications :

- L'expression de ces génes n’a aucun lien avec le variant Columbian.

- La population de mélanocytes est trop minoritaire dans la plume pour détecter
une différence d’expression.

- Lefficacité de la PCR n’est pas suffisante pour détecter une différence
d’expression.

- La mutation CO*CO ne modifie pas la quantité de transcrits du gene associé.

Comme cela a été expliqué précédemment, I'efficacité de la gPCR réalisée n’a pas
été idéale : le gene de référence HPRT1 semblerait étre influencé par le phénotype
de I'’échantillon, et les couples d’amorces auraient pu étre redéfinis pour gagner en
efficacité. Cependant, nous avions décidé de réaliser tout de méme cette étude en
partant de I'hypothése que la différence d’expression induite par le phénotype serait

assez importante pour étre détectée malgré des conditions expérimentales non

146



optimales. Au vu des résultats, il serait intéressant de tester de nouveau I'expression
de ces génes en optimisant les conditions de réalisation de la qPCR, surtout pour
LOC107052000.

Afin de tester I'hypothése de la population de mélanocytes trop minoritaire pour
gu’'une différence d’expression soit détectée, il serait intéressant de quantifier
l'isoforme MITF-M, spécifigue des mélanocytes et non pas I'ensemble des ARN de
MITF, comme cela a été fait dans cette étude : cela permettrait d’étudier I'expression
de MITF uniqguement dans cette population, et si 'expression de MITF-M varie selon
le sexe ou le phénotype, cela signifie que la PCR quantitative réalisée n’était pas
assez sensible pour détecter une différence d’expression qui n’existe que dans les
mélanocytes.

En effet, une étude transcriptomique de plumes noires et blanches de canard a
retrouvé un niveau d’expression constant de l'autre isoforme de MITF quelle que soit
la pigmentation de la plume, au contraire de MITF-M qu’on ne retrouve exprimé que
dans les plumes noires (Li et al. 2012). Cependant, cette étude compare séparément
les niveaux d’expressions de MITF-M et de l'autre isoforme : les proportions de

chacun dans la plume sont donc inconnues.

De plus, il est impossible d’exclure I'hypothése que le phénotype Columbian soit
associé a un de ces genes, sans étre responsable d’une différence d’expression de

'ARN. En effet, ce variant pourrait provoquer :

- Une modification post-transcriptionnelle de TARNm.
- Un changement de séquence qui ne modifie pas la quantité de transcrits mais
la structure/fonction de la protéine.

Dans ce cas, ces changements ne sont pas détectables par PCR quantitative.

De plus, deux genes, LOC107051998 et LOC101751137, ont dans un premier temps
été écartés de I'étude puisque leur existence semble incertaine et qu’aucune
amplification n’était visible en PCR. Il serait intéressant de s’assurer que cette région
du génome ne présente réellement pas de transcription, par réalisation d’'une PCR a

I'aide d’'un nouveau couple d’amorces.

Enfin, seuls les genes codants présents dans la région candidate ont été étudiés. La
mutation a l'origine de Columbian pourrait trés bien étre située dans de 'ADN non

codant. Dans ce cas, il est possible que ce variant, situé dans la région candidate,
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influence I'expression d’'un gene présent dans une autre région du génome. Seule
une étude transcriptomique de la plume, préférentiellement par RNAseq, pourrait
permettre d’identifier le (ou les) géne(s) dont I'expression differe entre des individus
porteurs de CO*CO et des individus de type sauvage. Cependant cette approche
suppose que le géne recherché est présent sur la puce d’expression disponible chez

le poulet, ce qui n’est pas forcément le cas.

La figure ci-dessous montre les transcrits découverts dans la région candidate chez

Gallus gallus, y compris de possibles génes non codants (données non publiées).
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Figure 50: Représentation des transcrits présents dans la région candidate. En
rouge: genes codants recensés dans Ensembl. En noir: transcrits issus de
données non publiées. Entouré en rouge : transcrit de RBBP8. Entouré en
noir : transcrit de LOC107052000. Entouré en vert : transcrit de CABLESL1.

Les transcrits correspondants aux genes RBBP8, CABLES1 et LOC107052000 sont
retrouvés. En plus, deux transcrits sont visibles en amont de RBBP8. Le deuxieme
transcrit et LOC101751137, un des deux génes recensés uniguement sur NCBI, ont

leur premier exon en commun.

Un bloc semblant étre transcrit est également présent entre RBBP8 et
LOC107052000. Ce pourrait étre un gene non codant.

Les travaux de cartographie fine du locus et I'étude de I'expression des génes de la
région candidate n'ont pas permis d’identifier le variant causal. La comparaison des
séquences d’ADN d’une race porteuse de CO*CO et de races porteuses de CO*N a

donc été entreprise dans le but d’identifier ce variant.

2.1.3.4 Recherche du variant causal de Columbian
L'existence d’'une région divergente entre races porteuses de CO*CO et de CO*N

constitue une piste de recherche intéressante.

Cependant, il est impossible de conclure plus précisément en l'absence de
connaissance du statut des autres races vis-a-vis de Columbian. Un projet de
séquencage est actuellement en cours, dans lequel plusieurs animaux homozygotes

CO*CO sont impliqués.
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L'allele CO*CO étudié tout au long de ce travail provient a l'origine de la population
Rhode Island rouge. Il est donc possible que la mutation responsable du phénotype
Columbian chez la Nagoya difféere de la mutation responsable dans la lignée INRA.
Etant donné qu’aucun des 28 SNPs identifiés dans la race Nagoya n’a été génotypé
dans notre lignée, il nexiste a I'heure actuelle aucun élément de comparaison.
Cependant, un individu homozygote CO*CO de la lignée INRA a été inclus dans le
travail de séquencage mentionné précédemment. Cela peut permettre d’identifier un
sous-ensemble de SNPs communs a tous les animaux porteurs homozygotes de
CO, qu'il soit de la lignée INRA ou d’'une autre race. Dans ce cas, le ou les SNP(s)

responsable(s) du phénotype Columbian se trouveraient dans ce sous-ensemble.
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Conclusion

Le variant Columbian Restriction, en supprimant le dichromatisme sexuel et en
restreignant I'étendue de noir, est associé a un phénotype peu étudié au niveau
génétique. Aucun géne associé a un tel phénotype n’a encore été découvert, et les
mécanismes d’action des hormones sexuelles sur les phanéeres sont encore mal

définis.

Ce travail a permis de cibler la région du génome associée au variant Columbian
Restriction dans une lignée INRA. L’étude de I'expression des génes candidats n’a
pas permis d’identifier le gene qui lui est associé, mais I'allele CO*CO peut entrainer
des modifications qualitatives et quantitatives de la protéine associée sans modifier
le niveau d’expression du gene: par exemple, un changement structurel de la
protéine ou des modifications post-transcriptionnelle de TARNm peuvent modifier le

phénotype exprimé.

Ces hypothéses sont actuellement a I'étude, par réalisation d’immunohistochimie
et/ou hybridation in situ sur les génes candidats et ceux caractéristiques des
mélanocytes tel que MITF. Ces derniers devraient permettre une meilleure
compréhension des mécanismes au niveau de la plume menant au phénotype

Columbian.

Ce travail a également permis d’isoler un certain nombre de variants spécifiques
d’'une race porteuse de Columbian, mais cela reste un travail préliminaire non
suffisant pour isoler le variant causal. Le séquengage d’autres races porteuses de
CO*CO actuellement en cours permettra peut-étre de lisoler, si c’est la méme

mutation qui est a I'origine de CO*CO pour toutes les races.

Enfin, la région du génome isolée peut contenir le variant causal a l'origine de
Columbian, sans pour autant contenir le géne associé : la mutation peut étre apparue
dans un élément de régulation (comme un microARN) situé dans la région candidate,
mais le gene cible peut étre a I'extérieur de cette région, et donc ne pas faire partie
des genes candidats étudiés. Dans ce cas, une étude du transcriptome total de la

plume pourrait permettre d’identifier ce gene.

Cette thése a donc permis certaines avancées dans 'étude de ce variant, mais de
nombreuses interrogations demeurent. Les expériences actuellement en cours
devraient permettre d’avoir quelques réponses sur le géne associé, le variant causal

ou encore les mécanismes d’action de l'alléle CO*CO.
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Annexe 1: Diméres d’amorces visibles a des

Annexes

(a gauche) et 300 nM (a droite).
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Annexe 2: Courbes standards des couples d’amorces a 150 nM évaluées a
partir de duplicats de 1,6 - 3,13 - 6,25 - 12,5 - 25 et 50 ng de foie de Gallus

gallus.
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Résumé:

Un des variants de pigmentation du plumage de Gallus gallus, Columbian Restriction, entraine une
suppression du dichromatisme sexuel ainsi qu’'une restriction de I'étendue de noir. Des travaux
préliminaires conduits au sein de 'TUMR GABI, a I'INRA de Jouy-en-Josas, ont permis de d’identifier
une région de 1,47 Mb située sur le chromosome 2 portant probablement la mutation responsable.
Une étude d’association a été réalisée lors de cette thése pour restreindre la taille de la région
candidate et déterminer des génes candidats. La quantification de I'expression de ces génes a été
réalisée. En complément, les données issues du séquencage du génome complet d’individus d’'une
race porteuse de la mutation et de races non porteuses ont été comparées afin d’'identifier le variant
causal. Au final, une région candidate de 300 kb a été déterminée et six génes candidats isolés.
L'étude de leur niveau d’expression n’a cependant pas montré d’association avec le phénotype
Columbian Restriction. Vingt-huit variants génomiques spécifiques de la race porteuse de la mutation
ont été identifiés grace aux données de séquencage complet.

Abstract :

In chicken (Gallus gallus), a genomic mutation called “Columbian restriction” (CR) suppresses sexual
dichromatism and black pigmentation in the plumage. Preliminary work realized at INRA (GABI unit,
Jouy-en-Josas, France) allowed to map the CR locus within a 1.47-Mb region of chromosome GGA2.
Fine mapping of the genomic region was carried out at the beginning of our thesis, and resulted in the
identification of several candidate genes, whose expression was studied. Complementarily, whole
genomes of both CR mutation carriers and wild-type individuals were sequenced in order to identify
other candidate variants (n=28). We finally focused on a 300-kb region containing six candidate
genes. Unfortunaltely, no association was found between their expression level and the CR
phenotype.
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