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Demande sociétale

- Bien-étre animal

- Sécurité alimentaire

- Respect de I'environnement

Cadre reglementaire

- Normes européennes
- Comités d’éthique

Réalité économique

- 9 milliards d’individus en 2050

Schémas de sélection

- Croissance

- Efficacité alimentaire
- Prolificité

- Qualité de la viande

Connaissances accrues sur les
genomes des animaux
domestiques

- Séquencage des génomes
- Génotypages a haut débit
- Génomique
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Inclure de nouveaux criteres de sélection




Constat Questions

Forte pression de sélection sur des » La pression de sélection a-t-elle
caracteres de production fragilisé la résistance des animaux
Amélioration des conditions d’élevage aux infections?
Mesures prophylactiques
— Vaccination, antibiothérapie » Est-il envisageable d’introduire des
—_ Respect de normes sanitaires Cl‘itél‘es I|éS él Ia Santé Sans mOdiﬁer
drastiques les performances des animaux?

Emergence de pathologies:
syndrome dysgénésique respiratoire « Comment exploiter de maniere

maladie d’amaigrissement du porcelet pertinente les outils de genomique
en plein essor?

Elaboration du projet IMMOPIG
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 Etude de la réponse immunitaire des porcs francais de race large White
— Mesures de divers parametres de la réponse immunitaire
— ldentification d’animaux de phénotypes variés
— Calcul de I'héritabilité des caracteres mesurés et de leur éventuelle corrélation

* Analyse du transcriptome des leucocytes du sang périphérique
— Sélection d'animaux de phénotypes variés
— Exploitation des outils de génomique développés pour I'espece porcine

— Evaluation de la pertinence des approches transcriptome pour qualifier la réponse
Immunitaire

Mesures effectuées suite a un stimulus de la réponse immunitaire
(vaccination contre Mycoplasma Hyopneumoniae)
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Mesures de la RI
Analyses géenétiques: heritabilite, corrélations
Sélection d’animaux pour les analyses du transcriptome

Etape 1: Le Rheu (2007/08) Etape 2: Le Magneraud (2008-09)
Etude de 400 animaux en controle de Etude de 200 animaux issus du croisement
performances de verrats controlés au Rheu avec des

femelles élevées au Magneraud

Attendus principaux

Mesure de la part génétique des Seconde mesure de la part génetique des
caracteres mesurés pour la Rl caracteres mesurés pour la Rl

Mesure des interactions génotype X milieu

Identification de fondateurs pour demarrer
une sélection divergente
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LREG | SGQA Rheu GEPA | LPT VIM | BIOPORC

Gestion des animaux au Rheu X X
IA au Magneraud X
Gestion des animaux au X X X

Magneraud
Organisation des prélévements X

de sang
Hémogrammes et FACS X X
Parametres réponse innée X X
Paramétre réponse adaptative X
Outils transcriptome X X X
Etudes transcriptomiques X
Analyses génétiques X X
Compilation des résultats X X X X X X X
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Phénotypes RI

i

Prélevements au Rheu
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Macrophages
Cellules dendritiques
Neutrophiles

Natural Killer

Immunité innée

non-spécifique

>

Phénotypes RI

Cellules sanguines <

Level of
protection

Physical

Minutes Hours

barriers

Days Time

Vet. Immunology, 7th edition, Saunders, 2004

Antigénes:
Virus, bactéries, champignons parasites

EEW Prélévements sanguins
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Cellules T
Cellules B

Immunité adaptative

antigéne-spécifique




Phénotypes RI

! %

Formule sanguine

Hémogramme
Caractérisation de 5 sous populations lymphocytaires par cytométrie en flux
lymphocytes Tab CD4 / CDS8
lymphocytes Tgd TCRqgd
lymphocytes B IgM
Natural Killer (NK) CD2/CD16
Monocytes CD172a/CD16 / MHCII

Réponse innée

Etude de la capacité phagocytaire des leucocytes

Dosage de deux protéines sériques de la phase inflammatoire aigué

protéine C réactive, haptoglobine

Dosage de quatre cytokines inflammatoires: IL-6, IL-1B, TNFA, IL-8

Dosage d’une cytokine de régulation: IL-12

Dosage de 'activité IFNa aprés stimulation par un antigene du virus de la pseudorage
Réponse adaptative

Prolifération lymphocytaire avec et sans stimulation mitogénique ou antigénique

Dosage de la production de 4 cytokines de régulation IFNg, IL-2, IL-4, IL-10

Dosage des immunoglobulines totales A, M et G

Dosage des immunoglobulines spécifiques
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Phénotypes RI

Nb Volume utilisation utilisateur
Héparine de sodium 1 10 mi plasma/anticorps Toulouse
prolifération
cytokines
Héparine de sodium 2 10 mi FACS Jouy
phagocytose
dosage cytokines
dosage interféron
EDTA 1 10 ml hémogramme Jouy
ADN Jouy
Tubes secs 1 10 ml protéines phase
inflammatoire aigué Jouy
PaXGene 2 2,5 ml extraction ARN Jouy
Total 7 tubes / animal
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Phénotypes RI

Symbole

GB m/mm:3 globules blancs million/mm3

lym % % lymphocytes

mon % % monocytes Automate
neu % % neutrophiles

eos % % éosinophiles CR2I ‘Jouy
bas % % basophiles

lym m/mm 3 lymphocytes million/mm3

mon m/mm 3 monocytes million/mm3

neu m/mm 3 neutrophiles million/mm3

eos m/mm 3 éosinophiles million/mm3

GR M/mms3 globules rouges million/mm3

VGM fl volume globulaire moyen fentolitre

Hct % hématocrite

TCMH pg teneur corpusculaire moyenne en hémoglobine picog
CCMH g/dl concentration corpusculaire moyenne en hémoglobine g/dl
IDR indice de déviation des réticulocytes

Hgb g/dl hémoglobine g/dl

PLT m/mm3 plaquettes million/mm3

VMP volume moyen plaquettaire

IDP indice de déviation des plaquettes 20 paramétres mesurés

Edfors-Lilja et al,J. Immunol. 1999
Clapperton et al, Vet. Immunol. Immunopathol, 2005
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5 sous populations lymphocytaires

{ lymphocytes Tab CD4/ CD8
& lymphocytes Tgd TCRgd
lymphocytes B IgM

Natural Killer (NK) CD2/CD16

T Monocytes CD172a/ CD16 /MHCII
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Phénotypes RI

Nb mesures

6

3

15

37 mesures



Réponse innée

Phénotypes RI
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Phénotypes RI

- _ ),+

Tests ELISA
Dosage avec ou sans stimulation du sang total

IL1, IL-6, IL-8, IL-12, TNFa 2 mesures / cytokine (1 stimulation)
IL-2, IL-4, IL-10, IFNg 4 mesures / cytokine (3 stimulations)
24 mesures
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Phénotypes RI

o R_0290.025 - R_0290.025
. | Wi_test N W2_test
W3 &k -
0 200 S‘ng—Hgi%?\t 800 1000 0 200 84808-Hgig?1t 800 1000
K Te_R0290.024 T Te_R0290.024
I W1_control
o] W2_control
TE
= 0 200 400 600 800 1000 0 200 400 600 800 1000
SSC-Height SSC-Height
W1 _test (%)
W2_test-W2_control (%) .
W3 = W2_test-W1_test-W2_control (%) % de phagocytes
S mesures

Intensité de fluorescence W1

Intensité de fluorescence W2 Efficaciteé de la phagocytose
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Phénotypes RI

 Nombre total de parametres = 210
 Redondance de certains parametres
* Nombre simplifié pour les leres analyses génétiques: 142 parametres

» Mesures nécessitant encore de la mise au point
- dosages anticorps spécifiques anti Mycoplasma Hyopneumoniae

Originalité = Varieté + Nombre
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Animaux
*1 %

Verrat d’'lA controlé par les
» performances de ses descendants

y 3
Sélectionneurs:
8 sélection des verrats d’'insémination
artificielle (1A)
/ \ ~
? x x 9 .
\ - Eleveurs:
! \ l naissance des descendants des verrats d’lA
Négociation: 3 a 6 descendants / verrat d’lA
_/
h Station de testage:
~ Mesure des performances d'un sous-
- groupe de descendants
Mesures des caractéres de production // Mesures réponse immunitaire (RI)
définies par les sélectionneurs et I'inra définies dans le cadre d'IMMOPIG
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Etape 1: Le Rheu

* stimulation de la réponse immunitaire (vaccin Stellamune)

semaine 3-4 5 56 8-9 21-22
jour 0 21-28 35 36 ~ 60 ~150

1 sevrage ‘vaccination* prélevements

naissance arrivée en sanguins abattage
station

poids ~9 kg ~22-25 kg ~110 kg

- > < >

Elevage Station de contréle du Rheu
Contrdle des performances: - GMQ

- Rendement de carcasse
- Taux de viande maigre

- pH ultime

- Epaisseur de lard dorsal
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Etape 1: Le Rheu

2 %

o 397 animaux préleves entre mai 2007 et juin 2008
— 48 derniers prélévements en novembre 2008

e Dispositif familial
— 16 élevages distincts

— 100 verrats X 283 femelles

e 29 verrats dont la semence a été congelée pour produire les familles au
Magneraud

— 1 a 12 petits par verrat
» 3 a 8 petits par verrat dont la semence est disponible
* Mesures phénotypiques disponibles
— Mesures en attente: dosage des anticorps spécifiques, dosage IFNa
— Des mesures sont manquantes pour certains animaux
« Lien avec le programme ANR DELISUS (Denis Milan)

— Recouvrement des programmes pour les animaux dont la structure
familiale est optimale pour DELISUS
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Etape 2: Le Magneraud

13

Production d’ une génération GO

n=29 4 29 verrats X 58 truies = 58 familles
X
o W Animaux de chaque famille inclus dans I'étude
1 male et 1 femelle par famille
Q Q 1 ou 2 males castré(s) (fc )

Q@ 9 ¢ 9 — 1 1

¢ 4 d 84 — 1

200 individus GO étudiés
dc dc dc 8c — 1lou2 58 femelles

58 males
84 males castrés

+ phénotypage simplifié
pour les autres animaux nés
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4456,447

Etape 2: Le Magneraud

Bande date saillie mise bas sevrage vaccination prele\égr}\ents
814 23/06/2008 | 15/10/2008 | 11/09/2008 | 21/11/2008 15/12/2008
815 14/07/2008 | 05/11/2008 | 02/10/2008 | 12/12/2008 05/01/2009
816 04/08/2008 | 26/11/2008 | 23/10/2008 | 02/01/2009 26/01/2009
817 25/08/2008 | 17/12/2008 | 13/11/2008 | 23/01/2009 16/02/2009
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Les bandes sont échelonnées de 3 semaines
15 portées par bande
15 portées X 4 bandes = 60 familles

Achevement des prélevements en février 2009



Animaux

 Animaux du Rheu
— 48 derniers prélévements en novembre 2008
— Total attendu d’animaux = 445 (400 dans le projet initial)

 Animaux du Magneraud
— Prelévements achevés en février 2009
— Phénotypage complet de 200 animaux

— Phénotypage simplifié en prévision pour les autres animaux nés
» Optimisation du dispositif total de plus de 500 naissances

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle
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Analyses génétiques

0

397 animaux du Rheu /142 parametres

* Distribution
- tests de normalité (Kolmogorov-Smirnov, p=0,05)
- 44 phénotypes ont une distribution normale

- Normalisation des données (Boxcox et In(1+x) pour les dosages Elisa)

« Calcul des corrélations
- entre les phénotypes immunologiques
- entre les phénotypes immunologiques et les caracteres de production

- ACP
- sur nombre restreints de phénotypes (53)

*Tests de I'effets des covariables:
- expérimentation, €levage, age a la vaccination, date de vaccination

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



- #

Phénotypes réponse immunitaire

Eosinophiles Phagocytose

Valeurs<seull
Dosages ELISA

\ Fortes valeurs
n=24 / n=20
IL-4 IgA

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle

Analyses génétiques

Caracteres de production (n=23)

Consommation
aliment

Rétention
d'eau



Analyses génétiques

Réponse immunitaire Coefficient de corrélation de Pearson

p value
Réponse immunitaire et caracteres de production: **% 0 00
Correélations faibles: coeff de correl de Pearson <0,4 ** <001
*  <0,05
. <01
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Nb de phénotypes

Analyses génétiques

Test paramétrique

Test non paramétrique

Anova (p<0,05) Kruskall-Wallis (p<0,05)
Expérimentation 141 141
Elevage 140 140
Date Vaccination 141 141
Age a la vaccination 99 105
Nb total de phénotypes 142 142

) Prise en compte des covariables expérimentation, élevage,
date de vaccination et age dans le modele

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



Analyses génétiques

i

Modele choisi: y=Xb+Za+Zm+e
y = vecteur des observations 27248
0 21-28 35 36 ~ 60 ~150
b = vecteur des effets fixes — Y Y Y $
expérimentation 1 4 1 4 4 1
date de vaccination sevrage vaccination® prelevements
élevage d’origine naissance sanguins abattage
age au moment de la vaccination -« > < >
Elevage Station de contréle du Rheu
a = vecteur des effets génétiques additifs
m = vecteur des effets maternels
e = vecteur des effets résiduels
S.?
R_ASREML (Gilmour et al, 1999) 2=
Sa2 + sz + SeZ

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



Analyses génétiques

93 phénotypes h2>0.2

Phagocytose
W2test-co
FACS
ELISA NK
IL10 (stim LPS) )
: Hémogramme
Haptoglogine GB
ELISA
19G
v vy !
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Analyses génétiques

« Premieres conclusions
- De nombreux caracteres sont héritables
- Part génétique des caracteres mesurés non négligeable: h2>0,2 pour 93 paramétres

* A poursuivre
- Calcul des corrélations genétiques entre les phénotypes RI et ceux de production
- Simplification des phénotypes réponse immunitaire:
Identifier les phénotypes les plus pertinents et informatifs
Limiter la redondance en utilisant les calculs de corrélation
- Sélection des individus pour les analyses

du transcriptome sanguin ACP sur les individus

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



Transcriptome

e Conception d’'une puce générique enrichie en genes de la Rl
— Puce SLA-RI/NRSP8

— Validation par I'’étude des modifications du transcriptome de leucocytes
stimulés (LPS ou PMA/ionomycine)

e Production d'un ARN de référence

« Extraction des ARN sanguins de tous les animaux prelevées
— Controéle qualité
— Tests de rétrotranscription et de marquage

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



3 06% 89%3 5

Nombre sondes

Set SLA-RI
Sondes dans le CMH
genes ou pseudogenes 814
ARN non codants 12
Sondes hors CMH
séguences porcines 2822
séguences humaines 125
Témoins

Lucidea Universal ScoreCard control
SpotReport® Alien® control
ContrOles négatifs

Set Qiagen NRSPS8

Total

CRB-GADIE

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle
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19200

Transcriptome

Nombre génes

3104

8541

10010



Transcriptome

7 porcs :
Large White 3 06% 89%3 5
~50 kg
Sang
10 ml
LPS (1 ug/ml) ‘ — ¥
( Stimulation 24 h » ARN totaux —>| ADNCc mfirques T~
Cy5
C 5 v
— <_ Pas de stimulation T ARN tot AI:})/N -
% culture for 24 h ' otaux ¢ marques
A Cy5
lonomycin (1 ug/ml) Cy5 v
\ ) Cy5
PBMCs +  PMA (10 ng/ml) » ARN totaux —| ADNc marqués |<=—
3~9 x 107 Stimulation 24 h
— v - _
el N
Répliques biologiques Dye-swap

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle
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Transcriptome

P-value

SLA-RI set (LPS+)
NRSPS8 set (LPS+)
SLA-RI set (PMA/iono+)
NRSP8 set (PMA/iono+)



" Transcriptome

Modifications induites par la
stimulation PMA/ionomycine

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



Transcriptome

0%9

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



Transcriptome
0%9 | <

Prélevements sur tubes PaxGene
Kit d’extraction Qiagen: PaxGene PreAnalytix

e Quantité d’ARN récupéré
— 31.2 +/- 15,3 ug
e Qualité des ARN
— 27 échantillons
— RINentre5.2et7.7 (u=16,8)
 Essais de RT-PCR
— concluants
« Essais de marquages
— Utiliser 5 pg

!

Sélection des animaux en tenant compte de la quantité/qualité des ARN

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle



1-3 4-6 7-9 10-12 1-3 4-6 7-9 10-12 1-3 4-6 7-9 10-12
2007 2007 2007 2007 2008 2008 | 2008 2008 2008 | 2009 | 2009 | 2009
Mises au point X
phénotypes
Mesures sur X X X X
animaux Rheu
Analyses du X X X X X X X X
transcriptome
sanguin
Réseau SLA- X X X Valida- ISAG Soumi
immun tion ssion
AGAH article
Calculs X X
d’héritabilité
Animaux du Se- X X X X
Magneraud mence
Rapports X X
intermédiaires
Analyse finale X X X
des résultats
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o Calendrier
— Correct
* Premiers résultats sur I'analyse des phénotypes
— Parametres disponibles variés et nombreux
— Heéritabilité de nombreux caractéres
— Pas de corrélation significative identifiée avec des caractéres de production
 Mise en place des outils pour les analyses du transcriptome sanguin
— Puce validée de faible colt
— Possibilité d’analyser 200 animaux
e Production d'une génération GO au Magneraud
— Etude des interactions génotype X milieu
— Démarrage d’une sélection divergente? caractéres a préeciser
Détection de QTL
— Génotypage des animaux avec une puce SNP 60K (lien avec Delisus)
— Approche eQTL?

Agenae/Genanimal, 20-22/10/2008, La Rochelle
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LREG: Laurence Flori, Yu Gao, A Teillaud, G Lemonnier, JJ Leplat,
S Bouet, F Andreoletti, S Vincent-Naulleau, Guylaine Gély

VIM: Francois Leféevre

SGQA: Jean-Pierre Bidanel, Thierry Tribout

LPT: Isabelle Oswald, Philippe PInton, Anne-Marie Cossalter
IFIP: Marie-José Mercat

Le Rheu: Marcel Bouffaud et son équipe

Le Magneraud: Yvon Billon, Séverine Deretz et leur équipe

CRB GADIE: Karine Hugot, Diane Esquerre, Jérome Lecardonnel,
Annie Chastellier, Sylvain Marthey

SIGENAE: Philippe Bardou
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