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• 3 facteurs de variation avérés, manipulables : 
génétique et alimentation (+ fréquence de traite)

• 2 espèces (vache et chèvre) choisies pour leur pertinence 
au regard des objectifs énoncés

• Des modèles d’étude contrastés : 
DGAT1, CSN1S1
Fourrages et supplémentation lipidique

• 3 troupeaux expérimentaux : ressources biologiques 
génétiquement bien caractérisées

• Des infrastructures mises en place dans le cadre du 
programme AGENAE

)-����.(����	���$���� 
�/����$�,01,,�
��
2���,003



#�( ���	�����! ������������������
��

� � - �$
��	0��( �� . "�� ������������	�����������	�
Matière Grasse Laitière (AG et TG, phospholipides, GG …)
Empreinte protéique : caséines, protéines solubles, 

polymorphismes génétiques )+��,�-.&�/01&���-1��2��&'*
Fraction minérale (Ca, phosphate, Mg, citrate)
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meilleure compréhension des mécanismes d’acquisition du phénotype sécrétoire

Développements méthodologiques / échantillonnage : 
- Méthode d’exploration non invasive (cellules du lait), 
- Microdissection Laser, 
- Protéomique différentielle (2D-DIGE)
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Double substitution :

…GGCAGGTAAGAAGGCCAAC…

…GGCAGGTGCGAAGGCCAAC…

&�#34
� &���0� ��0�
����#�0� 3���������� ���50���'+�
� ��	��0�����������6���
	�����������0�	$6�������

	����0�
�������789�������������� ����	�

Les souris dont le gène DGAT1 a été invalidé (KO)        
ne produisent pas de lait (Cases et al., 1998; Smith et al ., 2000)

H2O Pi CoA-SH

Phosphatidate 
phosphohydrolase

Diacylglycerol 
acyltransferase

Acide phosphatidique 1,2-diacylglycerol Triacylglycerol

…Ala-Gly-Lys-Lys-Ala-Asn…

…Ala-Gly-Lys-Ala-Ala-Asn…

Variant AA/AA (K232)

Variant GC/GC (A232)

Chez les bovins, forte réduction du TB associée au variant A       
(Grisart et al ., 2002, 2004)
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Metafichier final regroupant 
1156 analyses (6 années) :

- 560 vaches (2 prélèvements : sur 
régime hivernal et au pâturage) 

- 36 vaches (1 seul prélèvement)

Profils « AG » des laits des années 2004, 2005 et 2006  
- 537 chromatogrammes (GC)
- Acides gras isolés : C4, C5, C6, C7, C8, C9, C10:1, C10, C11, 

C12:1, C12, C13, C14:1, C14, IC15, C15:1, 
C15, C16:1, C16, C17:1, C17, IC17, C18:2, 
C18:3, C18:1 cis9, C18:1 tr10, C18:1 tr11, 
C18:0, C18:2 cis9 tr11
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C. Hurtaud & J-L. Peyraud
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déc. 2006

Génomique: effet génotype / transcriptome

Données phénotypiques (TG, AG, GG, …)
Constitution de 2 lots de 7 vaches 

(pleine et demie -sœurs) 
de génotypes opposés au locus DGAT1

juin 2007
déc. 2007 juin 2008 déc. 2008

mars 2006
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Prélèvement de tissu 
après abattage

* ����������
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* = biopsie
* *

P1 P2 P3

Foin/Maïs/AGPI

Effet régime/transcriptome

Données phénotypiques

�	
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DGAT1 GC/GC 
(Ala 232A)

DGAT1 AA/AA 
(Lys 232K)
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Prélèvements et analyses

INRA Theix, 230 jours (± 20 j) de lactation

Performances laitières :
Poids (kg)
Lait (kg/j)
TB (g/kg)
TP (g/kg)
TL (g/kg)
Cellules (milliers/ml)
MG (g/j)
MP (g/j)
Lactose (g/j)

Analyses sur le lait :
composition en AG (CPG)
composition en protéines majeures (RP-HPLC)
taille des globules gras (Mastersizer)
taille des micelles de caséines (Zetasizer)

Analyses sur biopsies mammaires :
Puces à ADN (22K CRB + 4*44K Agilent)

PCRq (DGAT1, CSN1S1, CSN3, …)

F. Faucon et al.
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*** P<0,01

AA/AA (K232)

GC/GC (A232)

***

Effet du génotype DGAT1 sur TB

Tendance à une augmentation du               
lactose avec le variant GC/GC (A232)

• Globules gras en moyenne plus petits avec le génotype GC/GC (232A)
• Pas d’effet du génotype DGAT1 sur la taille des micelles de caséines
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Composition en AG : des différences !

Acide gras (%) Génotype AA/AA Génotype GC/GC Ecart-type Génotype Lactation
C7:0 0,05 0,04 0,01 P<0,05

C14:0 12,75 13,73 0,91 P<0,05

total C14:0 12,91 13,87 0,90 P<0,05

C14:1 1,20 1,01 0,12 P<0,001

C15:0 1,56 1,40 0,21 P<0,1 P<0,1

C16:1 cis9 1,55 1,20 0,23 P<0,05

C18:1 cis11 0,47 0,56 0,09 P<0,1

C18:1 cis12 0,17 0,22 0,04 P<0,1

C18:1 cis16 0,03 0,04 0,01 P<0,1 P<0,1

C18:2 n-6 1,17 1,41 0,22 P<0,05

C18:3 n-3 0,28 0,34 0,05 P<0,05

C20:1 cis11 0,01 0,02 0,01 P<0,01

C20:2 n-6 0,02 0,03 0,01 P<0,1

s10et12et14 21,33 22,94 1,86 P<0,05

index10 9,10 7,95 0,94 P<0,05

index14 8,54 6,76 1,10 P<0,001

index16 4,26 3,56 0,52 P<0,05

index18 60,82 62,76 1,93 P<0,1

Plus d’acides gras longs et 
insaturés avec le génotype 
GC/GC (A232)
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Analyse transcriptomique
2 supports : oligoarrays

Lames CRB Lames Agilent

23 232 spots

21 586 cibles

9 973 gènes* 

*(annotation IPA)

44 407 spots (duplicate)

21 475 cibles

13 746 gènes*

« Super lame »
43 061 cibles

14 567 gènes avec un 
identifiant Ingenuity

59% des gènes sont 
communs aux 2 lames

• Analyse des données sur 6 couples (élimination d’un couple de demie-sœurs) 

• Gènes classés par groupes de même variance (varmixt) et correction / faux positifs 
( Benjamini-Hochberg, seuil de significativité à 5%).

741 cibles (574 gènes avec identifiant Ingenuity) d ifférence d’expression

409 cibles (294 gènes différents) surexprimés pour le génotype GC/GC (A232)
332 cibles (283 gènes différents) surexprimés pour le génotype AA/AA (K232)

4 x 44k



Premiers résultats des analyses 
transcriptomiques

DGAT1 GC/GC (Ala 232A) : 

Métabolisme lipidique (ACC, MFGE8, BTN1A1, ADRP)

Métabolisme de petites molécules (LALBA)

Transport moléculaire 

(ABCG2, ABCA3, SLC35A2, CD36)

DGAT1 AA/AA (Lys 232K) :

Mouvement cellulaire (actine)

Croissance et prolifération cellulaire

Mort cellulaire, apoptose (stat3, NF-kappa B)

(en cours)

F. Faucon & E. Rebours
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1 2GC/GC (Ala 232A)AA/AA (Lys 232K)

DGAT1

Effet du génotype au locus DGAT1 sur 
quantité de transcrits as1

Egalement confirmé / protéine

4 couples pleine-sœurs
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1 2AA/AA (Lys 232K)

Caséine as1

GC/GC (Ala 232A)

Activité accrue de l’enzyme,
mais aussi surexpression du gène, 

avec le génotype AA/AA !
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	�	��	 !� Introduire un facteur de variation (monotraite) pour 
analyser les variations de transcrits mammaires entre tissu et CEM (chez la 
vache et ultérieurement chez la chèvre)
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M. Boutinaud (UMR-PL), L. Galio et E. Devinoy (GPL)



La traite : principale charge de travail pour l’éleveur

0.0
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10.0
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25.0
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P
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g/
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2T

1T

La monotraite induit une baisse de la production de lait (30%) 
et modifie sa composition : TB     (3 pt.) et le lactose     (2g/Kg)

La monotraite (1T) permet de réduire le temps d’astreinte

Quels effets sur la production de lait ?

����	���	� �	�	��������	��� ��������

Quels mécanismes ? 
Quels gènes ?
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½ mamelle G½ mamelle D

Traite différentielle / vaches Holstein (n=5)

Biopsie 2T

CEM purifiées 2T et 1T

J0

J82T/j 1T/j

Biopsie 1T

�������	���	� ���������!�*��������������6�����2==��6 ����

Analyse des variations de transcriptome entre 
biopsies 2T et 1T (oligoarrays bovins 22k CRB)

3- Quantification par PCR en temps 
réel sur biopsies et CEM purifiées

Gènes “candidats”
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65758
Mort et mouvement

cellulaires (ex : Cath B, 
IGFBP-5)

46838
Transports moléculaires

(ex : FABP-3)

Familles de transcrits Induits Inhibés Total

Transcrits
différentiellement exprimés 443 44 487

Métabolisme des lipides
(ex : SCD, LPL) 10 9 19

Analyse statistique par groupes de variances avec correction de 
Benjamini et Hochberg.

La monotraite induit la mort cellulaire et un 
remodelage du tissu mammaire en modifiant 

l’expression d’un grand nombre de gènes

(analyses en cours)

Validation en qPCR / 20 transcrits
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TALL-URH

Déc. 2006 Juin 2007 Déc. 2007 Juin 2008 Déc. 2008Début 2006

Génomique 
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Phénotypage

Expé 1
P1 P2
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   Lactose
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   Taux
butyreux
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lactose
(g/kg)

Foin de prairie naturelle ensillage de maïs

*

* **
*

MG MP L TB TP TL
(g/j) (g/kg)

Foin Ens maïs
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   Lactose
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   Taux
butyreux
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protéique
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lactose
(g/kg)

Foin +Graine Lin Ext + Huil poisson

b

a b
b b

c

F

MG MP L TB TP TL
(g/j) (g/kg)

F+Gr Lin F+L+H.Pois

P1 P3 P4

Phénotypage

Expé 2
P1 : Foin
P2 : Ensilage Maïs
P3 : Foin + Graines Lin
P4 : Foin + Huile poisson
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Plan expérimental :
• n = 10 chèvres  => 9 comparaisons
• Carré latin 2 x 2 (intra-individu)
• Lames 22K (mai 2008) 
• Dye-swap 

18 lames en cours d’analyse 
statistique et de validation

Système hétérologue : Bovin / Caprin ?
% d’hybridation : Caprin = 82 % 

Bovin  = 84 %

Coefficient de corrélation (Cy5) : 
Cap/Cap : 0.947
Bov/Bov : 0.971
Cap/Bov : 0.932
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C. Leroux et al.
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Effets « régime » (R1, R3 < R2) 
et « individu » significatifs

N = 45 ; (3 x 5 chèvres) x 3 mesures

Effet du régime sur les 3 périodes

taille des globules gras par régime

3,14 3,39 3,10
0,0
0,5
1,0
1,5
2,0
2,5
3,0
3,5
4,0

R1 R2 R3

ta
ill

e 
D

[4
;3

] µ
m

a ab

granulométrie laser (mastersizer)

R1(Foin)
R2 (Foin + graine de Lin)
R3 (Foin + Huile de poisson)

Compilation des données sur les 
3 périodes, pour les 3 régimes

y = 37,811x - 45,246

R2 = 0,6009
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O. Ménard (STLO)
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C. Beauvallet et al.
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A/A

O/O

O/O

A/A� Les chèvres de génotypes
défectifs au locus CSN1S1 
montrent en MET un RE engorgé

� Fractionnement sub-cellulaire : 
obtention de microsomes (RER) 
avec une pureté de 99%

(taille O/O > taille A/A)

� Sub-fractionnement des 
microsomes : 3 fractions 
protéiques (S1, S2 et P)

� Analyse en 2D-DIGE des fractions S1+S2
majoritairement caséines !
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B. Badaoui, H. Lahouassa, E. Chanat et al.
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Activation de Ire1, endoribonucléase
qui déclenche un splicing non conventionnel du transcrit XBP1      délétion de 26 bp
Conduit à la synthèse d’un facteur de transcription XBP1 « spliced » fonctionnel

Accumulation dans le RE de protéines 
non ou mal repliées (assemblées) 
active la réponse « UPR »

Active la transcription de la 
CCT (Cytidyl Choline 

Transferase) enzyme clef 
de la synthèse des 

phospholipides 
membranaires

(dosages en cours)

Ire1a

Produits PCR des rétro transcrits
(Bioanalyzer 2100)
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Profils d’expression génique du 
tissu mammaire caprin              

en lactation

Impact du génotype au locus CSN1S1 : 
comparaison A/A vs. O/O

B. Badaoui & S. Pollet
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Normalisation des données : 

Validation et cohérence du jeu de données :

Analyse différentielle :

- Fonction « normalisation » du package « anapuce »
développé par Julie Aubert 

- Scripts développés par Félicie Faucon 
(«complame.r», «corlame.r», «corsignal.r»)

- Fonction «DiffAnalysis» (package Anapuce, J. Aubert)

Analyse effectuée à partir des données filtrées (en tenant compte 
de l'information «Flag» 7 et 8 du logiciel «Feature Extraction»). 

Exemple: lame 13635140 
Chèvre 81 (OO) Cy3
Chèvre 55 (AA)  Cy5

- 4 répliquats biologiques : 4 chèvres AA et 4 chèvres OO
- Marquage indirect des cibles complexes                         

(Superscript Indirect cDNA Labeling System, Invitrogen)
- Dye Swap / Oligoarrays bovins 22k CRB (8 lames)
- Acquisition et quantification / Scanner Agilent

(Logiciel Feature Extraction)
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176 transcrits différentiellement exprimés :
(Variance commune, Bonferroni 5%) 

- 80 transcrits sur-exprimés
- 96 transcrits sous-exprimés 

chez les chèvres O/O

BiP TXNDC11 P4HB
HsP70 NRG1 ACVR1
HsP40 NDRG2 CXCL3
GRP94 AGR2 NEDD9
HSP90 SEC24 ARF4
ARMET SEC23B GCS1
SDFL2 SEC61ALPHA1 TES
HSP71 CLDN7 PICALM
Dnaj CXCL2-CLAUDIN CD46
MARKS DLK SFTPD
CKAP4 C2orf30 FABP
ETF1 CXCL6 TFG
LTA4 RAS LY96
SRP SELS

Upregulated genes in OO genotype

SCAD PANK3 LAGE3
SOD1 C9 IL2RG
SNX15 FHOD3 MBOAT1
PYCARD GSHPx-1 CATHEPSIN S
ATE1 CD3E
CAST KLRK1 C1Q
ADRP GRG TXNIP
EIF4A2 B2M HIST2H2AA3
EIF4A4 L23A
MHC class I PLAC8 IGLL1
HLAII LRCC3B C5
HLADQA2 TIMM8B
NCALD GLcNAc
HMGN2

Downregulated genes in OO genotype

Analyses en cours !
De bons indicateurs : confortent observations précédentes 

(stress chronique RE : ARMET),
ouvrent de nouvelles pistes 

(transfert RE–Golgi : CKAP4)
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Déficit en caséine as1 : baisse du TB, modification du profil AG, mais aussi 
lipolyse plus marquée (organoleptique) et écrémage « imparfait »
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Relation entre stress du RE induit par l’absence de 
caséine as1 et la structure (composition) de la 

membrane du GG ?

Mi-lactation (135 ± 9 jours)

0,1 1,0 10,0 100,0
diamètre (µm)

AA + edta -
moyenne
OO +edta -

V
ol

um
e 

(%
)

genotype AA

genotype OO

-14 -12 -10 -8 -6 -4 -2 0

 AA

 OO

Analyses granulométriques des GG

P<0.0001
Potentiel zêta (mV)Diamètre (mm)

Suggère des différences de structure du GG

C. Cebo (GPL) & C. Lopez (STLO)



Approches conventionnelles mono et bidimensionnelle :

Pas de différentiel sur les protéines majeures du GG : MUC-1, 
adipophiline, butyrophiline, …
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Mise en œuvre de techniques 2D non conventionnelles : 16BAC/SDS-PAGE

combinaison d’un détergent cationique (16BAC) et d’un détergent anionique (SDS) 

Surexpression de la lactadherin (MFGE8)

(Samespots analysis)

16BAC

S
D

S

Différentiel (x 2,4) validé en PCRq / 2 couples

A confirmer !
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Impact laser IR

Extraction
ARNSélection Acini

RIN >7

Analyse ARNm en PCRq

10000 22000 30000Mass (m/z)
0
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13997.9711682.00

14665.48 18168.91

19101.70

23349.19

23870.28

24651.38
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Analyse directe sur
CEMs en Maldi-Tof-MS

3000 CEM

~10 ng
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Profiling
(SAGE)

C. Bevilacqua et al.
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(relation transport et sécrétion des protéines et des lipides)
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1 équipe Tissu adipeux et lipides du lait (TALL) +  Inst. Exp. 
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2 équipes : « Petits ruminants » & « Méthodologie »
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