N

N

Utilisation des séquences de génome complet pour
I’identification de mutations déléteres responsables
d’anomalies génétiques récessives chez le bovin.
Pauline Michot

» To cite this version:

Pauline Michot. Utilisation des séquences de génome complet pour l'identification de mutations
déléteres responsables d’anomalies génétiques récessives chez le bovin.. Génétique animale. Université
Paris Saclay (COmUE), 2017. Frangais. NNT: 2017SACLAO011 . tel-02068853

HAL Id: tel-02068853
https://theses.hal.science/tel-02068853
Submitted on 15 Mar 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02068853
https://hal.archives-ouvertes.fr

®
universite sleroParisTech

PARIS-SACLAY

INSTITUT DES SCIENCES ET INDUSTRIES DU VIVANT ET DE UENVIRONNEMENT
n PARIS INSTITUTE OF TECHNOLOGY FOR LIFE, FOOD AND ENVIRONMENTAL SCIENCES

NNT : 2017SACLAO011

THESE DE DOCTORAT
DE
L’UNIVERSITE PARIS-SACLAY
PREPAREE A
L’INSTITUT DES SCIENCES ET INDUSTRIES DU VIVANT ET DE
L'ENVIRONNEMENT (AGROPARISTECH)

ECOLE DOCTORALE N°581
Agriculture, alimentation, biologie, environnement et sante

Spécialité de doctorat : Génétique Animale

Par

Melle Pauline Michot

Utilisation des sequences de génome complet pour l'identification de mutations
déléteres responsables d'anomalies génétiques récessives chez le bovin

Directeur de thése : Didier Boichard & Aurélien Capitan

Theése présentée et soutenue a Paris, le 29 Mars 2017 :

Composition du Jury :

M. Etienne VERRIER Professeur, AgroParisTech, Paris Président
Mme Carole CHARLIER. Maitre de recherche du FNRS, Université de Liege Rapporteur
Mme Jeanne AMIEL PUPH, Institut Imagine Hépital Necker, Paris Rapporteur
Mme Catherine ANDRE Chargée de recherche, CNRS, Université de Rennes 1 Examinateur
M. Laurent SCHIBLER Responsable Développement & Innovation., ALLICE, Paris Examinateur

M. Didier BOICHARD Directeur de recherche, INRA, Jouy en Josas Examinateur







Remerciements

Tous ceux qui ont suivi mon parcours de these savent a quel point je suis soulagée de pouvoir enfin écrire les
derniéres lignes de ce document. Il achéve un peu plus de trois ans de travaux au sein de 'INRA de Jouy-en-Josas,
parfois difficiles et moralement éprouvants sur la fin, mais sur une thématique de recherche toujours aussi
passionnante. Aussi, je souhaite adresser mes plus profonds et sincéres remerciements a toutes les personnes
rencontrées au cours de ma these, qui ont contribué a mes travaux et fait de ces trois années une expérience

professionnelle et humaine extrémement enrichissante.

Tout d’abord, je remercie mes directeurs de thése, Aurélien Capitan et Didier Boichard, qui m’ont donné la chance
de pouvoir entreprendre cette thése et sans qui ce document n’aurait pu voir le jour. Un profond merci a vous deux
pour vos enseignements, le partage de vos connaissances scientifiques, de recherche et de votre passion pour la
génétique. Merci pour votre confiance et votre soutien tout au long de ma these, malgré quelques moments de

doute. J’ai eu beaucoup de chance de la réaliser sous votre direction.

A Xavier David, directeur d’ALLICE, et Laurent Schibler, responsable R&D ; j’adresse mes trés sinceres
remerciements pour la confiance et ’accueil que vous m’avez accordés dans la réalisation de ce projet de these au

sein d’ALLICE. Je remercie aussi I’ensemble du personnel de ’entreprise pour les échanges toujours chaleureux.

Je remercie I’ANRT et APIS-GENE qui ont co-financé ma thése dans le cadre d’un contrat CIFRE, ainsi que
I’ Agence Nationale de la Recherche et APIS-GENE pour le financement du projet BOVANO.

Merci a I’ensemble de 1’équipe G2B et personnels de I'INRA avec qui j’ai pu travailler ou simplement échanger
au cours de ces trois années. Plus particulierement a Sébastien Fritz, mon directeur de stage de fin d’étude, merci
encore pour tous vos conseils et vos encouragements ; a Cécile Grohs, véritable « Maman labo », merci pour votre
implication dans les projets de cette these, votre aide, votre écoute et conseils a la paillasse, sans oublier non plus

votre amitié et vos encouragements.

A tous les collégues, doctorants et stagiaires de 1’étage et/ou du rez-de-chaussée du 211 - en particulier Chris,
Romain, Laure, Thierry, Alexis, lola, Gabriel — merci pour les échanges et discussions au sein de 1’équipe, merci
pour votre amitié, les conversations animées des pauses café, les moments « geek » et batailles de nerfs, les blagues
vraiment pas droles, les afterworks Baradoz... Merci pour tous ces bons moments qui vont me manquer. Je vous
souhaite a tous une trés bonne poursuite dans vos différents projets. Mentions spéciales a mes trois co-
bureaux successifs, Marine, Alexis et enfin Rabia pour quelques semaines de rédaction pas les plus droles pour

moi. Merci a vous pour ce partage toujours dans une bonne ambiance.

Une pensée a tous mes amis de Bourgogne, de prépa, de I’agro, des USA qui n’ont jamais trés bien compris mon

sujet de recherche ou bien méme 1'utilité d’une thése, mais toujours présents pour décompresser.

Pour finir, un immense merci a I’ensemble de mes proches qui m’ont soutenue. A mes parents, anciens éleveurs
de Charolaises, qui m’ont transmis la passion de 1’élevage, & mon grand-frére, exemple et soutien depuis toujours;
a ma belle-sceur pour ses conseils, et mon copain qui m’a supportée et soutenue dans ces mois de rédaction ; merci

a vous tous du fond du ceeur pour votre patience, vos conseils et votre force.

A nouveau, a toutes les personnes citées ci-dessus ou non, merci.



Mots clés : génomique, mutations déléteres, anomalies, bovins

Résumé

L’effectif génétique réduit des races bovines entraine une augmentation de consanguinité de I’ordre de
1% par génération et une forte dérive génétique. Cette évolution favorise 1’émergence réguli¢re
d’anomalies génétiques récessives dans les populations, qu’elles soient de races laitiéres ou allaitantes.
En France, I’Observatoire National des Anomalies Bovines (ONAB) a été créé dans le but de détecter
et contrbler ces anomalies émergentes. Cependant, la détection par les observatoires sous-entend d’une
part une diffusion large de 1’all¢le défavorable dans la population et d’autre part que 1’anomalie présente
un phénotype avec un tableau clinique spécifique permettant sa déclaration a ’ONAB. L’impact des
anomalies génétiques est donc encore largement sous-estimé. Toutefois, les développements des
technologies de génotypage et de séquencage de génomes, associés a 1’ensemble des informations
disponibles permettent une détection efficace des mutations causales. Ainsi, 1’objectif de cette thése a
été d’utiliser ’ensemble des données disponibles (phénotypes, génotypes, séquences, annotations
fonctionnelles...) pour identifier et valider des mutations déléteres ségrégant dans races bovines laitiéres

et allaitantes francaises.

Nous avons exploré différentes stratégies classiques - cartographies par homozygotie, haplotypes en
déficit en homozygotes - qui gagnent en efficacité grace aux données de séquence de génome complet
(WGS). Nous avons également mis en place des approches alternatives de génétique inverse, basées sur
I’exploitation des données WGS frangaises et du consortium « 1000 bull genomes ». Les travaux réalisés
ont permis d’identifier les mutations causales associées a deux syndromes récessifs rapportés a ’TONAB
: I’épidermolyse bulleuse jonctionnelle en race Charolaise (ITGB4, chrl9: g.56488278 56493087del)
et I’épilepsie idiopathique (MTCL1, chr24:9.41661691G>A) récemment émergée dans la race
Parthenaise. Nous avons également démontré la forte association entre 1’haplotype MHI1 et un
polymorphisme affectant le géne PFAS (chrl9:9.28511199C>T ; p.R1205C). Par les stratégies de
génétique inverse, nous avons également identifié une mutation probablement responsable de mortalité
embryonnaire en race Normande affectant le gene CAD (chrl1 :g72399397, p.Y452C) ainsi qu’une
mutation affectant le gene RP1 (chr14:2.23995411 23995412insA, p. R791KfsX13) responsable d’une
dégénérescence progressive de la rétine qui ségrége a forte fréquence en race Normande mais aussi dans
d’autres races bovines européennes. Ces études encore en cours, fournissent également un inventaire
des variants génétiques potentiellement délétéres dont la caractérisation de I’effet sur le phénotype

pourra étre explorée.

Enfin, I’identification de ces anomalies et des mutations délétéres responsables ont abouti & la mise a
disposition de tests de diagnostic efficaces pour permettre une contre sélection raisonnée de ces variants

déléteres dans les populations bovines.
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Abstract

The reduced genetic size of cattle breeds leads to an 1% increase in inbreeding per generation and a
strong genetic drift. This evolution favors regular emergences of recessive genetic abnormalities in dairy
and beef cattle breeds. In France, the National Observatory of Bovine Anomalies (ONAB) was created
with the aim to detect and control these new emergences. However, detection by the observatories
implies a broad diffusion of the deleterious allele in the population as well as a phenotype with a specific
clinical features, which allows reporting of the anomaly to the ONAB. Therefore the impact of genetic
anomalies is still largely underestimated. However, development of genotyping and genome sequencing
technologies, coupled with all available information, allows effective detection of causal mutations.
Thus, the aim of this thesis was to use all the available data (phenotypes, genotypes, sequences and
functional annotations) to identify and validate deleterious mutations segregating in French dairy and

beef cattle breeds.

We explored various classical strategies, such as homozygosity mapping and search for haplotypes
displaying a deficit in homozygotes, which gained efficiency with whole genome sequence (WGS) data.
We also implemented alternative reverse genetics strategies, based on data mining of French and “1000
bull genomes” consortium WGS data. In these different studies, we identified the causal mutations
associated with two recessive syndromes: epidermolysis bullosa junctional in Charolais breed (ITGB4,
chr19: 9.56488278_56493087del) and idiopathic epilepsy (MTCL1, chr24:9.41661691G>A) recently
emerged in the Parthenaise breed. We also demonstrated a strong association between the embryonic
lethal mutation MH1 and a polymorphism affecting the PFAS gene (chrl9: ¢.28511199C> T ;
p.R1205C) in Montbeliarde cattle. With reverse genetic strategies, we identified another mutation in the
CAD gene (chrll: g72399397, p.Y452C), likely responsible for embryonic mortality in Normande cattle
and a frameshift mutation in RP1 (chr14:9.23995411_23995412insA, p. R791KfsX13) responsible for
progressive retinal degeneration segregating with a high frequency in the Normand breed and also in
other European cattle breeds. These studies, still in progress, provide an inventory of potentially

deleterious genetic variants, the characterization of them could be explored in the future.

At last, identification of mutations responsible for these genetic abnormalities provides effective
diagnostic tests and allows judicious counter selection of these variants in French beef and dairy cattle

populations.
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CHAPITRE 1. INTRODUCTION BIBLIOGRAPHIQUE : LES ANOMALIES

GENETIQUES RECESSIVES CHEZ LE BOVIN

Ce chapitre constitue une introduction a mes travaux de these, avec dans un premier temps une rapide
description de I’élevage bovin, ’organisation de la sélection des races et la structure génétique des
populations. Je présenterai ensuite une introduction aux anomalies génétiques chez les bovins et les
mesures de gestion mises en place, puis les évolutions technologiques en génétique moléculaire et les
sources d’information disponibles sur lesquelles les travaux sur les nouvelles anomalies peuvent
s’appuyer aujourd’hui. Enfin, je présenterai rapidement les méthodologies utilisées dans la recherche

des mutations causales a déterminisme supposeé récessif et employées au cours de ma thése.

I. Les anomalies génétiques chez le bovin : comprendre les

émergences

A. Organisation de I’élevage bovin en France
1. L’élevage bovin firancais : quelques chiffres

Premier a 1’échelle européenne, le cheptel bovin francais compte 19,4 millions d’individus sur le
territoire répartis pour 42% de I’effectif total en systémes de production laiticre et 58% en systéme
allaitant (Agreste). Ces effectifs représentent 3,7 millions de vaches laitiéres et 4,1 millions de vaches
allaitantes adultes recensées dans les fermes en 2015 (France Génétique Elevage (FGE)). La population
est tres majoritairement structurée en races, le croisement étant minoritaire et limité pour ’essentiel a la
production d’animaux de boucherie non reproducteurs. Une race est une population relativement
homogeéne, avec un standard défini, et conduite, sauf exception, de fagcon fermée. La population frangaise
est répartie en huit races laitiéres et neuf races allaitantes principales, auxquelles s’ajoutent 4 races a
petits effectifs (ie. Bazadaise, Bleu du Nord, Rouge Flamande et VVosgienne) et 15 races a tres petits
effectifs en processus de conservation. Pour les races laitieres, la Holstein représente a elle seule 66%
de I’effectif avec 2,47 millions de vaches adultes. Viennent ensuite les races Montbéliarde et Normande
qui comptent respectivement 648 (17%) et 357 milliers (9%) de vaches. Toutes trois ont un rayonnement
national, voire international dans le cas de la race Holstein, et constituent plus de 95% des effectifs
laitiers. En comparaison, cing races avec des effectifs compris entre 13 et 48 milliers de vaches et une
aire de répartition limitée rassemblent seulement 3,4% de 1’effectif total. Il s’agit de deux races locales
des Alpes du Nord, I’Abondance et la Tarentaise, de deux noyaux frangais de races étrangéres, la

Simmental Francaise et la Brune, et de la race Pie Rouge. On compte également une petite fraction de
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vaches de races a petits effectifs ou de vaches croisées. La situation est similaire en production allaitante
ou trois races nationales, la Charolaise (1,5 millions de vaches), la Limousine (1 million) et la Blonde
d’Aquitaine (520 milliers) représentent a elles seules 78% du cheptel. Viennent suite cing races locales

rustiques (Salers, Aubrac, Gasconne) ou a orientation viande (Rouge des Prés, Parthenaise).
2. Gestion des races et organisation des programmes de sélection

Toutes les races, a I’exception de celles en conservation, font I’objet d’une sélection, organisée selon un
programme de sélection. Tous les animaux disposent d’un identifiant unique. La sélection sur la voie
megre fille est peu intense, car la précision de I’estimation de la valeur génétique des femelles d’une part,
leur prolificité et donc I’intensité de sélection d’autre part, sont limitées. L’essentiel de la sélection passe
par la voie male, avec les trois voies concernées : mére fils, pére fils, pére fille. La race est structurée en
deux grands étages au minimum, les sélectionneurs et les utilisateurs. Les sélectionneurs produisent les
reproducteurs utilisés a la fois chez les sélectionneurs et chez les utilisateurs. Jusqu’a I’avénement récent
de la sélection génomique, la sélection des reproducteurs a reposé sur les performances phénotypiques
des candidats et de leurs apparentés. Dans 1’étage de sélection, des procédures sont donc mises en place

pour mesurer les phénotypes et connaitre les pedigrees.

Les populations laitieres et allaitantes présentent plusieurs différences. Tout d’abord, elles ne sont pas
sélectionnées sur les mémes caractéres et le controle de performances associé est donc adapté a chaque
filiére. Par ailleurs, si I’insémination artificielle est trés majoritairement utilisée en systéme laitier, elle
est minoritaire en systéme allaitant ou la monte naturelle est le mode de reproduction prédominant. Le
besoin de taureaux est donc sensiblement différent. Les taureaux d’insémination sont relativement peu
nombreux, largement diffusés et doivent étre fortement sélectionnés et précisément évalués, ce qui
nécessite un testage sur descendance. Les taureaux de monte naturelle sont nombreux, ils ont moins de
descendants, leur pression de sélection ainsi que la précision d’évaluation sont modérées et cette
précision est obtenue a partir d’informations sur ascendance et de performances propres. Les taureaux
laitiers sont évalués sur des caractéres pour la plupart mesurables uniquement sur les femelles et cette
évaluation sur descendance est réalisée en ferme. Les taureaux allaitants sont évalués sur des caracteres
variés, mesurés en ferme ou en station. Le processus de sélection comporte généralement plusieurs
étapes : choix du pére et de la mere parmi les meilleurs parents disponibles, puis du taureau au cours de

plusieurs étapes successives incluant une évaluation sur performance propre ou sur descendance.

La diffusion du progrés génétique a lieu majoritairement par la voie méle, donc par 1’utilisation des
taureaux sélectionnés, soit par insémination artificielle, soit par monte naturelle a la suite de la vente du

reproducteur.

14



B. Une structuration de la population favorable a 1’émergence

d’anomalies génétiques
1. Des populations a effectifs génétiques faibles

Depuis leur domestication, les bovins ont fait I’objet d’une sélection phénotypique pour divers caractéres
en fonction de I’évolution de leur utilisation et de nos besoins (docilité, adaptation & un environnement,
aptitudes au travail, production laitiére et bouchere ..). A partir de la fin du 18°™ siécle et
majoritairement au 19™ siécle, les races ont été constituées en rassemblant des animaux aux aptitudes
comparables issus de la méme région, en les faisant se reproduire entre eux et en standardisant
progressivement leur apparence, en particulier la couleur de leur robe. A I’échelle de I’espéce, la
diversité des phénotypes entre races reflete de maniére intrinséque une grande variabilité génétique et
la sélection préférentielle de génes et mutations (Andersson, 2001). Cependant au sein d’une race, si les
effectifs sont parfois grands, en particulier dans les races nationales, la diversité génétique est modeérée

a faible et se réduit peu a peu.

Tableau 1: Effectifs génétiques (Ne) des principales races bovines laitieres et allaitantes
(période 2012/2015).

Race laitiéres Ne Race allaitantes Ne
Abondance 51 Aubrac 108
Brune 93 Blonde d'Aquitaine 70
Montbéliarde 75 Charolaise 175
Normande 84 Gasconne 89
Prim'Holstein 96 Limousine 149
Simmental 139 Parthenaise 81
Tarentaise 65 Rouge des Prés 73
Salers 112

Source : Institut de [’élevage VARUME résultats 2016

Une méthode de suivi de la variabilité génétique des populations est I’utilisation de différents indicateurs
résultant de I’analyse des pedigrees et de la probabilité d’origine de génes (Boichard et al., 1997): le
nombre d’ancétres efficaces (Ae), le nombre d’ancétres principaux contributeurs représentant 50 % de
I’origine des génes de la population (N50) et ’estimation de I’effectif génétique ou taille efficace (Ne).
Depuis 1996, les bilans de variabilité génétique des principales populations bovines frangaises ont été
réguliérement établis (Boichard et al., 1996 ; Moureaux et al., 2000 ; Mattalia et al., 2006 ; Bouquet et
al., 2009 ; Danchin et al., 2012) et un bilan annuel dans toutes les races bovines est maintenant publié
par ’IDELE au travers de 1’observatoire de variabilité génétique des ruminants (VARUME) (Danchin-

Burge et al., 2014). De 1988 a 2007, presque toutes les races laitiéres ont connu une réduction forte des
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valeurs Ae et N50. Pour les trois races laitieres nationales Normande, Montbéliarde et Holstein, le N50
a diminué de 53%, 65% et 72%. Moins de 10 ancétres (respectivement 7 en Montbéliarde et 8 en
Normande et Holstein) contribuent a 50% des genes de la population femelle de chaque race, tandis que
Ieffectif génétique intra race varie de 50 a 100 (Tableau 1), indépendamment de I’effectif réel de
femelles. En races allaitantes, les effectifs génétiques sont plus élevés qu’en races laitiéres du fait de
I’utilisation d’un bien plus grand nombre de reproducteurs. Ces valeurs restent cependant faibles, si on

les compare a I’homme par exemple (600 a 10000 selon les estimations, Park, 2011).

La structuration particuliere de la population bovine est le résultat d’une part de 1’échantillonnage initial
restreint & I’origine de chaque race, et d’autre part de goulets d’étranglement sévéres appliqués par les
évolutions des pratiques d’élevage et I’intensification de la production dans la seconde moitié du 20°™
siecle. Le développement des biotechnologies de la reproduction, en particulier de 1’insémination
animale réalisée « en frais » a partir de 1950 puis I’invention des paillettes et le développement de la
congélation de la semence au début des années 1970 (Cassou, 1968), ont permis la diffusion rapide a
tres large échelle des meilleurs taureaux reproducteurs. Le succés de I'IA a également favorisé le
développement de la sélection qui, dans la recherche constante d’un meilleur gain génétique, s’est
fortement intensifiée au début des années 1990. Ceci s’est traduit par 1’application d’une tres forte
pression de sélection sur les méles a I’entrée en station, un faible nombre de taureaux diffusés par année
(quelques dizaines par race), ainsi que l’utilisation souvent excessive des meilleurs taureaux, qui
deviennent rapidement des contributeurs majeurs en termes de patrimoine génétique a I’échelle de leur
race (Mattalia et al.,2006). Dans les années 2000, une prise de conscience a permis de limiter ces exces
(Verrier et al., 2005) et la sélection génomique a été 1’occasion de diffuser moins largement les

reproducteurs, eux-mémes en plus grand nombre.
2. Conséquences : augmentation de la consanguinité et dérive génétique

La réduction du nombre d’ancétres contributeurs et ’effectif génétique réduit des races a deux
consequences principales. La premiere est une augmentation du taux de consanguinité avec le temps.
Dans les races laitiéres, elle s’est élevée au rythme de 0,5 a 1 % par génération sur la période de 1996 a
2006 (Boichard et al., 1996 ; Mattalia et al.,2006 ; Danchin et al., 2012).

Aujourd’hui, par rapport a 1960, les taux de consanguinité se situent entre 4,2 et 4,7% dans les races
laitieres et entre 0,8 et 1,4 % dans les races allaitantes qui bénéficient encore d’un effectif génétique plus
grand (du fait de la présence encore importante d’un noyau de monte naturelle qui a maintenu un grand
nombre de reproducteurs). L’accroissement de consanguinité observé dans les populations traduit

directement le taux de perte de variabilité génétique et ’homogénéisation progressive des génomes.

Concernant plus particuliérement les anomalies, la consanguinité est responsable d’une augmentation
du taux d’homozygotie du génome chez chaque individu et donc de I’expression des anomalies

récessives. Par ailleurs, le faible effectif génétique induit une forte dérive génétique : les fréquences
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alléliques au sein de la population varient rapidement du fait de la diffusion massive et privilégiée d’un
faible nombre de reproducteurs ou d’origines. Un variant délétére initialement rare peut voir sa

fréquence augmenter rapidement en une ou deux générations, préparant ainsi une future émergence.

En conclusion, cette structuration par races a effectif génétique faible, fonctionnant comme des isolats

génétiques, crée des conditions propices a I’émergence des anomalies génétiques héréditaires.
3. L’origine des anomalies génétiques

La réplication de I’ADN est source de mutations. Les mutations sont la source initiale de la variabilité
génétique. Chez I’homme, ce taux de mutation est de I’ordre de 1.1 a 1.7x10-8 par nucléotide et par
génération, ce qui fait, compte tenu de la taille de notre génome, que chaque individu porte de 50 a 100
mutations de novo. Des valeurs similaires ont été rapportées chez le bovin (Harland et al., 2016). La
plupart des mutations sont neutres et affectent des régions non codantes du génome. Une faible
proportion d’entre elles, affectant des régions codantes ou régulatrices de 1’expression des génes peuvent
avoir un effet phénotypique favorable ou défavorable. Lorsque I’effet est trés délétere a 1’échelle de
I’organisme, on parle d’anomalie. Parmi les dizaines de millions de variants décrits, en particulier a
partir des travaux de séquencage, quelques milliers sans doute peuvent étre a I’origine d’anomalies

génétiques récessives.

Une mutation produit un variant a trés faible fréquence, puisqu’un seul des 2N chromosomes de la
population est porteur, N étant 1’effectif de la population. Ce variant est ensuite soumis a diverses forces
évolutives qui vont faire varier sa fréquence. Pour la grande majorité d’en eux, ces variants disparaissent

en une ou quelques générations, faute de transmission a des descendants.

Parmi les forces évolutives auxquelles sont soumises ces mutations, la dérive occupe une place
particuliére dans nos populations. La dérive est la variation aléatoire de fréquence d’une génération a
I’autre, liée a 1’échantillonnage des reproducteurs et le hombre fini de descendants par reproducteur.

Dans les races bovines, c’est souvent la raison principale de I’émergence de nouvelles anomalies.

En effet, quand un reproducteur a une contribution importante a sa race, il provoque également une
augmentation de fréquence des alleles qu’il porte responsables d’anomalies. Les années 1990 et 2000
ont ét¢ marquées par I’émergence successive de plusieurs anomalies génétiques récessives, dont les
mutations causales ont atteint des fréquences alléliques non négligeables, et touchaient de ce fait de
nombreuses naissances par an au moment de leur découverte. Dans la race Holstein, ce sont par exemple
les émergences des anomalies BLAD (Bovine Leucocyte Adhésion Deficiency, Shuster et al., 1992) et
CVM (Complex Vertebral Malformations, Thomsen et al., 2006) diffusées massivement par les taureaux
d’IA Bell et Star, largement utilisés a 1’échelle mondiale au cours des années 1980 et 1990. Ainsi, la
fréquence de ’anomalie BLAD atteignait prés de 15% de porteurs dans la population de taureaux aux

Etats-Unis et 20 % dans les taureaux frangais au moment du pic d’émergence des cas (Schuster et al.,
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1992 ; Boichard et al., 1994). Pour CVM, les fréquences ont été estimées a pres de 31% de porteurs

parmi les taureaux d’élite Danois (Thomsen et al., 2006).

La sélection, naturelle ou artificielle, est une seconde force évolutive responsable de la fluctuation des
fréquences alléliques. Ainsi, par exemple, les mutations a effet dominant qui réduisent la probabilité des
porteurs de survivre et de se reproduire sont généralement éliminées rapidement, parfois en une
génération. Parfois, ce processus peut étre ralenti, comme pour les mutations dominantes a pénétrance
incompléte, ou associées a un mosaicisme somatique ou germinal. Au contraire, un alléle favorable et
dominant tend & diffuser rapidement. La pression de sélection sur les anomalies récessives est
généralement faible, car la plupart des individus porteurs sont hétérozygotes et 1’anomalie se comporte
chez eux comme un variant neutre. Dans ce cas, la contre-sélection naturelle est généralement moins
efficace que la dérive. Toutefois, il existe des situations ou la sélection peut conduire a faire augmenter
rapidement la fréquence d’un all¢le récessif responsable d’une anomalie. Dans le cadre d’une sélection
équilibrante, 1’hétérozygote présente un avantage sur les deux génotypes homozygotes. Plusieurs
exemples ont été rapportés en race Blanc Bleu Belge ces derniéres années (par exemple Fasquelle et al.,
2009). La sélection peut également étre indirecte, lorsqu’une mutation récessive délétére est associée a
un allele favorable pour un QTL de production situé sur le méme brin chromosomique et est sélectionné
en méme temps que ce dernier. On parle alors d’effet d’ « auto-stop ». Dans ces deux derniers cas, la
fréquence des mutations et la prévalence des anomalies concernées peuvent atteindre un niveau trés

élevé, rarement atteint en cas de dérive simple.

C. Des dispositifs d’hérédo-surveillance pour repérer les anomalies : les

observatoires nationaux

1. L’intérét des dispositifs pour repérer les anomalies

Pour enrayer 1’émergence d’une anomalie, il faut étre capable de détecter les cas précocement. Or Ceux-
ci sont relativement rares (2,5 homozygotes pour 1000 dans le cas classique d’une mutation récessive
avec une fréquence de 5% dans la population), dispersés dans beaucoup d’¢élevages, au sein desquels, le
plus souvent, un seul cas est apparu. Il est alors fréquent que le cas isolé soit passé, volontairement ou
non, sous silence. Par ailleurs, les systémes usuels de collecte de phénotypes n’ont pas été congus pour
I’enregistrement des anomalies. On dispose tout au plus de I’information de mortalité, ainsi que des
informations de reproduction et fertilité, qui peuvent donner des indices pour les anomalies fréquentes,
mais qui sont peu adaptées aux nouvelles émergences. L’expérience a montré que le systéme francais a
été incapable de détecter les émergences pourtant assez marquées du BLAD et du CVM, en 1992 et en
2000. Pourtant, les anomalies codtent cher, et tout particulierement pour les sélectionneurs, car la valeur
d’un reproducteur est sensiblement réduite s’il se révéle porteur d’une anomalie. Par ailleurs, le cofit en

termes d’image auprées de la société est important, car I’anomalie peut étre identifiée comme une atteinte
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au bien-étre et associée a la sélection. Il est donc essentiel de disposer d’un systéme de repérage et de
description des cas. Dans la mesure ou les cas sont souvent isolés, cet observatoire n’a une bonne

efficacité que s’il est centralisé.

Les travaux sur les anomalies génétiques sont anciens. Il convient de citer notamment H.W. Leipold et
K. Huston (Kansas State University) qui ont joué un réle précurseur au niveau international, tandis qu’a
I’INRA, J.J. Lauvergne a réalisé les premieres études sur ce sujet, dans différentes especes animales
d’élevage.

Le Danemark a été précurseur dans la mise en place dés 1989 d’un observatoire systématique, associant
un grand réseau de vétérinaires dans le Danish Bovine Genetic Disease Programme (Agerholm et al.,
1993), avec des résultats remarquables. En Belgique, 1’Université de Li¢ge a également mis en place un
réseau de surveillance en race Blanc Bleu Belge, également sous la forme d’un réseau de plus de 200
vétérinaires animé par A. Sartelet. Cette équipe tres active a découvert plusieurs anomalies dont celles
responsables de nanisme (Sartelet et al., 2012), du syndrome de queue tordue (Fasquelle et al., 2009),
ou de I’hamartome (Sartelet et al., 2014). Dans les autres pays, les dispositifs équivalents sont le plus
souvent des initiatives de facultés vétérinaires, comme en Allemagne, I’équipe d’O. Distl, a I’Université

vétérinaire de Hanovre, ou en Suisse, a I’université de Berne, 1’équipe de C. Drogemiiller.

2. Présentation du systeme francais : L’Observatoire National des Anomalies

Bovines

Apres le constat que les anomalies BLAD puis CVM n’avaient pas ét¢ détectées en France, le
département de Génétique Animale de I’INRA a ét¢ a I’origine de la création de I’Observatoire National
des Anomalies Bovines (ONAB) en 2002. L’objectif était de rassembler I’ensemble des partenaires
intéressés et susceptibles d’observer et de faire remonter des cas, en particulier les inséminateurs, les
agents de controle de performances et les vétérinaires. L’ONAB a donc regroupé les organismes et
fédérations professionnels comme 1’Institut de I'Elevage, 'UNCEIA (devenue ALLICE), Races de
France, la Société Nationale des Groupements Techniques Vétérinaires (SNGTV) et France Conseil en
Elevage (FCEL), sous I’égide du Ministére chargé de I’agriculture (Ducos et al., 2003). L’animation de
I’ONAB a ét¢ initialement confi¢e au Laboratoire de Cytogénétique de I’Ecole Vétérinaire de Toulouse,
déja en charge du diagnostic pour les translocations chromosomiques. Elle a ensuite été assurée

conjointement par 1’unit¢é GABI a Jouy-en-Josas et I’Institut de I'Elevage.

L’ONAB est une structure informelle dont les régles de fonctionnement sont régies par une charte. Aux
membres historiques de 2002 se sont ajoutés GDS France (fédération nationale des Groupements de
Défense Sanitaire) et les 4 écoles nationales vétérinaires. Depuis 2014, des financements ont été obtenus
pour soutenir le fonctionnement de 1’observatoire : d’une part, France Génétique Elevage apporte un
soutien a I’ONAB, d’autre part le projet de recherche BOVANO financé par 1’Agence Nationale pour

la Recherche et Apis-Gene pour une durée de 5 ans permet de mettre en ceuvre les actions en amont et
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en aval de ’'ONAB pour étudier les anomalies détectées. La structure, les objectifs, les méthodes,

I’activité et les résultats de ’ONAB sont présentés sur son site web http://www.onab.fr.

Les partenaires définissent collectivement les actions de 1’observatoire au cours de réunions régulicres
du comité de pilotage. Les objectifs principaux de ’ONAB sont de : (1) détecter précocement
I’émergence d’anomalies ; (2) approfondir les connaissances scientifiques en matiére d’étiologie et
d’épidémiologie des anomalies congénitales ; (3) aider & 1’éradication raisonnée des anomalies sur le
terrain. Pour cela, la description précise du phénotype reste la donnée primordiale a recueillir,
accompagnée d’informations de généalogie. L’ une des premiéres actions menées par 1’Observatoire a
donc été 1’élaboration et la diffusion d’une fiche de déclaration et de description des anomalies
constatées dans les élevages. La fiche propose un descriptif assez simple d’éléments morphologiques,
répartis par grands compartiments anatomiques, dont des éléments peuvent étre anormaux. Cette fiche
permet aux différents acteurs, quel que soit leur niveau de connaissances et de compétences (éleveur,
inséminateur, technicien d’organisme de sélection ou de contrle de performances, vétérinaires...) de
remplir le document, tout en permettant que deux anomalies identiques déclarées de fagcon indépendante

soient assimilées a la méme entité pathologique.

Initialement sur support papier, la fiche peut étre téléchargée depuis le site de ’ONAB (par la page

http://www.onab.fr/Declarer-une-anomalie), ou remplie directement en ligne.

Les partenaires sont fortement sensibilisés pour que toute déclaration s’accompagne de 1’envoi de
préléevements biologiques (sang total, biopsie d’oreilles, voire autre tissu) pour extraction d’ADN, sans
lesquels aucune étude génétique n’est possible. Tous les prélévements sont conservés et stockés, méme
si aucune recherche n’est entreprise immédiatement sur 1’anomalie remontée. La centralisation des
fiches de données est effectuée a I’Institut de I'Elevage, ’objectif étant de collecter suffisamment
d’¢éléments remontant du terrain pour que I’ONAB puisse étre lanceur d’alerte en cas d’anomalie
émergente. La veille scientifique et technique opérée par 'ONAB se traduit également par la
communication rapide aupres des acteurs de la génétique de la détection d’une anomalie a I’étranger

dans une race utilisée ou sélectionnée en France.

D. Inventaire des anomalies génétiques connues chez le bovin

Les anomalies d’origine génétique dans I’espece bovine sont étudiées depuis plus d’un siecle, avec un
nombre important de cas qui ont fait I’objet de publications dés le début du 20éme siecle. Certains
chercheurs se sont tres tot attachés a synthétiser 1’information scientifique concernant ces anomalies.
Aujourd’hui, une source documentaire importante est la base de données Online Mendelian Inheritance
in Animals (OMIA) qui concerne I’ensemble des especes animales (http://omia.angis.org.au/home/). Au

15/05/2016, on dénombrait 480 entrées pour 1’espece bovine.
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Cette base vient compléter celle existant pour ’homme (OMIM, http://omim.org) avec 4757 entrées
d’anomalies a déterminisme connu et plus de 3000 autres au déterminisme non encore €lucidé, et celle

décrivant toutes les ressources de la souris (MGI, http://www.informatics.jax.org/).
Les anomalies sont trés diverses et peuvent étre classées selon différents critéres :

e La fonction atteinte

e Le stade physiologique auquel ’anomalie est exprimée

e Son déterminisme génétique (récessif, dominant, ...)

e La nature du polymorphisme responsable (SNP, Indel, variant structural) et I’impact sur le ou
les genes concernés

e Sadistribution dans les races et la fréquence de 1’anomalie

Les informations disponibles ont beaucoup évolué ces derniéres années, grace aux avancées de la
génétique moléculaire et des techniques d’analyse du génome (Nicholas et Hobbs, 2014). Ainsi, pendant
de nombreuses années, les bases ne contenaient que 1’inventaire et la description clinique des anomalies
ainsi que ’hypothése génétique émise sur la base de la transmission observée, mais sans base
physiologique ou moléculaire associée. Les anomalies complétement caractérisées, comme le BLAD ou
le CVM restaient des exceptions. Depuis une dizaine d’années, au contraire, le nombre d’anomalies

complétement caractérisées augmente rapidement.

Il. Evolution des technologies de génotypage et séquencage :

intérét en genétique des bovins

Ces 25 dernieres années, de profonds bouleversements technologiques ont permis une augmentation
importante du débit et du volume des informations obtenues, ainsi qu’une baisse toute aussi importante
des colts associés aux outils utilisés en génétique animale et végétale. Dans cette partie nous

présenterons 1’évolution de ces outils et de leurs caractéristiques.

A.  Génotypages :

Dans la plupart des situations, la détermination d’un géne candidat a partir de la seule information
clinigue des anomalies est trés peu fiable. Les généticiens utilisent une étape de cartographie sur le
génome Sans a priori sur la nature et le mode d’action du géne mis en cause. Pour cela, ils utilisent les
principes de la liaison ou de 1’association génétique entre 1’anomalie et des marqueurs. Les deux
approches reposent sur la proximité chromosomique entre la mutation responsable de 1’anomalie et les
marqueurs, et donc sur leur co-ségrégation. La liaison se traduit par la co-transmission intra-famille chez

des produits issus d’un ou de deux parents hétérozygotes. Si un parent est double hétérozygote MA/ma
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pour les alleles A et a de ’anomalie et pour les alléles M et m d’un marqueur, ces deux locus étant
proches et ayant un taux de recombinaison faible, la plupart des produits présentant I’anomalie a auront
recu I’alléle m, indiquant que 1’anomalie se trouve sur le génome a proximité du marqueur. L’association
est un principe relativement similaire mais a I’échelle de la population, la fréquence f(am) de I’haplotype
am étant trés supérieure au produit des fréquences alléliques f(a).f(m). L’association présente plus de
risque de faux positif (car les causes d’association sont multiples) mais elle est plus puissante et plus
résolutive (car une association a I’échelle de la population suppose une distance plus courte qu’une

liaison intra famille).

Aucune hypothése n’étant faite sur la fonction des marqueurs qui sont supposés neutres, le choix des
marqueurs utilisés a été dicté par des arguments genétiques et pratiques : la couverture du génome,
I’informativité, la facilité et le colit du génotypage. L’ informativité dépend du nombre d’all¢les et de
leur fréquence. Les variants recherchés pouvant étre n’importe ou sur le génome, les marqueurs sont
choisis pour couvrir tout le génome, avec une densité suffisante. Pour cela, il faut bien slr connaitre la
position des marqueurs sur le génome et leur position relative entre eux. Différentes cartes ont été
construites par le passé, par exemple les cartes genétiques (basées sur une distance fonction du taux de
recombinaison), les cartes d’irradiation (basées sur la conservation de petits segments d’ADN dans des
hybrides irradiés), ou les cartes physiques (basées sur 1’alignement de BAC). Les marqueurs sont
aujourd’hui positionnés sur la séquence du génome (ie. paragraphe 1I-B-1), la distance étant donc le
nombre de bases. Les marqueurs utilisés ont varié au cours du temps, principalement en fonction des

techniques de génotypage, de leur multiplexage et de leur automatisation, et donc de leur co(t.
1. Les différents types de marqueurs

Différents types de marqueurs ont été utilisés chez le bovin, on en retiendra trois types principaux : les
marqueurs RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism), les micosatellites et les SNP.

Les marqueurs RFLP utilisent le polymorphisme de taille d’un fragment d’ADN amplifi¢é par PCR
(Polymerase Chain Reaction) aprés digestion par des enzymes de restriction et migration des produits
par ¢électrophorese sur gel. Les différents alléles d’un marqueur sont repérés par la taille des fragments
d’ADN obtenus qui dépendent de la présence ou I’absence d’un polymorphisme chez un individu dans
le site de restriction de I’enzyme. Les marqueurs microsatellites appartiennent a une sous-catégorie des
séquences répétées du génome. Ils sont définis par la répétition successive d’un motif de 2 a 5
nucléotides. Ces marqueurs sont trés polymorphes et leurs alléles se distinguent en fonction du nombre
de répétitions et donc de la taille des fragments aprés PCR et migration sur gel de polyacrylamide. Une
certaine automatisation est possible grace au multiplexage PCR (5 & 10 marqueurs amplifiés
simultanément) et a la migration sur séquenceur capillaire. lls ont été largement utilisés entre 1990 et
2005 environ. Enfin, les marqueurs SNP (Single Nucleotide Polymorphisms) consistent en une

différence d’un nucléotide entre deux individus & une position donnée de leur séquence d’ADN. Par
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rapport aux autres types de marqueurs, les SNP sont beaucoup moins polymorphes (en général deux
alleles et jusqu’a quatre pour chaque position), ce qui diminue 1’information au niveau d’un site, mais
beaucoup plus nombreux a I’échelle du génome, chaque base du génome pouvant &tre modifiée par
rapport a une référence fixée. En outre leur génotypage est plus facilement « multiplexable » (cf. ci-

dessous).
2. Les puces de génotypage : accés au génotypage haut débit

L’obtention de génotype pour un nombre élevé de marqueurs par individu en un temps raisonnable et a
un colit abordable représente une contrainte importante dans le choix d’utilisation des marqueurs
moléculaires. Différentes techniques ont été développées, les premiéres encore trés manuelles pour
chaque individu, et limitées en capacité de multiplexage des marqueurs et des échantillons (Vignal et
al., 2001).

Le développement des puces de génotypage au cours des années 2000 a révolutionné les capacités de

débit de typage et engendré une utilisation privilégiée des SNPs en tant que marqueurs moléculaires.

a) Principe de fonctionnement:

La technologie des puces a SNP est fondée sur une adaptation des puces a ADN, dont le principe repose
sur la propriété¢ d’hybridation spécifique de la molécule d’ADN et qui permettent la capture spécifique
d’une région d’intérét du génome. Elles ont été développées dans un premier temps pour 1’étude de
I’expression quantitative des genes (Schena et al., 1995) avant d’étre adaptées a d’autres utilisations
(Fan et al., 2003). La technologie de génotypage la plus utilisée chez le bovin actuellement est proposée
par lllumina et fait appel a la chimie de type Infinium assay (Gunderson et al., 2005 ; Steemers et al.,
2006). Une puce est composée d’une lame de silice plane, gravée d’une matrice de micro-puits dans
lesquels sont aléatoirement réparties des microbilles de silice (Beads). Chaque microbille est le support
d’oligonucléotides identiques (Bead Type) contenant une séquence de décodage et une amorce de 50
nucléotides synthétisée spécifiqguement pour correspondre a la séquence complémentaire ou séquence

flanquante au niveau de la position des polymorphismes.
En fonction du type de SNP a genotyper, deux designs différents des amorces sont utilisés :

e le design Infinium I utilise deux amorces par SNP donc deux types de microbilles, chacune
des amorces correspondant a un alléle (Gunderson et al., 2005 ;
www.illumina.com/content/dam/illumina-
marketing/documents/products/technotes/technote_iselect_design.pdf ) ;

e |e design Infinium Il utilise une seule amorce par SNP. Cette amorce s’arréte a la base
précédant le SNP et permet le génotypage des deux alleles sur un seul type de microbilles
(Steemers et al., 2006 ; www.illumina.com/content/dam/illumina-

marketing/documents/products/technotes/technote_iselect_design.pdf ).
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Selon le protocole Illumina (Figure 1), le génotypage d’un échantillon commence par une étape
d’amplification PCR non-spécifique de I’ADN génomique de I’individu. Les produits d’amplification
subissent ensuite un fractionnement enzymatique, avant d’étre concentrés et chargés sur la puce. La
détermination spécifique des alleéles pour un SNP s’effectue en deux étapes : i) ’hybridation spécifique
des molécules d’ADN amplifiées avec les amorces ; ii) I’extension enzymatique avec une base marquée
(ie. Allele specific primer extension pour Infimium | et Single base extension pour Infinium I1). Deux
couleurs de marquage fluorescent, vert et rouge, sont utilisées pour différencier les bases intégrées. Le
génotype est déterminé par les proportions des différentes intensités observées : une majorité de signaux
vert ou rouge indique un génotype homozygote, tandis qu'une proportion équivalente de signaux vert et
rouge (couleur jaune) indigue un génotype hétérozygote. Pour obtenir les résultats, la puce est scannée
par un systéme d’imagerie automatique a haute résolution qui enregistre pour chaque position de la
matrice, ¢’est-a-dire chaque microbille, les signaux de fluorescence émis et leur intensité. De fagon a
disposer de résultats fiables, le test de chaque SNP est répliqué sur une vingtaine de billes en moyenne.
Les billes avec leurs oligonucléotides étant étalées aléatoirement sur les lames, la position de chaque
SNP, qui est spécifique de chaque lame, est identifiée par le fabricant par une série d’hybridations
successives, en utilisant non pas la séquence flanquante du SNP mais la partie réservée au décodage.
Les signaux d’hybridation captés par le scanner sont ensuite analysés par le logiciel Genome Studio®,
développé par Illumina. Les résultats de chaque bille sont consolidés par SNP puis sont interprétés par
recherche de clusters. Idéalement, les trois génotypes se répartissent en trois clusters disjoints (cf.
Figurel, étape 5). Les points en dehors des clusters sont interprétés comme des typages indéterminés et
donc manquants. Lorsque le nuage de points (exprimés en coordonnées polaires pour la présentation
graphique) ne permet pas de distinguer des clusters suffisamment disjoints, le marqueur n’est pas

interprétable.
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Figure 1: Procédé général du génotypage d’un marqueur SNP sur une puce Illlumina utilisant la

technologie Infinium assay.

L’ADN de ['individu est amplifié puis fragmenté et chargé sur la puce (étape 1). Les fragments s ’apparient
spécifiquement a I’amorce correspondante (étape 2). Une fois appariés, il y a une réaction d’extension d’une base
avec des nucléotides marqués (étape 3). Les bases insérées sont révélées par activation du fluorochrome. Le signal
résultant est lu et analysé par le logiciel Genome Studio, qui renvoie automatiquement le génotype du marqueur
SNP pour chaque individu (étapes 4 et 5). La figure est adaptée de Gunderson et al.(2005) et Steemers et al (2006).
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b) Avantage des puces & SNP:

Les avantages de la technologie de génotypage par puce sont majeurs :

e automatisation totale des analyses ;

e typage de plusieurs milliers et méme de centaines de milliers de marqueurs en paralléle ;

e taux de résultat (« call rate ») élevé (>99% dans une forte proportion de cas) ;

e taux d’erreur trés faible, de 1’ordre de 0.02% pour des marqueurs connus et optimisés ;

e multiplexage d’échantillons, par exemple par 8, 12, 24 ou 96 selon la densité de marqueurs ;

e au final, un colt par marqueur trés faible et un colt par échantillon (le critére essentiel)

relativement abordable.

Cette automatisation, I’importance des investissements, et la nécessité de réaliser beaucoup d’analyses
pour réduire les cotts ont également été a I’origine de la création de plateformes spécialisées, de sorte
que le travail de génotypage est de moins en moins réalisé par les équipes de recherche et généralement

externalisé. Ainsi, tous nos génotypages ont été réalisés par Labogena.

Le développement de ces nouvelles technologies débloque le verrou lié au génotypage des marqueurs.
Il permet une automatisation compléte du génotypage des SNP, apportant un avantage par rapport aux
marqueurs microsatellites. En quelques jours ou semaines, on acceéde aux typages, c’est-a-dire aux

alléles portés par chaque individu analysé, pour des milliers de SNP en méme temps pour un codt réduit.

c) Types de puces proposées chez le bovin:

Chez le bovin, apreés plusieurs puces expérimentales développées a partir de 2005 par Affymetrix et
lllumina, la premiere puce SNP libre de droit, accessible en terme de prix et trés satisfaisante
techniqguement a été développée par Illumina et mise sur le marché a partir de 2007. Depuis, différentes

versions et types de puces a SNP ont été déclinés et utilisés jusqu’a aujourd’hui:

e La puce lllumina BovineSNP50 dite de moyenne densité, avec deux versions successives
proches contenant environ 54 000 marqueurs SNP. Sa densité médiane est d’un marqueur tous
les 37,4 kb, avec un minimum de 20kb et rarement plus de 100kb entre deux marqueurs
(Matukumalli et al., 2009). Elle permet de typer 24 animaux simultanément.

o La puce haute densité (dite HD) contenant 777 000 SNP avec une densité moyenne d’un
margueur tous les 4.5 kb, permettant de typer 8 animaux simultanément. Une puce Affymetrix
Axiom a également été congue en 2011 avec environ 600 000 marqueurs.

e La puce basse densité (LD) contient environ 7000 marqueurs choisis de fagcon a optimiser
I’imputation et le phasage des génotypes sur les marqueurs de la puce 50K dans le cadre du
développement de la sélection génomique (Boichard et al., 2012a). Cette puce a été la premiére
a permettre 1’ajout de SNP avec design particulier, en plus du panel de base. Elle a été la base

par exemple de la puce du consortium EuroGenomics.
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B. Séquencage de génomes

Comme pour le génotypage, différentes technologies ont été successivement développées dans le but de

connaitre ’enchainement des bases constituant la séquence des génes et du génome.
1. Séquencage de premiére génération : le séquencage Sanger

a) Principe
Dans la méthode Sanger, une molécule d’ADN subit une réaction d’élongation en utilisant I’ADN a
séquencer comme matrice. Les bases fournies pour cette réaction sont soit des bases normales et non
marguées, soit des bases modifiées (di-desoxyribose) et marquées. Le processus d’élongation se poursuit
tant que des bases normales sont incorporées et il est stoppé lors de I’incorporation d’une base modifiée.
Les proportions des bases normales et modifiées sont optimisées de sorte que tous les fragments
coexistent dans le milieu de réaction. Les fragments sont ensuite séparés par électrophorése sur la base
de leur longueur. Avec 4 couleurs de marquage, une par base, on identifie ainsi la derniére base
incorporée de chaque fragment et donc la série de bases constituant la séquence. Cette méthode garde
une précision acceptable jusqu’a 400 a 600 bases. C’est encore aujourd’hui 1a méthode de référence

pour les petits débits de séquengage.

b) Applications majeures : séquencage et alignement du génome de

référence
L’amélioration des technologies de séquengage et le développement des outils de bioinformatique
nécessaires a I’assemblage de novo de génomes ont ouvert la voie a I’obtention des séquences de génome
complexes, en particulier des mammiféres. Ainsi, apres la séquence du génome humain, les années 2000
ont été marquées par la publication successive de la séquence des génomes de référence de plusieurs
espéces domestiques dont le bovin. Les données de séquence ont été produites par le Baylor College of
Medicine a partir du séquengage Sanger de I’ADN génomique de la femelle Dominette de race Hereford
selon une stratégie Shotgun (découpage de I’ADN en fragments aléatoires, amplifiés par PCR puis
séquencés) et de banques de BAC (Bacterial Artificial Chromosomes) constituées a partir de I’ADN de
son pére (Domino). Ces travaux ont conduit a la I’obtention du premier assemblage de génome de

référence complet disponible en 2006 et publié en 2009 (Elsik et al., 2009).

Différentes versions de 1’assemblage du génome ont depuis été publiées en fonction des processus
d’amélioration de la qualité de I’assemblage réalisé (correction d’erreurs d’assemblage, augmentation
de la couverture de séquengage ...). Le génome de référence bovin actuellement utilisé, UMD 3.1, est
la troisiéme version de 1’assemblage publié par Zimin et al., (2009). Il correspond a une taille de 2,65
Gb et I’alignement correct d’environ 91% du génome bovin. Une version plus récente de I’assemblage
du génome bovin a été publiée fin 2015 (Btau5). Cette derniere a bénéficié des améliorations des

données apportées par les technologies de séquencage de troisieme génération qui augmentent la qualité
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d’assemblage grace a 1’obtention de lectures longues, augmentant la qualité de I’alignement au sein des
séquences répétées. Malgré sa qualité, elle est encore peu utilisée puisque le passage d’un assemblage a
un autre nécessite d’importants efforts tels que le réalignement des séquences de tous génomes

individuels déja séquencés, la reprise a zéro des cartographies génétiques, ...

L’assemblage du génome bovin et les efforts de séquengage qui ’ont accompagné ont offert aux
généticiens 1’acceés a de nombreux marqueurs moléculaires et a leur position physique sur le génome
(carte physique). Ainsi, dés 2006, la comparaison des séquences partielles disponibles pour d’autres
animaux (séquences d’ADNc, shotgun a faible couverture, séquences de BAC, etc) avec le génome de
référence a permis de mettre en évidence prés de 3,2 millions de SNP, disponibles dans la base publique
dbSNP. Ces variants ont constitué la matiére premiére utilisée pour la conception des puces SNP

présentées précédemment.
2. Séquenceurs de seconde génération : le séquencage haut débit

L’obtention de la séquence du génome complet d’autres individus est peu abordable par I’intermédiaire
du séquengage Sanger qui demande une grande quantité d’ADN pour obtenir une couverture suffisante
et surtout qui est trés coliteuse pour de grandes séquences. L’arrivée des séquenceurs de seconde
génération a permis de diminuer les codts de séquengage d’une base et le développement du séquengage

partiels ou total de génome.

a) Principe de séquencage de seconde génération

Dans la technologie lllumina utilisée dans les séquenceurs Genome Analyzer puis HiSeq, le principe du
séquengage Sanger est conservé mais il est miniaturisé et parallélisé. Un grand nombre de segments a
séquencer, de quelques centaines de bases, sont fixés par les deux extrémités sur une lame, multipliés
en « buisson » pour disposer d’un signal suffisant et subissent une réaction d’élongation comme en
Sanger. A chaque ¢élongation d’une base, un signal lumineux est émis et lu par imagerie. Puis, la base
est restaurée afin de permettre la poursuite d’un nouveau cycle d’élongation du brin d”’ADN. La réaction
d’¢élongation se produit successivement par les deux extrémités des fragments d’ADN, ce qui permet
des lectures appariées (ou pair ends). Au cours des évolutions de technologies, la longueur des lectures
obtenues a augmenté d’une trentaine de bases dans les premiéres machines a 125-150 bases dans les
séquenceurs HiSeq et méme plus de 400 dans les MySeq. Par ailleurs, la densité de « buissons » a
augmenté pour atteindre plus de 150 millions par site, permettant aujourd’hui d’obtenir a chaque « run »

pres de 50 gigabases de séquences.

b) Traitement des données NGS : alignement des données de ségquence et

détection des variants

Les NGS produisent un trés grand nombre de séquences courtes. Ces données posent de gros problémes

méthodologiques pour réaliser un assemblage d’un génome complet de novo, méme si la combinaison
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d’algorithmes trés performants et de librairies de segments de longueur variée a récemment permis des

avancées spectaculaires (génome du blé, par exemple).

En revanche, avec I’existence d une séquence de référence, cette technologie est devenue trés attractive
pour le re-séquencage de génome de nouveaux individus. En effet, il est facile de reconstituer le génome
d’un individu en réalisant un alignement des lectures obtenues par rapport au génome de référence de
I’espéce et en identifiant les variants portés par comparaison. L’interprétation des données de séquence
anécessité le développement d’outils bio-informatiques pour le traitement de I’ensemble de ces données.
Par exemple 1’alignement des lectures sur le génome de référence est réalisé avec le logiciel BWA (Li
et Durbin, 2009) tandis que les outils SamTools (Li et al., 2009) ou GATK (McKenna et al., 2010)
permettent I’identification des petites variations de type SNP ou les insertions ou délétions de quelques

paires de bases.

Les variations observées sont de nature trés diverse. Les plus simples a observer sont les SNP. Dans ce
cas, on observe des lectures alignées au méme endroit et différant d’une seule base. Si la couverture est
suffisante, on déduit qu’un individu est homozygote référence si ses lectures sont identiques a la
référence, homozygote alternatif si ses lectures sont toutes différentes de la référence et hétérozygote si
deux types de lecture sont observés. Les faux positifs peuvent avoir diverses causes ; par exemple les
erreurs de séquengage et les erreurs d’alignement, en particulier en cas de sequence dupliquée. Les
petites insertions et délétions nécessitent un travail plus compliqué car elles sont a I’origine de décalages
entre séquences, ce qui nécessite des réalignements locaux pour éviter de conclure a de nombreuses
différences simplement liées a ces décalages. Enfin, les variants structuraux sont plus complexes a
mettre en évidence et nécessitent des approches spécifiques. On peut citer, par exemple, du moins précis
au plus précis : la variation de couverture qui laisse supposer des délétions ou des duplications ; la
cartographie a deux endroits éloignés des deux lectures de la paire, attendues proches ; une lecture
n’alignant nulle part sur la référence mais dont deux fragments s’alignent sur des régions distinctes sur
la référence du génome. Cette derniére méthode dit « split-read » est la plus précise car elle permet de

déterminer le point exact de cassure.

C) Prédiction de leffet des variations observées

Nos connaissances sur 1I’impact potentiel d’une variation sont encore fragmentaires. Une premiere
classification peut étre réalisée en fonction de la position sur le génome et par rapport aux génes. On
distingue ainsi les variants intergéniques (pour lesquels I’annotation est souvent pauvre ou absente), des
variants intragéniques, eux-mémes répartis en variants dans les exons, introns, régions régulatrices en
amont ou en aval. Lorsqu’ils affectent la séquence protéique, leur annotation est souvent précise. Pour
ce qui concerne les anomalies genétigues, on se concentre souvent sur les variants qui affectent la région
codante d’un geéne et entrainent une modification de la protéine, car ils ont souvent des conséquences
biologiques plus graves que celles qui se situent en dehors du codant. Cette affirmation compte beaucoup

d’exceptions mais elle est suffisamment vérifiée pour que les variants dans la partie codante du génome
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soient étudiés en priorité. Ainsi, on cible tout particulierement les mutations (i) ajoutant ou supprimant
des codons stop, (ii) entrainant un décalage du cadre de lecture, (ii) modifiant le site d’initiation ou un
site d’épissage, (iv) induisant une substitution d’acides aminés avec des propriétés trés différentes, ou
bien encore (v) affectant une région trés conservée de la protéine entre espéces. Les logiciels de
prédiction des fonctions des protéines comme SIFT (Kumar et al., 2009) ou Polyphen (Adzhubei et al.,
2010) permettent d’orienter les choix avec efficacité, tandis que Ve!P (Variant Effect Predictor) est un

outil intégré d’annotation (McLaren et al., 2016)

Pour conclure, les NGS ont modifié considérablement les méthodes d’étude du génome en général et
des anomalies génétiques en particulier. Elles fournissent une trés grande quantité de données, sur
I’ensemble du génome et permettent de déduire le génotype d’un individu pour I’ensemble des variants
de son génome. Par ailleurs, le colit a beaucoup diminué. S’il reste encore sensiblement plus élevé
(environ 10 a 30 fois plus) que le génotypage, il devient suffisamment abordable pour que le séquengage
d’un individu soit I’option de loin la plus rapide et la moins chére pour rechercher un variant particulier

dans son génome.

1. Identification des anomalies génétiques : du phénotype au

gene et du géne au phénotype

A. Les ressources d’information disponibles chez le bovinet leur

utilisation dans les travaux d’identification des anomalies génétiques

L’équipe G2B dans laquelle j’ai effectué ma thése, et plus précisément 1’une de ses composantes, I’UMT
3G, réalise les évaluations génétiques et génomiques pour 1’ensemble des races frangaises. A ce titre,
elle a accés a un certain nombre de ressources d’intérét pour 1’étude des anomalies génétiques,
auxquelles viennent s’ajouter d’autres données générées dans le cadre de projets de recherches. La

nature de ces ressources et 1’utilisation qui peut en étre faite seront détaillées dans cette partie.
1. Pedigrees et état civil bovin

L’état civil bovin comprend I’identifiant national unique, la race d’appartenance, les dates de naissance
et de mort, ainsi que les informations de pere et mere (lorsqu’ils sont renseignés) de tous les animaux
nés en France depuis les années 1950 environ. Ces informations permettent notamment la reconstruction
des haplotypes a partir des données de génotypage, 1’identification des ancétres fondateurs des races, les
calculs de probabilit¢ de transmissions d’alleles, la recherche d’ancétres communs sur les voies

paternelle et maternelle des animaux d’anomalies récessives,...
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2. Les phénotypes

Des données phénotypiques pour une quarantaine de caractéres de production, conformation,
reproduction et santé sont mises a disposition dans chacune des races pour la réalisation des évaluations
génétiques ou génomiques. Ces phénotypes sont issus des contréles de performances en ferme (controle
laitier, bovin croissance), des pointages morphologiques réalisés par les Organismes de Sélection, ou
sont renseignés par les éleveurs et les techniciens d’insémination. Leur utilisation dans le cadre d’une
approche de génétique inverse (cf infra) permet de tester I’effet des mutations étudiées sur une grande
catégorie de fonctions biologiques et ainsi d’améliorer notre connaissance de la fonction de certains

génes encore peu étudiés.
3. Les données genomiques

Les données de génotypage de plus de 500 000 individus (principalement de races Holstein,
Montbéliarde, Normande, Brune, Charolaise, Limousine et Blonde d’Aquitaine) nettoyées, phasées et
imputées pour les marqueurs de la puce lllumina BovineSNP50 dans le cadre de la sélection génomique
francaise sont disponibles pour la réalisation de recherches. Cette ressource permet de disposer des
génotypes d’animaux reliés aux individus atteints (leurs péres par exemple), d’avoir accés a des données
de génotypage sur une large population pour des mutations d’intérét, de disposer d’une population
contréle, d’effectuer des recherches de déficit en homozygotes (cf infra), de bénéficier du traitement

automatique des données, etc.

D’autre part, dans le cadre de différents projets de recherche notre équipe a reséquencé les génomes de
plus de 350 animaux d’une dizaine de races (Boussaha et al., 2016). Elle a par ailleurs accés aux
génomes de plus de 1000 individus a travers sa participation au consortium 1000 génomes bovins
(Daetwyler et al., 2014). Ces données constituent une ressource de choix pour la recherche de mutations
déléteres dans les génomes des principaux fondateurs des races et la réalisation d’études de génétique

inverse (cf infra).
4. Les annotations du génome

Différentes bases de données d’annotation fonctionnelle du génome bovin sont accessibles par
I’intermédiaire de « genome browsers ». Les plus connus sont I’'UCSC (http://genome-euro.ucsc.edu/),
le NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) et Ensembl (http://www.ensembl.org/). 1ls donnent un accés
facilité¢ a la localisation des génes, la position des exons et introns, I’existence des transcrits, de
variations connues et permettent aussi une comparaison avec les génes orthologues connus chez d’autres
espéces. Ces genome browsers se basent sur deux sets d’annotations du génome bovin : la base
d’annotation Nord-américaine RefSeq développée par le NCBI (O’Leary et al., 2016), et la base

européenne Ensembl (Bronwen et al., , 2016). Chaque set de transcrits est construit a partir de pipeline
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d’annotation du génome qui positionne les genes en utilisant les données de séquengage d’ADNc ou
d’EST pour les génes dont les transcrits ont été étudiés, ou bien en réalisant une prédiction de la position
du gene par comparaison de la séquence génomique avec les séquences de génes connus dans d’autres

especes.

B. Les méthodes de détection des anomalies récessives

Les approches classiques de génétique s’intéressent dans un premier temps aux phénotypes pour ensuite
rechercher les mutations responsables dans le génome des animaux présentant ces mémes phénotypes.
Nous présenterons dans un premier temps le principe de cartographie par homozygotie, méthode la plus
souvent utilisée pour les anomalies récessives. Avec le développement des typages et de la sélection
génomique, les travaux sur haplotypes et notamment la recherche de déficit en homozygotes se sont
également développées pour mettre en évidence des anomalies responsables de mort embryonnaire ou
juvénile non détectée par les observatoires. Enfin, si I’on considére les bases de données de séquence,
d’autre méthodes sont actuellement possibles pour repérer les anomalies directement dans les génomes
des individus fondateurs, et ce avant qu’elles ne soient rapportées sur le terrain. Ce sont les approches
de screening des données de séquence et de détection des anomalies par une méthode de génétique
inverse qui ont également fait 1’objet de deux études dans cette these et dont nous présenterons en dernier

lieu le principe.
1. Du phénotype au géne : la cartographie par homozygotie

La cartographie par homozygotie, proposée par Lander et Bostein (1987) et revisitée par Charlier et al.
(2008) est la stratégie la plus utilisée pour le clonage positionnel de mutations récessives. Son principe
repose sur le suivi de la transmission du fragment de chromosome entourant la mutation entre individus
apparentés en s’aidant des marqueurs moléculaires. En effet, lorsqu’une mutation apparait chez un
individu, elle est transmise a sa descendance avec un fragment du chromosome qui I’entoure. Au fil des
générations, ce fragment de chromosome, transmis a I’identique, se réduit peu a peu en fonction des
évenements de recombinaison. Les individus atteints, homozygotes a la mutation, ont recu par chacun
de leurs parents le segment associé a la mutation qui provient du méme ancétre commun, chez qui est
apparue la mutation (supposée unique). Le suivi de ces fragments chromosomiques transmis avec une
mutation délétére est assuré par I’intermédiaire des marqueurs. Par comparaison des génotypes des
individus atteints, la position de la mutation responsable de 1’anomalie est repérée par 1’identification
du plus grand segment homozygote commun a I’ensemble des individus atteints et jamais (ou rarement)

homozygote chez des individus sains (Figure 2).
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Figure 2: Hlustration de la cartographie par homozygotie.
Une mutation récessive apparait chez l’ancétre (emplacement de la fleche sur le chromosome rouge).

Cette mutation se transmet a l’état hétérozygote a certains de ses descendants phénotypiquement
normaux. Aprés quelques générations, les premiers individus consanguins apparaissent, dont certains,
homozygotes a la mutation (les trois individus colorés a la génération n sur la figure), sont atteints et
révelent [’émergence. Autour de la mutation, on observe un segment chromosomique conservé

provenant de l’ancétre ayant transmis ['anomalie, que [’on utilise pour cartographier la mutation.

Lander et Bostein (1987) indiquaient que la méthode serait efficace a partir d’un faible nombre
d’individus, grice a I’utilisation de cartes génétiques saturées en marqueurs moléculaires. Chez le bovin,
la cartographie par homozygotie s’est principalement développée grace aux puces a SNP.
L’augmentation forte de la densité de marqueurs le long du génome, en passant d’une densité de
couverture d’environ 4000 marqueurs microsatellites (Iraha et al., 2004) (dont seulement quelques
centaines génotypés en routine) a environ 54 000 marqueurs SNP (soit un marqueur tous les 37,5 kb en
moyenne) avec le développement des puces (cf. paragraphe précédent), permet le suivi précis des
haplotypes identiques par ascendance (IBD) chez tous les individus atteints de I’anomalie. Charlier et
al (2008) démontrent I’efficacité de cette méthode de cartographie chez le bovin avec localisation de 5

anomalies génétiques a partir des données de génotypage de trois a douze individus atteints.

Une fois la région localisée, il faut identifier le géne et la mutation responsables. La recherche d’un géne
candidat s’appuie depuis longtemps sur les possibilités de comparaison a partir des bases de données de
connaissances fonctionnelles et de phénotypes pour d’autres especes comme 1’homme ou la souris par

exemple (cf. bases OMIM, MGI et OMIA, présentées précédemment cf. I11-A-5).
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Avec les NGS et 1’accés au génome des animaux atteints, cette étape a évolué vers de nouvelles
stratégies par screening du génome et un filtre des variations identifiées dans I’intervalle par rapport aux
données de séquence d’animaux contréle sains. Enfin, parmi les variants candidats positionnels, la
sé¢lection finale repose sur 1’annotation fonctionnelle. Le variant le plus probable fait ensuite 1’objet
d’une validation statistique par génotypage a grande échelle et de tests fonctionnels (analyse d’ARN, de
protéines, immunohistochimie, voire dans certains cas création de modeles transgéniques). Ces
stratégies ont été employées pour 1’étude de deux anomalies récessives dont les travaux sont présentés

dans les chapitres 2 et 3 de ce document.
2. Détection de déficits en homozygotes a partir de données de génotypage

Le principe de cartographie par homozygotie peut étre adapté pour cartographier des mutations
récessives délétéres a partir des bases de données de génotypage de sélection génomique et sans données
phénotypiques. Toutefois, 1’approche présente deux grosses différences : d’une part, elle nécessite des
effectifs d’animaux génotypés trés élevés ; d’autre part, les marqueurs isolés étant peu informatifs, il
faut disposer d’haplotypes en tout point du génome et la procédure nécessite donc une étape préalable

de phasage.

Le principe est le suivant: si un haplotype ségrége a une fréquence relativement élevée dans la
population, mais n’est pas observé a I’état homozygote dans cette méme population, on en déduit que
les animaux homozygotes a I’haplotype correspondant n’ont jamais été candidats a la sélection. Soit
parce que ces animaux n’existent pas en raison d’une mortalité au cours de la gestation (avortement
précoce ou tardif) ou bien néo-ou péri natale, soit parce qu’ils présentent des caractéristiques
éliminatoires pour la sélection. L haplotype ainsi repéré est supposé étre associé a une mutation délétere
récessive. Le scan des haplotypes observés dans les typages des animaux candidats a la sélection

permettent de repérer ces déficits significatifs en homozygotes.

Cette approche, initialement proposee par VanRaden et al., (2011) a été reprise dans plusieurs études
ces derniéres années en particulier dans les races laitieres ou la quantité de données de génotypage
permet la détection efficace de tels haplotypes, méme avec une fréquence faible (fréquence entre 1 et
5%) (Fritz et al., 2013 ; Sahana et al., 2013 ; Sonstegard et al., 2013 ; Daetwyler et al., 2014 ; McClure
et al., 2014 ; Venhoranta et al., 2014 ; Pausch et al., 2015 ; Adams et al., 2016 ; Menzi et al., 2016 ;
Schiitz et al., 2016 ; Schwarzenbacher et al., 2016). Une fois ces régions identifiées, 1’approche classique
consiste alors a prédire le statut (porteur/non porteur) des taureaux d’insémination pour (i) tester I’effet
de ces haplotypes sur le taux de conception dans des accouplements a risque (porteur X fille de porteur)
versus le reste de la population et (ii) rechercher des mutations candidates dans les données de séquence
des principaux contributeurs de chaque race. Au final, ces études ont révélé la présence de mutations
récessives et létales a I’état embryonnaire dans chacune des races étudiées et permis d’identifier

précisément plus d’une dizaine de mutations de ce genre.
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3. Exploitation des données de séquence : le développement des approches de

génétique inverse chez le bovin

Enfin, I’accés aux données de re-séquencage d’un grand nombre de génomes grace a 1’essor des NGS
permet d’envisager 1’étude des mutations responsables d’anomalies génétiques sous un autre angle.
Ainsi, ces derniéres années ont vu le développement des approches dites de « génétique inverse », dont
le principe est d’identifier les variants délétéres pour le fonctionnement de la protéine (ie. gain d’un
codon stop, décalage du cadre de lecture, modification des sites d’épissage, substitutions d’acide aminé

avec un impact fonctionnel...) susceptibles de présenter un fort potentiel pathologique.

Dans ce type de stratégie, I’annotation fonctionnelle de 1’effet des variants, les données phénotypiques
associées aux geénes chez ’homme, les espéces modéles et domestiques ainsi que les annotations
fonctionnelles des génes sont des ressources essentielles pour établir une prédiction des phénotypes
attendus. Aprés avoir identifié ces variants potentiellement délétéres, on cherche ensuite a mettre en

évidence ceux qui possedent un réel effet négatif sur le phénotype des individus.

La confirmation de I’effet des variants sur le phénotype nécessite de repérer des individus homozygotes
a lalléle alternatif déléteére. Ces derniers sont le plus souvent identifiés parmi les animaux génotypés
dans le cadre de la sélection génomique. Dans les cas ou leur fréguence est extrémement faible, ou
lorsque leur phénotype est tel qu’ils ne sont pas considérés comme candidats a la sélection génomique,
une alternative est d’étudier les produits issus d’accouplement a risque entre individus porteurs. Ce type
d’approche a été développé en premier lieux chez I’homme pour 1’étude des mutations perte de fonction
(on peut citer par exemple les travaux McArthur et al., 2012 ou encore ceux de Sulem et al., 2015). La
structure particuliére des populations bovines et les programmes de re-séquencage de génomes des
taureaux fondateurs de races, rendent possible ces approches qui seront développées dans les chapitres
5 et 6 de cette these.

En conclusion, les populations bovines ont un effectif génétique réduit ce qui augmente le risque
d’émergence d’anomalies récessives. Des dispositifs de surveillance efficaces ont été mis en place pour
repérer rapidement ces nouvelles émergences. Le développement de nouvelles technologies de
génotypage et de séquencage associées a la connaissance des génomes bovins et la comparaison avec
d’autres especes donnent des moyens efficaces de résolutions des anomalies émergentes, comme
I’illustre le nombre en forte augmentation des mutations causales identifiées ces derni¢res années.
L’étude d’anomalies génétiques a partir de 1’exploitation des données de génomes a fait I’objet des
travaux réalisés au cours de mes trois ans de thése. Ces travaux utilisent 1’ensemble des technologies
modernes de génotypage et de séquencage et illustrent les atouts et inconvénients des trois stratégies

présentées précédemment pour la détection d’anomalies récessives chez le bovin.
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CHAPITRE 2. APPROCHE USUELLE DE L’ETUDE DES ANOMALIES
GENETIQUES AU TRAVERS D’UN EXEMPLE : LE SYNDROME DE CRISE

D’EPILEPSIE EN RACE PARTHENAISE

Habituellement, la caractérisation d’une anomalie génétique repose sur trois phases : i) I’identification
de I’émergence et la caractérisation clinique du phénotype anormal, ii) la localisation de la région
génomique impliquée, et iii) la mise en évidence d’un géne candidat et de la variation délétére
responsable. Les outils et stratégies mis en place ont évolué ces dernieres années de maniere a permettre
une gestion rapide et efficace des nouvelles anomalies génétiques émergentes dans les populations.
L’identification des émergences et le regroupement des cas se sont progressivement organises au sein

d’observatoires nationaux faisant I’interface entre le terrain et la recherche (Ducos et al., 2003).

La localisation sur le génome a, quant a elle, grandement bénéficié du développement des marqueurs
moléculaires et, en particulier a la fin des années 2000, des puces de génotypage a SNP qui permettent
de tester rapidement et en une seule étape I’association entre un phénotype et les alléles de milliers de
marqueurs répartis sur le génome. En conséquence, la puissance de détection de la mutation responsable
d’une anomalie en a été augmentée, comme par exemple dans les approches de cartographie par
homozygotie d’une anomalie récessive qui permettent généralement la localisation dans quelques méga-

bases sur un chromosome a partir de quelques cas (Charlier et al., 2008).

Le développement des techniques de séquencage a contribué & accélérer les recherches de mutations
candidates. Précédemment, on recherchait un géne candidat positionnel, essentiellement sur la base de
la génomique comparée en exploitant les bases de données répertoriant les mutations identifiées dans
les génes murins et humains et les phénotypes associés. Puis on séquencait un par un les exons, faute de
pouvoir étudier I’ensemble de la région ou méme du geéne. Aujourd’hui, la stratégie repose
essentiellement sur le séquencage du génome de quelques animaux atteints pour identifier des variants
candidats par comparaison avec les données de séquence d’individus sains (Daetwyler et al., 2014 ;

Murgiano et al., 2014) apportant un gain de temps non négligeable.

Pour illustrer cette situation, ce premier chapitre sera consacré a la description des travaux portant sur
un syndrome épileptique d’émergence récente en race Parthenaise. Cette étude constitue un exemple de
la mise en place d’une stratégie usuelle de caractérisation d’une anomalie génétique récessive simple,
depuis son émergence a I’identification d’une mutation déléteére candidate. Elle permet également de
montrer les divers avantages des derniéres évolutions technologiques avec 1’utilisation des données de

séquence de génomes complets pour la détection de la mutation candidate.
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I. Une mutation dans le géne MTCL1 est responsable d’un

syndrome d’épilepsie récessive en race Parthenaise.

A. Quelgues éléments d’introduction sur 1’épilepsie

L’épilepsie est I'une des familles d’affections neurologiques les plus fréquentes chez ’homme avec 4 a
10 individus atteints pour 1000 a I’échelle mondiale (OMS). Elle se définit chez un individu comme une
prédisposition a générer des crises dites épileptiques répétées dans le temps (Fisher et al., 2014). Ces
crises épileptiques résultent d’une activité électrique anormale excessive et hyper-synchrone d’un
groupe de neurones ou d’une zone du cerveau et se traduisent par diverses manifestations psychiques et
physiques plus ou moins séveres en fonction de la zone cérébrale atteinte (troubles comportementaux,

absences, hallucinations sensorielles, convulsions, perte de conscience).

Les causes sous—jacentes aux différentes formes d’épilepsie sont multiples et complexes, mais 1’on peut
distinguer deux grands types: les épilepsies idiopathiques (ou génétiques) et les épilepsies structurelles
ou métaboliques. Les épilepsies dites structurelles proviennent d’une altération de la structure physique
des neurones et du cerveau, ce qui induit un fonctionnement électrique anormal. Ces altérations peuvent
provenir de Iésions acquises (traumatisme, accident vasculaire, infection ou inflammation des tissus,
tumeur, carences nutritionnelles, intoxication), ou congeénitales et, dans ce cas, liees a un défaut du
développement cérébral, lui-méme régulé par des facteurs génétiques et environnementaux complexes
(Buisson, 2013). Cette catégorie comprend aussi les épilepsies syndromiques, associées a un syndrome
a déterminisme génétique simple ou complexe, comme par exemple dans [’épilepsie progressive
myoclonique de Lafora (OMIM 254780), les scléroses cérébelleuses, les défauts de métabolisme
(Rahman et al., 2013) et dans de nombreux syndromes liés a une anomalie chromosomique (voir Sorge

et Sorge (2010) pour revue).

Dans le cas des épilepsies idiopathiques, qui représentent entre 15 et 20% des épilepsies, les crises n’ont
pas de sources physiques, structurelles ou métaboliques apparentes. Elles sont souvent la manifestation
principale d’une mutation connue ou présumée d’un gene (Jallon et Latour, 2005 ; Berg et al., 2010 ;
Shorvon, 2011 ; Berendt et al., 2015). Les familles de génes impliquées dans les processus de
neurotransmission et 1’activité¢ électrique neuronale constituent des cibles majeures d’étude, en
particulier les canaux ioniques sodium, calcium et potassium ainsi que les neurotransmetteurs et leurs
récepteurs (Georges et al., 2004 ; Macdonald et al., 2010 ; Hirose, 2014 ; Helbig, 2015).

En médicine vétérinaire, I’épilepsie constitue également 1'une des affections neurologiques les plus
courantes chez les petits animaux domestiques. Chez le chien, 1’incidence globale est comparable a
I’homme et parfois beaucoup plus élevée dans certaines races, ce qui traduit un facteur génétique fort
(Berendt et al., 2015). Le gene ADAM23 (ADAM Metallopeptidase Domain 23) a été identifié comme
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facteur de risque dans les épilepsies idiopathiques, le géne LGI2 (leucine-rich repeat LGI family,
member 2) est causal dans 1’épilepsie juvénile familiale et le géne NHLRC1 (NHL Repeat Containing
E3 Ubiquitin Protein Ligase 1) est responsable, comme chez 1’homme, du syndrome d’épilepsie
myoclonique progressive de LaFora (Lohi et al., 2005 ; Seppala et al., 2011 ; Koskinen et al., 2015).
Chez la poule Fayoumi, une mutation du gene SV2A (Synaptic Vesicle Glycoprotein 2A) induit le
syndrome d’épilepsie réflexe photosensible sous la forme de convulsions déclenchées en réponse a une
forte stimulation visuelle/lumineuse. La mutation d’un site accepteur d’épissage du géne SV2A ségrege

dans la lignée Fepi, mod¢le animal pour 1’étude de ce type d’épilepsie chez I’homme.

En revanche, chez les animaux de plus gros gabarit, comme les bovins et chevaux, trés peu d’études
épidemiologiques ont été réalisées a ce jour. Dans la majorité des cas cliniques, les convulsions ont une
origine acquise environnementale, traumatique ou infectieuse déterminée (D'Angelo et al., 2015,
Lacombe et al., 2012) et I’étiologie génétique, plus rare, est souvent peu ou pas envisagée. Néanmoins,
trois syndromes épileptiques avec une forte prédisposition génétique ont été précédemment décrits : le
syndrome de convulsions et ataxie familiale en race Aberdeen Angus et 1’épilepsie juvénile familiale en
race Brune, tous deux avec une transmission dominante supposée (Aketson et al., 1944), ainsi que
I’épilepsie idiopathique généralisée en race Hereford a transmission récessive (OMIA 000344-9913 ;
http://www.omia.org). Seul ce dernier syndrome a fait I’objet d’une caractérisation génétique fine qui a
abouti a I’identification d’une mutation récessive causale et la mise en place d’un test génétique pour
cette anomalie. Cependant ni les travaux de cartographie du locus, ni le géne et la mutation en cause
n’ont été publiés a ce jour.

Récemment, un nouveau syndrome de type épileptique a émergé en race Parthenaise. Il se caractérise
par des crises de convulsions apparaissant chez les veaux entre un a deux mois apreés la naissance. La
Parthenaise est une race bovine allaitante locale a fort développement musculaire. Les jeunes animaux
en croissance sont considérés comme susceptibles aux carences nutritionnelles pouvant engendrer un
comportement épileptique. De ce fait, les cas d’épilepsie jusqu’alors sporadiques dans cette race, n’ont
pas été rapportés en tant qu’anomalie a 1’Observatoire National des Anomalies Bovines (ONAB).
Cependant, la persistance des crises dans le temps chez les animaux atteints, 1’absence de pathologies
ou de facteurs explicatifs pour les veaux ayant bénéficié d’un suivi vétérinaire et une soudaine
augmentation de la fréquence des veaux épileptiques dans les naissances, ont peu a peu poussé a
envisager une cause génétique. Depuis 2013, un programme d’épidémio-surveillance de 1’épilepsie en
race Parthenaise a été entrepris au sein de ’ONAB en partenariat avec 1’Organisme de Sélection (OS)
de la race afin de recenser les animaux atteints, caractériser le phénotype et confirmer 1’étiologie

génétique supposée pour cette nouvelle anomalie.
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B. Matériel et Méthodes

1. Animaux étudiés

Depuis 2013, 58 veaux de race Parthenaise présentant des symptdmes et crises de convulsions associés
a un syndrome épileptique ont été répertoriés a ’ONAB, en particulier suite au signalement d’une
vétérinaire, puis grace a la participation forte de I’Organisme de Sélection (OS) de la race Parthenaise.
Ces animaux proviennent de trente-huit élevages différents répartis sur huit départements francais
couvrant le berceau de la race et ses principales zones d’extension (79, 85, 49, 61, 71, 17, 44, 53). 1ls
sont issus d’accouplements entre cinquante-huit meres et trente-et-un peres différents. Deux animaux
seulement ont des parents inconnus des systémes d’information. A notre connaissance, aucun des

parents n’a lui-méme exprimé les symptomes de I’anomalie observés chez leurs descendants.

Des prises de sang ou des biopsies de cartilage d’oreille ont été réalisées sur les veaux épileptiques ainsi
que sur quarante-quatre de leurs parents présents en ferme (38 meéres et 6 péres) par un technicien de
1I’OS Parthenaise ou par un vétérinaire praticien lors de visites dans les élevages. Pour chacun des 102
¢chantillons biologiques, I’ADN génomique a été extrait a partir du sang a la plateforme d’extraction du
CRB-GADIE de I'INRA (Centre de Ressources Biologiques pour la Génomique des Animaux
Domestiques et d’Intérét Economique) ou de la biopsie par un protocole d’extraction standard phénol-

chloroforme.

L’ensemble des animaux atteints déclarés a I’ONAB ont été pris en compte dans I’analyse du pedigree
relatif a ’anomalie. La description clinique de I’anomalie a été précisée par une enquéte téléphonique
rétrospective effectuée sur la moitié des élevages ayant signalé des animaux atteints. Les animaux
recensés de 2013 a 2015 (39 atteints et 29 parents) ont été génotypés avec la puce Illumina Bovine
SNP50 a des fins de cartographie génétique. Deux animaux atteints ont fait 1’objet d’un séquencage
complet de leur génome. Les cas recensés en 2016, au nombre de 17, ont été génotypés par PCR et

séquencage Sanger afin de vérifier leur génotype homozygote pour la mutation candidate.

Par ailleurs, 554 animaux (126 femelles et 428 males) genotypés avec les puces Illumina Bovine SNP50
ou Illumina BovineHD (777K) dans le cadre d’un autre projet de recherche mené dans 1’équipe (projet

GEMBAL), ont été utilises comme population de contréle.
2. Analyse des pedigrees

L’analyse des pedigrees, le calcul des contributions génétiques et la recherche d’un ou plusieurs
ancétre(s) commun(s) aux individus atteints ont été effectués a 1’aide du logiciel PEDIG (Boichard
2002).

39



3. Cartographie de I’anomalie

Apres application de contrbles qualité standards (vérification de la compatibilité des génotypes des
produits avec ceux de leurs parents, call rate par animal > 0,95, respect de 1’équilibre de Hardy-
Weinberg), les génotypes manquants ont été imputés et les phases ont été reconstituées pour I’ensemble
des individus (atteints, parents et contrdles) avec le logiciel FIMPUTE (Sargolzaei, Chesnais, and
Schenkel 2014). Les cas d’épilepsie étant rapportés chez des animaux méles et femelles en proportions
¢gales, les marqueurs des chromosomes X et Y n’ont pas été conservés pour analyse. Au final

43 801 marqueurs répartis sur les 29 autosomes ont été utilisés.

La localisation de I’anomalie a été réalisée par cartographie par homozygotie, qui consiste a rechercher
les régions homozygotes identiques entre les individus atteints (N=36) par comparaison avec une
population contrdle d’individus sains (N=580, parents et individus parthenais génotypés). Le logiciel
utilis¢ HOMAP (développé en interne dans 1I’équipe) est un dérivé du logiciel ASSHOM et s’appuie sur
la statistique de test décrite par Charlier et al., (2008).

4. Séquencage, alignement des génomes, détection et annotation des variants

Les génomes de deux animaux épileptiques ont été séquencés a la plateforme génomique Get-PlaGe de
Toulouse (http://genomique.genotoul.fr/). Ils ont été choisis parmi les animaux confirmés homozygotes
pour I’haplotype associé a I’anomalie de fagon a minimiser la taille de la région commune. Pour chaque
animal, des librairies paired-end de fragments d’ADN de 300 pb ont été générées, puis poolées et
séquencées sur une méme piste de la plateforme de séquencage HiSeq 3000 d’Illumina. Les lectures de
150 pb en moyenne ont ensuite été¢ alignées sur le génome de référence bovin UMD3.1 a I’aide du
logiciel BWA (Li and Durbin 2009). La couverture finale moyenne obtenue pour chaque génome est de
11.62 et 13.9 X, apres retrait des dupliquas de PCR.

Les SNP (Single nucleotide polymorphism) et petites insertions et délétions (InDels) ont été détectés
avec I’outil mpileup de SAMtools (Li et al., 2009) puis annotés avec le logiciel Variant Effect Predictor
d’Ensembl (McLaren et al., 2016). Dans I’intervalle d’homozygotie, les variations structurales (grandes
insertions, délétions, inversions ou duplications) ont été recherchées avec le logiciel PINDEL (Ye et al.,
2009), puis visuellement par fenétres de 10 kb avec le logiciel de visualisation graphique de données de

séquences Integrative Genomics Viewer (IGV) (Robinson et al., 2011).
5. Filtres appliqués aux variants et identification de la mutation causale

Afin d’isoler les variants candidats potentiels, nous avons filtré les données de séquence pour retenir
ceux (i) situés dans I’intervalle d’homozygotie identifié (chr24:41289711-42467023), (ii) présents a
I”état homozygote chez les deux individus atteints séquenceés et (iii) et absents des données de séquence

de 1323 individus controles. Ces derniers sont issus du rassemblement des données WGS du consortium
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1000 génomes bovins (N=1147 ; Daetwyler et al., 2014) et des données WGS disponibles au sein de
I’équipe (N=272 dont 96 individus en commun avec le projet précédent ; Boussaha et al., submitted).
Aucun de ces animaux n’étant de race Parthenaise, nous les avons considérés sains et non-porteurs de
cette anomalie. A I’issue de cette étape, les variations restantes ont été évaluées en fonction de leur
annotation fonctionnelle. Une priorité a été donnée aux variants prédits avec un effet délétére
potentiel sur une protéine : gain ou perte d’un codon stop, décalage du cadre de lecture, modification

des sites d’épissage et les substitutions d’acide aminé prédites déléteres par SIFT (Kumar et al., 2009).
6. Conservation entre espéces et prédiction de Ueffet de la mutation

L’¢étude de la conservation du site d’épissage affecté a été réalisée a partir de I’alignement des séquences
nucléotidiques des génes orthologues au géne MTCL1 bovin de 39 espéces de vertébrés disponible dans

la base de données Ensembl (www.ensembl.org).

Une prédiction in silico de I’effet de la mutation au niveau du site accepteur d’épissage a été réalisée a
I’aide du logiciel CRYP-SKIP accessible en ligne (serveur en ligne : http://cryp-skip.img.cas.cz ; Divina
et al., 2009). A partir de la séquence d’ADN génomique, le logiciel estime les probabilités de deux
mécanismes les plus fréquents liés a une modification d’un site accepteur d’épissage : la suppression
totale de I’exon lors de I’épissage ou une activation d’un site accepteur cryptique en aval du site réel. La
séquence d’ADN génomique bovine comprenant une partie de I’intron 7 et I’exon 8 du géne MTCL1 a
été extraite a partir I’'UMD3.1 depuis la base de données Ensembl (www.ensembl.org). Dans un
deuxiéme temps, des prédictions in silico de la protéine produite en fonction des résultats de CRYP-
SKIP a été réalisée a partir des séquences cDNA des 14 exons de MTCL1 extraites depuis Ensembl
(www.ensembl.org) et traduites en séquences protéiques avec le logiciel en ligne Sequence
Manipulation Suite (http://www.bioinformatics.org/sms2). Enfin, les séquences résultantes ont été
alignées entre elles a I’aide de du logiciel Clustal Omega (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo ;
(Sievers et al., 2011).

7. Confirmation de la mutation candidate dans MTCL1 par PCR et séquencage

Sanger

Pour confirmation, deux trios pére-mére-veau porteurs de I’haplotype sur marqueurs de la puce
SNP50K, les trois animaux discordants identifiés lors de la cartographie et les 17 nouveaux cas
épileptiques collectés fin 2015 - début 2016 ont été génotypés pour le polymorphisme candidat chr24
2.41661691G>A par PCR et séquencage Sanger. Le couple d’amorces,
MTCL1_F:TGCTTCAAGATAGCCATGACC et MTCL1_R: CGTGCCCTTACTATGTCCTCA, aété
défini sur I’assemblage du génome bovin UMD?3.1 a I’aide du logiciel Primer3 (Rozen et Skaletsky,
2000). L’amplification par PCR a été réalisée sur un thermocycler Eppendorf Mastercycler pro avec la

PCR-polymerase Go-Taq Flexi de Promega, en respectant les instructions d’utilisation du fournisseur.
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Les produits de PCR ont été purifiés puis séquencés selon la méthode de séquengage Sanger
conventionnelle par Eurofins MWG (Allemagne). Enfin, les séquences obtenues ont été analysées a

I’aide du logiciel novoSNP pour la détection des variants (Weckx et al., 2005).

C. Reésultats et Discussion

1. Emergence d’un syndrome d’épilepsie généralisée récessive en race bovine

Parthenaise

Avec la participation active des techniciens de 1’organisme de sélection de la race Parthenaise, 58
animaux (28 males et 30 femelles) supposés épileptiques et nés entre 2011 et 2016 (Figure 3) ont été
rapportés a I’ONAB depuis 2013. Le terme « épilepsie » a été associé dans un premier temps par
éleveurs et techniciens pour décrire ces veaux manifestant des crises convulsives sans facteur

environnemental évident et similaires aux descriptions de crises épileptiques chez I’homme.
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Figure 3 : Veaux épileptiques déclarés a ’ONAB sur la période 2013-2016, répartis en fonction de

leur année de naissance

Par le biais d’une enquéte dans les élevages ayant recensé au moins un animal atteint, le phénotype
clinique de I’anomalie a pu étre précisé (Anne Relun, communication personnelle). Les premiéres crises
apparaissent chez les jeunes veaux agés d’un & deux mois. Elles se déroulent en trois temps. Tout
d’abord, I’animal s’isole de ses congéneéres, ses membres se raidissent, puis il tombe sur le flanc. Il entre
alors dans une phase convulsive a terre avec une conservation partielle de la conscience (existence d’une

faible réaction aux stimuli externes). L’animal, en décubitus latéral, présente des tremblements et
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contractions incontrolées des muscles avec des membres raides, un cou tendu vers 1’arriere, et des yeux
révulsés (Figure 4A). En fin de crise, il conserve des membres raides avec au relevé une démarche
chancelante, désorientée et ataxique (Figure 4B). Ces derniers symptomes se dissipent en 5 a 10 min

apres le relevé pour revenir a un comportement normal sans séquelles.

Figure 4 : Veaux parthenais épileptiques observés en cours (A) et en fin de crise (B).

(source: Anne Relun ; OS Parthenaise)

Selon les observations des éleveurs, les durées et fréquences des épisodes sont assez variables : trois
quarts d’heure en moyenne (de 15 min a plus d’une heure), une a deux fois par semaine (entre une crise
par jour et une crise tous les deux mois). En dehors des crises, les animaux ne présentent pas d’autres
symptomes et se développent normalement. Les crises persistent a 1’dge adulte, sans dégradation ni
amélioration de I’état des animaux. Cette anomalie n’est donc pas directement létale et les quelques cas
de mortalité des animaux atteints liés aux crises sont d’ordre accidentels (pendaison et étouffement par

retournement).

D’autre part, nous n’avons pas mis en évidence d’anomalies de développement des organes en
particulier au niveau du cerveau, de la moelle épiniére ou du systéme cardio-vasculaire chez une génisse
épileptique abattue a I’4ge de trois ans. Les analyses histo-pathologiques des tissus cérébraux, nerveux
et musculaires de cet animal n’ont pas révélé de lésions structurelles ou dégénératives (Anne Relun,

communication personnelle).

Selon la définition donnée par la ligue internationale contre 1’épilepsie et différents rapports
épidémiologiques vétérinaires, les symptdmes cliniques observés chez ces animaux sont compatibles
avec une épilepsie. Le déroulement d’une crise, en trois temps avec une phase convulsive accompagnée
d’une perte de conscience est caractéristique des crises épileptiques généralisées. L’atteinte bilatérale
traduit en général une extension de la décharge électrique anormale a ’origine de la crise aux deux

hémisphéres cérébraux (Berendt et al., 2015). Un électroencéphalogramme sera cependant nécessaire
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pour confirmer les troubles de 1’activité électrique neuronale et 1’origine des crises de convulsions chez
les animaux atteints. Nous prévoyons également de suivre I’abattage d’autres animaux atteints pour

confirmer les observations réalisées sur ce premier animal.

Les animaux épileptiques de cette étude sont en proportions males/femelles équivalentes et issus
d’accouplement entre 58 méres et 31 taureaux connus. Les péres ont entre 1 et 3 descendants atteints,
sauf pour un taureau qui posseéde 17 veaux atteints connus de I’ONAB. Plusieurs ancétres communs ont
été identifiés dans le pedigree en particulier le taureau ECUSSON (1989) avec une contribution
génétique de 9,3% parmi les animaux atteints contre 4% de contribution moyenne a 1I’ensemble de la
population Parthenaise et son grand-pere maternel MAGICIEN (1976), qui est un ancétre commun a
I’ensemble des cas. Sur les voies maternelle et paternelle, c’est la mére de MAGICIEN qui relie

I’ensemble des veaux atteints entre eux.

La multiplicité des élevages touchés, 1I’absence de dégradation de I’état général de 1’animal, 1’absence
de symptomes chez les parents et la présence d’ancétres communs dans les pedigrees sont autant
d’¢éléments en faveur d’une anomalie génétique a déterminisme récessif. Etonnamment, on retrouve une
trés grande similitude entre les symptdmes décrits chez la Parthenaise et le syndrome d’épilepsie

idiopathique qui segrége en race Hereford (Tableau 2).

1. La cartographie par homozygotie localise I’anomalie dans un intervalle de 1,2 Mb

sur le chromosome 24

Les études cliniques et généalogiques suggérant un déterminisme autosomal récessif, nous avons
appliqué une approche de cartographie par homozygotie. L’analyse a été réalisée en utilisant les
marqueurs de la puce Illumina Bovine SNP50 sur les 29 autosomes selon le modele décrit par Charlier
et al., (2008). Nous avons comparé les génotypes de 36 individus atteints a un groupe contréle de 580
individus sains, comprenant les parents typés dans le cadre de ce projet et du reste des individus de la

population Parthenaise génotypés a ce jour.

Cette analyse a mis en évidence une association significative avec plusieurs dizaines de SNP localisés
entre 40 et 45 mégabases sur le chromosome 24. En étudiant les génotypes & SNP des animaux atteints
et des animaux contrdles, nous avons identifié un unique haplotype de 22 SNP consécutifs (ARS-BFGL-
NGS-70555, Chr24 :41289711 ; au marqueur ARS-BFGL-NGS-79945, Chr24 :42467023) homozygote
et commun a 33 des 36 individus atteints de I’analyse. Ce résultat confirme le déterminisme récessif
simple supposé et réduit la localisation de la mutation causale & un segment de 1,2 Mb sur le
chromosome 24 (chr24:41220225-42506011). En dehors des individus atteints, 1’haplotype n’a jamais
été retrouvé a I’état homozygote dans la population de contrdle. Sa fréquence parmi les individus sains

(N=580) est estimeée autour de 6% (parents des animaux atteints compris).
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Tableau 2: Description clinique des symptomes et comparaison avec d’autres syndromes épileptiques chez le bovin

I ) Epilepsie idiopathique généralisée Hereford
Epilepsie en race Parthenaise priep . pathique g Brune (Aketson et al., 1944)
(www.omia.org)
Age a la premiére crise Entre 1 et 2 mois Variable : de la naissance a plusieurs mois 6 mois
Généralisées T o
. . Geénéralisées Téte basse
. . Raideur musculaire . . , X A
Crises de convulsion . ) Décubitus latéral Phénomene de « machage »
Décubitus latéral . .
. . . Raideur des membres Ecume au niveau de la gueule
Spasmes/convulsions de type tonic-clonique .
. . Tremblements Perte de conscience
Perte de conscience partielle
Durée crise (totale) 15 min a 1h30 Quelques minutesa>1h NA
) ~2 par semaines . Variable
Fréquence P . . . . Variable
[1 fois par jour - 1 fois tous les 2 mois]
Stress environnementaux : Excitation
Facteurs déclenchants Stress : stimulation, mouvement de troupeau | changement température extérieure, activité
physique
Comportement entre les crises Normal Normal Normal
Croissance Normale Normale NA
B} . L Perte de tonus dans les membres
Dégradation dans le temps Non Non precise L
postérieurs
) . L Diminution de fréquence, disparition entre
Régression dans le temps Non Non preécisé R q P
laz2ans
Mortalité Non (sauf accidents) Non (sauf accidents) Non
) . L Autosomal récessif .
Déterminisme Autosomal récessif . . . el . Autosomal dominant
Genes et mutation causale identifiés, non publiés
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Figure 5 : Cartographie par homozygotie de la mutation responsable du syndrome d'épilepsie en race
Parthenaise

A. Manhattan plot des résultats de cartographie par homozygotie opposant 36 animaux SUpposés
atteints aux 580 individus Parthenais contréles ; B. Zoom sur le chromosome 24 ; C. Comparaison des
génotypes des 36 animaux supposés atteints pour les 100 marqueurs du BTA 24 (100 marqueurs de
40Mb a 46,6 Mb) au niveau de l'intervalle d’homozygotie détecté. Pour chaque SNP, les génotypes
homozygotes sont représentés en noir ou blanc et les génotypes hétérozygotes en rouge. L ’intervalle
d’homozygotie est indiqué par les pointillés et la double fléche.
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2. Un polymorphisme touchant un site accepteur d’épissage dans le géne MTCL1

est identifié comme mutation candidate responsable de I’épilepsie

L’intervalle de 1,2 Mb identifié sur le chromosome 24 contient 11 génes différents (Tableau 3). Parmi
eux, seul le gene NDUFV2 (nadh-ubiquinone oxido-reductase flavoprotein 2) qui code pour une sous-
unité d’un complexe protéique de la chaine respiratoire mitochondriale, est associé chez I’homme au
syndrome de déficit en complexe mitochondrial 1 (OMIM 252010) pour lequel les crises épileptiques
sont un symptdéme. Cependant, le phénotype général de ce syndrome, qui inclut une hypertrophie
cardiaque et une encéphalopathie congénitales, n’est pas compatible avec celui de animaux de cette
étude (Benit et al., 2003). De plus, aucun de ces 11 génes n’a été associé a un syndrome épileptique

chez d’autres espéces animales modeles ou domestiques.

Tableau 3 : Génes localisés dans I'intervalle d'homozygotie de 1,2 Mb sur le chromosome 24

Ensembl Gene ID Gene Début (pb) Fin (pb) Syndrome Humain (OMIM)
ENSBTAG00000024015 | PTPRM 40768713 41437121

ENSBTAG00000010356 | RAB12 41532521 41541737

ENSBTAG00000009459 | MTCL1 41576970 41689810

ENSBTAG00000004871 | NDUFV2 41855938 41874838 MITOCHONDRIAL COMPLEX 1

DEFICIENCY [OMIM:252010]

ENSBTAG00000002755 | ANKRD12 41913310 41975447

ENSBTAG00000001805 | TWSG1 41986506 42008147

ENSBTAG00000021250 | RALBP1 42061941 42079438

ENSBTAG00000009822 | PPP4R1 42093001 42121847

ENSBTAG00000046533 | RAB31 42256081 42305185

ENSBTAG00000017276 | TXNDC2 42311245 42313446

ENSBTAG00000017279 | VAPA 42332694 42368659

Devant I’absence de géne candidat évident, nous avons adopté une approche d’analyse des séquences
de génomes complets de deux individus atteints, homozygotes pour 1’haplotype associ¢. Dans
I’intervalle d’homozygotie, nous avons identifié 1269 SNP et petits InDel homozygotes pour 1’alléle
alternatif chez les deux parthenais épileptiques. L’analyse de la région avec PinDel puis par visualisation
avec IGV n’a mis en évidence aucune variation structurale additionnelle. Apres filtre contre les données
de séquence de 1323 individus sains, nous avons conservé seulement neuf variants (huit SNPs et un

InDel) trouvés uniquement chez les deux individus atteints (Tableau 4).

Seule la substitution ¢.41661691G>A est supposée avoir un effet délétére fort sur le géne dans lequel
elle est située. En effet, elle modifie le motif -AG- du site accepteur d’épissage entre 1’intron 7 et I’exon
8 du géne Microtubule Crosslinking Factor 1 (MTCL1). En complément, nous avons étudié la
conservation de I’ensemble de ces nucléotides chez les vertébrés et seul le variant g.41661691G>A est

parfaitement conserveé (Figure 6).
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Cette observation suggére une contrainte évolutive forte au niveau de ce site d’épissage. Le

polymorphisme g.41661691G>A constitue donc la seule mutation candidate délétere dans ’intervalle

de localisation de 1’anomalie.

Tableau 4 : variants candidats aprés analyse des données de séquence

Position ; . Numéro d’accession
Chr Ref Alt Conséquence Géne
(pb) Ensembl
Site accepteur
24 | 41661691 | G A MTCL1 ENSBTAG00000009459
d’épissage
24 | 41730176 | G A Intergénique
24 | 41969018 | T C Intronique ANKRD12 [ ENSBTAG00000002755
24 42106354 | T C Intronique PPP4R1 ENSBTAG00000009822
24 42112442 | CAGAGGGAAGA | CAGA | Intronique PPP4R1 ENSBTAG00000009822
24 | 42376980 | A G Intergénique
24 | 42380420 | G A Intergénique
24 | 42466115 | C T Intergénique
24 | 42466136 | C A Intergénique

Bovin
Ovin
Chien
Homme
Chimpanzé
Souris
Lapin
Opossum
Elephant

Lézard
Poulet
Dinde

MTCLI1 g. 41661691G=A

Ornithorynque

TTTCAg;GCGAGCTTC
TTTCAGAGCGAGCTTC
TTTCAGAGCGAGCATC
TTTCAGGGTGAACATC
TTTCAGGGTGAACATC
TTTCAGAGCGAACATC
TTTCAGGGCGACCATC
TTTTAGATGGAGCATC
TTCCAGGG SCATC
TTTTAGGCGGAGCATG
TTTTAGATAGAGCATT
TTTCAGACTGAGCATC
TTTCAGATCGAGCATC

Figure 6 : Conservation de la séquence nucléotidique du géne MTCL1 entre vertébrés au niveau
de la mutation 9.41661691G>A.

Le géne MTCLL1 code pour une nouvelle protéine en interaction avec les microtubules, dont la fonction

précise reste peu décrite a ce jour. Les microtubules sont des éléments dynamiques du cytosquelette

indispensables dans de nombreux processus et fonctions cellulaires. Dans les neurones, ils interviennent
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dans la migration des cellules nerveuses, la formation et la plasticité des axones, la mise en place de leur
polarité et le maintien de leur morphologie spécifique. Ils contribuent également a I’ensemble des
transports synaptiques nécessaires a l’activité bioélectrique inhérente au fonctionnent neuronal
(Sakakibara et al., 2013). En conséquence, les microtubules sont des cibles d’étude privilégiées dans
plusieurs maladies neuro-dégénératives (Dubey et al., 2015) et leur r6le dans les phénoménes électriques
a I’origine des crises épileptiques a récemment été démontré. En effet, chez le rat, un lien a été établi
entre une altération de I’organisation et de la dynamique des microtubules et une hyperexcitabilité

électrique des neurones (Carletti et al., 2016 ; Xu et al., 2016).

Pour en revenir a MTCLI1, des études récentes ont démontré son role dans les processus d’organisation
et de régulation de la dynamique des microtubules au sein des cellules différenciées et polarisées, comme
les cellules épithéliales ou les neurones. En particulier, I’inactivation de ce géne empéche le
développement de faisceaux de microtubules normaux et fonctionnels dans des cellules épithéliales en
culture (Sato et al., 2013 ; Sato et al., 2014).

Nous pouvons envisager différentes hypothéses d’impact de la mutation g.41661691G>A sur la
protéine MTCL1: I’activation d’un autre site accepteur, la supression de I’exon 8 lors de 1’épissage, ou
une dégradation de I’ARN muté par les processus cellulaires (RNA decay), ce qui conduirait dans ce cas
a I’absence de protéine chez les animaux homozygotes. Dans les deux premieres situations, nous avons
tenté de prédire I’effet de la subtitution g. 41661691G>A sur 1’épissage du gene a 1’aide du logiciel
CRYP-SKIP (Divina et al., 2009), un logiciel estimant les positions de sites cachés et la probabilité de
leur activation par rapport a celle de la supression de I’exon. La probabilit¢ de 0,39 obtenue est
légérement en faveur d’une délétion de I’exon 8 lors de 1’épissage (Figure 7). Deux sites accepteurs
probables sont proposés dans 1’exon 8. Le premier site (CRYP1) est celui qui affecterait le plus
fortement la protéine en générant un changement de cadre de lecture a partir de I’acide aminé 1020 et la
terminaison prématurée au deux-tiers de la protéine. Ceci entrainerait la suppression du domaine de
liaison avec la protéine MARK2 (Microtubule Affinity Regulating Kinase 2) et du domaine KR-rich
importants pour les interactions avec les microtubules (Sato et al., 2013 ; Sato et al., 2014). Le second
site testé aurait un effet moindre sur la protéine avec simplement une délétion des 43 premiers acides

aminés de I’exon 8.

Nous n’avons pas eu le temps a ce jour de vérifier expérimentalement I’effet de la mutation sur
I’expression de la protéine MTCLI1. Il faudrait extraire I’ARN de prélévements d’encéphale d’animaux
homozygotes atteints et de controles, générer les ADNc et construire un test par PCR permettant de
vérifier la présence ou I’absence de I’exon 8. Celui—ci étant relativement court, nous pouvons envisager
par exemple d’utiliser trois amorces (la premiére dans 1’exon 7 puis les deux amorces antisens
complémentaires dans 1’exon 8 et dans I’exon 9) et de faire migrer les amplicons par électrophorése sur

gel d’agarose 3% afin de révéler des différences de tailles éventuelles.
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Figure 7: Prédiction in silico de I’effet de la mutation g.41661691G>A sur la protéine MTCL1

a. Copie d’écran des résultats du logiciel CRYP-SKYP indiquant les sites accepteurs (fleches bleues) et
donneurs (fleches rouges) d’épissage cachés au niveau de I’intron 7 et I’exon 8 de la séquence du géne
MTCL1. b. Comparaison des différentes séquences protéiques de MTCL1 obtenues en fonction des trois
hypothéses d’effet de la mutation sur le site accepteur: la suppression de I’exon 8
(MTCL1_EXONS_ skip) ou I’activation d’un autre site accepteur d’épissage (MTCL1 CRYPI1 et
MTCL1_CRYP2). Dans le cas de CRYP2, la protéine serait réduite d’une partie de ’exon 8 (43 acides
aminés), tandis que le site CRYP1 entrainerait un décalage dans le cadre de lecture de 1’exon 8 et la
terminaison de la protéine.

3. Confirmation de lexistence de la mutation chez les animaux épileptiques

Nous avons génotypé par PCR et séquengage Sanger les deux individus atteints dont nous disposions de
la séquence génomique, deux autres individus atteints et chacun de leurs parents, eux-mémes porteurs
de I’haplotype 50K associé a I’anomalie. En complément, nous avons également génotypé les trois
individus déclarés atteints mais non porteurs de ’haplotype 50K ainsi que les nouveaux cas de veaux

épileptiques déclarés a ’ONAB au cours de 1’hiver 2015-2016 (N=17).

Les individus atteints homozygotes de I’haplotype sont bien homozygotes pour I’allele muté. Leurs
parents sont porteurs hétérozygotes. Les trois animaux identifiés non porteurs de 1’haplotype lors de la
cartographie sont non porteurs de la mutation (ie. homozygotes pour 1’all¢le de référence). Parmi les 17
nouveaux cas déclarés, 14 sont homozygotes pour la mutation et trois sont homozygotes pour 1’all¢le de

référence, ce qui porte le nombre de discordants a 6 individus.

Jusqu'a aujourd’hui, le recrutement des animaux épileptiques en race Parthenaise a été majoritairement

réalisé par déclaration spontanée des éleveurs et techniciens de I’OS a ’ONAB. Nous avons établi une
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premiére description clinique sur un tableau rétrospectif aupres de ces éleveurs mais aucun des animaux
déclarés épileptiques n’a fait ’objet d’examens cliniques complémentaires (biochimie sanguine,
¢léments infectieux ...). De plus, les symptomes évoqués peuvent conserver une part d’incertitude due
au temps écoulé entre les observations et leur déclaration, ce qui rend difficile 1’exclusion des cas
hétérogénes dont la cause serait non génétique. En effet, chez le bovin, des symptémes convulsifs sont
souvent provogués par des lésions du systéme nerveux aprés un accident, en réaction a un agent toxique
ou infectieux, ou bien d’origine métabolique avec par exemple un déséquilibre de la balance en ions
minéraux (ie. calcium et magnésium), nécessaires au fonctionnement du systéme neuromusculaire
(D'Angelo et al., 2015). L’existence de phénocopies dans les cas recensés n’est donc pas impossible.
Cette hypothése expliquerait les six animaux supposés épileptiques sur la base d’une observation

phénotypique similaire mais qui sont non-porteurs de I’haplotype et de la mutation candidate.

Au travers de ’enquéte téléphonique, nous avons tenté de re-confirmer ou infirmer auprés des éleveurs
le phénotype de ces animaux aux génotypes discordants pour la mutation candidate. Les premiers retours
indiqueraient quelques différences minimes et difficilement détectables au niveau de la durée des crises,
I’age d’apparition et la fréquence dans le temps. L un d’entre eux aurait peut-étre pu souffrir d’anoxie a
la naissance (vélage tres difficile sans césarienne). Un autre aurait pu chuter au cours d’une manipulation
de pesée vers 3 mois et n’avoir exprimé des crises qu’apres cet évenement. Cependant, ce ne sont que
des hypothéses et d’autres analyses cliniques (suivi dans le temps, récurrence des crises... ) seront

nécessaires pour conclure sur la situation de ces individus discordants.

D. Conclusion

Avec cette étude nous rapportons un nouveau syndrome récessif d’épilepsie idiopathique généralisée
qui ségrége en race Parthenaise, constituant la seconde épilepsie récessive avec celle de la race Hereford
caractérisée chez le bovin. Par la cartographie par homozygotie sur une trentaine de cas et le séquencage
du génome complet de deux atteints, nous avons localisé 1’anomalie dans un intervalle de 1,2 Mb sur le
chromosome 24 et proposons un polymorphisme modifiant un site accepteur d’épissage du géne MTCL1
comme mutation candidate. Avec la grande similitude observée entre les phénotypes, il serait intéressant
de pouvoir comparer le géne mis en cause en race Hereford avec notre géne candidat, dans 1’éventualité

ou ils seraient identiques ou appartenant aux mémes voies ou familles de génes.
Bien que I’épilepsie du veau Parthenais n’ait été déclarée a ’ONAB qu’a partir de 2013, I’apparition de
cas sporadiques dans les élevages aurait sans doute commencé a partir des années 2000. Les symptomes

évoquent au premier abord d’autres étiologies et la cause génétique n’a été envisagée que récemment

avec ’augmentation de la fréquence de I’émergence d’animaux épileptiques.
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L’utilisation massive d’un taureau porteur de I’anomalie ayant par ailleurs un trés bon index, en
particulier en facilités de vélage, a sans doute induit une dissémination forte de I’anomalie ces derniéres

années et est probablement a I’origine de 1’augmentation des cas dans les naissances.

L’¢épilepsie constitue la premiere anomalie génétique connue de la race Parthenaise. Elle n’est pas létale
et impacte peu la production. Cependant, ce syndrome induit des animaux plus « fragiles » et qu’il faut
surveiller, ce qui augmente la charge de travail de 1’éleveur. Elle augmente aussi les risques de perte de
I’animal au cours du transport et a I’abattage (risques de blessures ou encore saisie des carcasses
« noires » des animaux qui ont fait une crise peu de temps avant ’abattage). Les crises épileptiques
donnent également une mauvaise image concernant la santé et le bien-étre de ces veaux. Les symptoémes
nerveux engendrent également une peur par rapport aux crises sanitaires connues du grand public (ex.
ESB). Les tests sur haplotype, puis sur mutation causale (aprés validation fonctionnelle de celle-ci)
permettront de mettre en place rapidement un contrdle de cette anomalie dans la race en limitant les

taureaux reproducteurs porteurs ainsi que les croisements donnant une naissance a risque.

A notre connaissance, notre étude est la premiére qui associe directement une mutation du géne MTCL1
a un syndrome épileptique. Si nous confirmons I’effet, notre étude pourrait apporter des pistes

supplémentaires pour la compréhension des syndromes épileptiques chez I’homme.

Les travaux réalisés sur cette anomalie sont encore en cours. Plusieurs points restent a préciser dans la
description fine du phénotype de ’anomalie et il nous reste a valider ’effet de la mutation candidate
avec des analyses d’expression du géne. Il est envisagé de faire hospitaliser quelques animaux de fagon
a pouvoir réaliser des examens cliniqgues complémentaires recommandés dans les diagnostiques
d’épilepsie ; en particulier un électroencéphalogramme qui est difficilement réalisable en ferme. Nous
travaillons avec 1I’OS parthenaise et les éleveurs pour recenser les animaux épileptiques préts a étre
abattus pour commercialisation bouchére, afin de récupérer les prélévements de tissus nécessaires. C’est
une étape assez compliquée car les animaux sont valorisables par 1’éleveur (les males autour de 15 mois
et les femelles vers 36 mois). Il n’est pas envisageable d‘acheter des veaux et les étudier en école
vétérinaire ou station de recherche. Nous avons a ce jour deux cas et une campagne de prélévements est
prévue fin 2016/début 2017. Nous devrions étre en mesure d’apporter une confirmation de I’effet de la
mutation par I’analyse de I’ARN de ces animaux d’ici la fin de I’année 2017. La fonction du gene étant
peu connue, nous envisageons de réaliser une étude RNA-seq pour approfondir le mécanisme

moléculaire sous-jacent et comprendre en quoi le géne MTCL1 serait li¢ a I’épilepsie.
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1. Bilan du chapitre

Dans ce chapitre, nous avons présenté 1’étude d’une anomalie génétique selon 1’approche classique du
phénotype au génotype en utilisant les outils technologiques les plus récents, ce qui a permis d’aboutir
de manicére efficace a I’identification d’une mutation candidate. Elle montre encore une fois la puissance
apportée par le génotypage sur puce a SNP dans les approches de cartographie par homozygotie, mais
aussi la puissance apportée avec 'utilisation des données de séquences de génome complet. D’une part,
par la puissance du filtre disponible pour la détection du polymorphisme délétere en passant d’un millier
de variants a un seul candidat délétére dans la région étudiée. Cette efficacité est liée au nombre de
données de séquence qui nous servent de controle, dans notre cas plusieurs centaines d’individus de
races différentes grace surtout au consortium « 1000 bull genomes ». Par ailleurs, comme aucun géene
ne constituait un bon candidat fonctionnel, il aurait été nécessaire de séquencer les 11 génes de

I’intervalle pour identifier le polymorphisme responsable.
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CHAPITRE 3 : CARTOGRAPHIE ET IDENTIFICATION DE MUTATIONS
RECESSIVES A PARTIR D’UN SEUL GENOME: SYNDROME

D’EPIDERMOLYSE BULLEUSE JONCTIONNELLE EN RACE CHAROLAISE.

Comme nous I’avons vu dans I’introduction et le chapitre précédent, la centralisation de la collecte des
cas au sein des observatoires nationaux, la cartographie génétique avec des puces haute-densité et le
séquencage complet du génome d’individus atteints sont des approches trés efficaces pour identifier les
mutations causales et permettre leur gestion rapide dans les populations bovines. Elles permettent
notamment d’obtenir des résultats avec un nombre restreint d’animaux atteints (typiquement 5 a 10) et
ce méme s’ils sont trés consanguins. C’est I’atout majeur de cette approche, mis en avant par I’étude de
Charlier et al., (2008), qui fait référence dans le monde bovin avec la cartographie génétique de cing

anomalies récessives disposant de seulement 3 a 12 individus atteints chacune.

Ces méthodes sont efficaces, mais par principe la cartographie par homozygotie nécessite la
comparaison des génotypes de plusieurs individus atteints, c'est-a-dire au moins deux. Malgré les
dispositifs de surveillance et la communication mise en place par les observatoires, il reste parfois
difficile d’arriver a temps pour prélever le matériel biologique nécessaire aux analyses. C’est d’autant
plus difficile lorsque I’anomalie entraine une mortalité périnatale ou demande une euthanasie rapide des
animaux, non viables en élevage. Les cas sont alors déclarés a posteriori sans que les prélevements et
autopsies n’aient pu étre effectués. Si I’on ajoute a cela la fréquence généralement faible d’une anomalie
émergente dans la population, il peut s’écouler plusieurs années avant de disposer d’un nombre suffisant

de cas pour commencer une étude.

Nous avons fait face a ce type situation pour le syndrome d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle (EBJ),
ségrégant a trés faible fréquence dans la race Charolaise. L’EBJ est une anomalie congénitale engendrée
par un défaut des protéines au niveau de la jonction dermo-épidermique entrainant une grande fragilité
mécanique de la peau. Les veaux atteints naissent avec de grandes lésions cutanées a vif et sont
généralement euthanasiés rapidement aprés la naissance. C’est une anomalie présumée récessive en race
Charolaise, connue depuis le milieu des années 1980, et pour laquelle un cas a fait 1’objet d’une
description clinique dans le milieu des années 2000 (Guaguere et al., 2004). Pour cette anomalie,
seulement quatre veaux atteints avaient été déclarés a ’ONAB, dont deux sans matériel biologique, ce

qui a limité la mise en place d’une étude par cartographie classique.

En s’appuyant sur les nouvelles technologies de séquengage, nous avons développé une stratégie
alternative pour identifier la mutation causale, une grande délétion dans le géne de I’intégrine beta 4.
Celle stratégie s’appuie directement sur les données de séquence d’un seul individu atteint pour lequel
nous avons identifié ’ensemble des régions homozygotes de son génome, puis recherché dans ces

régions les polymorphismes candidats (SNP, petites insertions et délétions, variations structurales)
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compatibles avec le phénotype observé et non présents dans les séquences d’individus contréles non-

atteints d’autres races.

Article 1 : Identification d’une délétion homozygote des exons 17 a 23 du géne de /’integrin

beta 4 chez un veau de race charolaise atteint d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle.

Michot P, Fantini O, Braque R, Allais-Bonnet A, Saintilan R, Grohs C, Barbieri J, Genestout L,
Danchin-Burge C, Gourreau JM, Boichard D, Pin D and Capitan A.

Whole-genome sequencing identifies a homozygous deletion encompassing exons 17 to 23 of the

integrin beta 4 gene in a Charolais calf with junctional epidermolysis bullosa

Michot et al., Genetics Selection Evolution (2015) 47:37
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Abstract

Background: Since 2010, four Charolais calves with a congenital mechanobullous skin disorder that were born in
the same herd from consanguineous matings were reported to us. Clinical and histopathological examination
revealed lesions that are compatible with junctional epidermolysis bullosa (JEB).

Results: Fifty-four extended regions of homozygosity (>1 Mb) were identified after analysing the whole-genome
sequencing (WGS) data from the only case available for DNA sampling at the beginning of the study. Filtering of
variants located in these regions for (i) homozygous polymorphisms observed in the WGS data from eight healthy
Charolais animals and (ii) homozygous or heterozygous polymorphisms found in the genomes of 234 animals from
different breeds did not reveal any deleterious candidate SNPs (single nucleotide polymorphisms) or small indels.
Subsequent screening for structural variants in candidate genes located in the same regions identified a homozygous
deletion that includes exons 17 to 23 of the integrin beta 4 (ITGB4), a gene that was previously associated with the same
defect in humans. Genotyping of a second case and of six parents of affected calves (two sires and four dams) revealed
a perfect association between this mutation and the assumed genotypes of the individuals. Mining of lllumina
BovineSNP50 Beadchip genotyping data from 6870 Charolais cattle detected only 44 heterozygous animals for
a 5.6-Mb haplotype around /TGB4 that was shared with the carriers of the mutation. Interestingly, none of the

16 animals genotyped for the deletion carried the mutation, which suggests a rather recent origin for the mutation.

Conclusions: In conclusion, we successfully identified the causative mutation for a very rare autosomal recessive
mutation with only one case by exploiting the most recent DNA sequencing technologies.

Findings

Hereditary junctional epidermolysis bullosa (JEB) is a
recessive inherited blistering disorder of the skin and
mucous membrane in which tissue separation occurs
within the lamina lucida (i.e. under the basal plasma
membrane of the basal keratinocytes and above the
basement membrane) of the basement membrane zone
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(BMZ) at the dermal-epidermal junction [1]. This rare
mechanobullous disease was previously reported to be
associated with mutations in genes encoding components
of the hemidesmosome anchoring complex (TGAS6,
ITGB4, COLI17A1, and LAMA3, LAMB3, and LAMC?2,
encoding the subunit polypeptides of laminin 5) in
humans and in several other mammalian species [2-8].
Congenital JEB has been sporadically observed over the
past 30 years in Charolais cattle but, to date, the causative
mutation has not been identified.

Since 2010, four cases (three males and one female) that
were born in the same French herd from consanguineous
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matings were reported to us. Analysis of the pedigree data
revealed that all JEB-affected animals trace back, on both
the maternal and paternal sides, to a single founder bull
born in Great Britain in 1986 (Figure 1), which suggests
an autosomal recessive mode of inheritance as the most
parsimonious model.

At birth, acral clinical lesions were observed with
dysungulation of the four hooves and erosions and ulcers
of the skin from the carpal and tarsal joints, fetlocks, ears,
eyes, and muzzle and oral cavity (i.e. nares, tongue, buccal
and labial sides of the mucosa and palate) (Figure 2). In
addition, three of the four cases showed ear deformities
(atrophied pinna and closed ears) and one displayed
major epidermal loss on the back after being licked
by its mother. General signs included anorexia, apathy,
emaciation and marked cutaneous pain that justified rapid
euthanasia.

Histopathological examination of two cases revealed
sub-epithelial splitting and blistering without keratinocyte
cytolysis (Figure 3). The basal keratinocytes appeared to
be intact. Periodic acid Schiff (PAS) staining was weakly
positive for the basement membrane that was located at
the base of the blisters. Cleft formation was sometimes
present around hair follicles. Dermal inflammatory infiltrate
was of varying degrees, very mild in non-ulcerated areas
but marked in ulcerated areas.
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Because of the rare occurrence of JEB in Charolais
cattle and of rapid euthanasia of affected animals, only
one case (out of the three that were born and reported
at the beginning of the study) was available for DNA
sampling, thus preventing the use of a classical autozygosity
mapping approach [9,10]. As a consequence, we decided to
sequence the whole genome (WGS) of this animal and
applied an alternative strategy as described in Lupski et al.
[11]. DNA was extracted from the pinna using the DNeasy
Blood and Tissue Kit (Qiagen). One paired-end library with
a 450-bp insert size was generated with the NEXTflex
PCR-Free DNA Sequencing Kit (Bioscientific) and se-
quenced on one lane of the HiSeq 2000 platform (Illumina)
with Illumina TruSeq V3 Kit (200 cycles).This has been
submitted to the NCBI Sequence Read Archive under the
accession number SRP055078. The 101-bp reads were
mapped on the UMD3.1 bovine sequence assembly using
BWA [12]. Reads with multiple alignments were removed
(vielding a final average sequence coverage of 11.4 X) and
variants were called using SAMtools [13].

Then, the genome of this consanguineous animal was
screened for extended regions of homozygosity. To avoid
artifactual heterozygous genotypes in homozygous regions
due to pseudo-SNPs or sequencing errors, only 706 791
SNPs from the Illumina Bovine HD Beadchip were used.
A total of 54 blocks with a minimal size of 1 Mb and
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suggests an autosomal recessive mode of inheritance.

Figure 1 Pedigree of Charolais cattle with JEB. Note the high degree of consanguinity between the parents of male and female cases, which
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Figure 2 Clinical features of recessive JEB in Charolais cattle. (A) and (B) Global views of cases 3 and 2, respectively. (C) Head from case 3
showing atrophied pinna and skin lesions on the eyes, face and muzzle. (D) Lesions of the muzzle and tongue from case 1. (E) Forelimb from
case 1 with dysungulation. These photos are personal photographs.

containing only homozygous genotypes were identified observed in the WGS data from eight healthy Charolais
(Figure 4A). animals and (ii) homozygous or heterozygous polymor-

SNPs and small Indels located in these blocks and with a  phisms found in the genomes of 234 animals from different
quality score greater than 30 were annotated using Ensembl  breeds [15] (assuming that the causative mutation is reces-
VEP [14] and filtered for (i) homozygous polymorphisms sive and specific to the Charolais cattle). No homozygous

1
Figure 3 Histopathological features of JEB in Charolais cattle. (A) Large area of sub-epithelial splitting and blistering. (B) Sub-epithelial
splitting and blistering, and cleft formation around hair follicles. (C) Vacuolation beneath basal keratinocytes of the epidermis and fibrin deposition
on the dermal side of the vacuoles (5-um section of tissue embedded in paraffin and stained with haematoxylin and eosin). (D) Vacuolation
beneath basal keratinocytes of the epidermis and above the periodic acid Schiff (PAS)-positive basement membrane; 5-um section of tissue
embedded in paraffin and stained with PAS.
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Figure 4 Identification of the mutation responsible for JEB in Charolais cattle. (A) Genome-wide screening for extended regions of
homozygosity in one JEB-affected calf. Blocks of size 2 1 Mb are represented in black on each chromosome. (B) IGV snapshot showing the
homozygous deletion that includes exons 17 to 23 of ITGB4 in a JEB affected animal (modified based on results from the chromosome walking
approach). (C) Details on the wild-type and mutant nucleotide sequences at the border of the deletion. The deleted segment is underlined;

a GG doublet located on both sides of the deletion is indicated in bold.
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deleterious mutation (frame-shifts, in-frame insertions or
deletions, stop gain or loss of variants as well as polymor-
phisms that affect splice donor or splice acceptor sites and
missense polymorphisms predicted to be deleterious) was
found with this approach.

In a second attempt, we investigated the content of
the homozygous blocks and found only one gene that
was previously reported to be involved in JEB: ITGB4,
which encodes the integrin beta 4 protein. A subsequent
screening for structural variants using the Integrative
Genomics Viewer (IGV) [16] enabled us to identify a

4.8-kb deletion on bovine chromosome 19 or BTA19
(g.56488278_56493087del on the UMD3.1 assembly).
Since there were two gaps, and at least one artifactual
segmental duplication in the current bovine assembly
within the region deleted in JEB, we built a local assembly
to determine the exact nature of the mutation, which finally
consists in a 2831-bp deletion encompassing exons 17 to
23 of the ITGB4 gene (Figure 4B, C and Additional file 1).
This mutation was further confirmed by PCR-amplification
of a 932-bp fragment that spans the deletion with the LEFT
(TTCCCTGGGGGATCTGGGA) and RIGHT (CGTCTG
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CGAGATCAACTACT) primers using the Go-Taq Flexi
DNA Polymerase (Promega) followed by Sanger sequencing
(Eurofins MW@, Ebersberg Germany).

ITGB4 encodes the beta subunit of the alpha 6 beta 4
integrin heterodimer. This transmembrane receptor is
a key component of the hemidesmosome anchoring
complex which connects basal keratinocytes to the
basement membrane by linking the extracellular N-termini
of the a and [} subunits to laminin 5 whereas the intracellu-
lar C-termini are attached to the cytokeratin network via
plectin or via the type XVII collagen and the bullous
pemphigoid antigen 1 (BP230) [17-21] (Figure 5A). In
humans, numerous mutations in [7GB4 have been
reported to cause JEB with truncating mutations being
associated with a more severe (and mostly lethal) pheno-
type [22]. In Charolais cattle, the deletion of exons 17 to 23
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of ITGB4 is predicted to result in a complete deletion of
the transmembrane domain of the protein and the joining
of exon 16 to exon 24 causes a frameshift leading to the
production of a protein in which all the intracellular
domains in addition to the transmembrane domain
(ITGB4 p.A665Gfs*11) are missing (Figure 5B). These
extensive protein modifications are assumed to impair
the association of ITGB4 with ITGA6 and other key
proteins of the hemidesmosome anchoring complex.
This is consistent with the absence of hybridization signals
observed by Guaguere et al. [23] after immunohistochemi-
cal characterization of the skin of a JEB-affected Charolais
calf with an antibody directed towards the alpha 6 beta 4
integrin complex.

Genotyping of a second case available for DNA
sampling (born at the end of our study) and of the
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Figure 5 Schematic representation of the components of the hemidesmosomes and of the ITGB4 protein. (A) Schematic representation
of the components of the hemidesmosomes (adapted from http://xtal.cicancer.org/research.html). (B) Comparison between the structure of the
mutant (predicted) and wild-type integrin 34 subunit (http//www.uniprot.org/uniprot/P16144). The wild-type integrin 34 comprises: (i) an extracellular
region that contains the N-terminal plexin-semaphorin-integrin (PSI) and von Willebrand factor type A (VWFA) domains as well as a cysteine-rich repeat
region; (ii) a transmembrane domain and (iii) a cytoplasmic region that includes a calx-beta (calx- 3) domain and four fibronectin lli-like domains
(Fnlll-1 to 4). The transmembrane domain and cytoplasmic region are predicted to be totally absent in the mutated 4 subunit.
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Figure 6 Genotyping of the deletion using a 3-primer PCR system. (A) Details on the design of the 3-primer PCR system. (B) Genotyping
data of case 4, its parents, and a homozygous wild-type animal (based on haplotype information).

six parents of the affected animals using a 3-primer
PCR system (products amplified with primers LEFT, WT-R:
TCTGCCCCACATGAATGCTT and JEB-R: AGACTGGG
CACACAGACCAT using the same polymerase and re-
vealed by electrophoresis on an ethidium-bromide-stained
2% agarose gel) revealed a perfect association between this
mutation and the assumed genotypes of the individuals
(Figure 6A and B).

Taken together, these arguments strongly support that
this deletion within /7GB4 is responsible for autosomal
recessive JEB in Charolais cattle.

In an attempt to estimate the frequency of this muta-
tion in the Charolais population that is bred by artificial
insemination (AI), four parents were genotyped with the
[llumina BovineSNP50 Beachip and phased as described
in Boichard et al. [24] together with 6870 Charolais animals
previously genotyped with the same array for genomic
selection. Analysis of these data identified 44 animals that
were all heterozygous for a rare (frequency = 3.2 %) 5.6-Mb
segment (105 markers between positions 51 796 076 and
57 397 180 Mb on BTA19) that was shared identical by
descent (IBD) with the haplotype carrying the ITGB4
deletion. Surprisingly, subsequent genotyping of 16 of these
animals with our 3-primer PCR system revealed that none
were carriers of the deletion suggesting a rather recent ori-
gin for this mutation on the scale of the Charolais breed’s
history. While our analysis also suggests the absence of the
ITGB4 deletion in the French AI population, it would be
relevant to genotype the French natural mating population.
Indeed the founder bull descends from animals exported
to Great Britain at the end of the 1960’s from this popula-
tion and it has been used as bull sire in French breeding
herds in the 1990s.

In conclusion, with only one case, we identified a
mutation which appears to be necessary and sufficient to
cause autosomal recessive junctional epidermolysis
bullosa by exploiting the most recent DNA sequencing
technologies. Targeted genotyping of at risk pedigrees

with the genetic test that we developed will allow the
rapid eradication of this rare genetic disease in Charolais
cattle.

Additional file

Additional file 1: Building of a local sequence assembly for the
region deleted in the JEB calf. This additional file provides details on
the methodology used to build the local assembly of the deleted region
in the JEB calf and the nucleotide sequence associated.
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Dans ce premier article, nous avons mis en place une stratégie alternative a la cartographie classique
basée sur ’analyse directe des données de séquence. Celle-ci a permis I’identification de la mutation
causale d’une anomalie récessive rare a partir d’un seul génome d’individu atteint séquencé.
Coincidence surprenante, cette délétion dans le gene ITGB4 a été identifiée indépendamment de notre
étude par Peters et al. (2015) a partir d’un seul cas de veau atteint d’EBJ et en appliquant une stratégie
similaire. Ce type de stratégie basée sur les données WGS, est appliquée couramment ces derniéres
années en génétique humaine ou les anomalies génétiques sont souvent restreintes a un ou deux atteints
dans une méme famille. En effet, I’accumulation des données de séquence au travers de différents projets
comme le « 1000 génomes humains » permet I’accés a une base d’individus contréles suffisamment
grande pour réduire le nombre de variants candidats identifiés par séquencgage de I’exome ou du génome

complet d’un individu atteint (Ng et al., 2010).

Comme le montre I’étude de I’EBJ, il est aujourd’hui envisageable d’identifier une anomalie génétique
sans forcément passer par une étape préliminaire de cartographie avec marqueurs. Avec la diminution
des colts de re-séquencage, 1’augmentation des données de génome complet qui en résulte et le partage
des données au sein de consortiums (« 1000 bull genomes », Daetwyler et al., 2014) elles offrent de

nouvelles voies pour I’identification d’anomalies génétiques rares chez le bovin.
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CHAPITRE 4 : IDENTIFICATION D’UNE MUTATION CANDIDATE POUR UN

PHENOTYPE DE MORTALITE EMBRYONNAIRE EN RACE MONTBELIARDE

Avec le développement de la sélection génomigue et du génotypage, les recherches d’haplotypes avec
déficit significatif en homozygotes, dont le principe a été présenté plus haut (voir Chapitre 1, I11-B-2),
se sont révélées efficaces dans la détection des anomalies génétiques récessives. De plus elles sont
complémentaires des approches précédentes, en permettant d’identifier des anomalies passant
inapergues pour les observatoires, en particulier les mortalités de I’embryon et du feetus au cours de la

gestation, qui impactent fortement la fertilité des troupeaux.

En France, Fritz et al. (2013) ont réalisé une détection de ce type dans les races laitiéres francaises
Holstein, Normande et Montbéliarde. Pour la race Montbéliarde, deux principaux QTL de mortalité
embryonnaire ont été révélés : MH1 sur le chromosome 19 et MH2 sur le chromosome 29. L’analyse
des données de séquence des taureaux porteurs disponibles a 1’époque avait alors permis de proposer
deux mutations non-sens affectant les genes codant pour la Sex-hormone binding globulin (SHBG) et le
transporteur Solute carrier Family 37 A2 (SLC37A2), en tant que mutations candidates. Ces deux
mutations, non confirmées en 2013, avaient été intégrées a la puce de génotypage Illumina EuroG10K
pour assurer un suivi dans la population. Parmi les animaux génotypés, des individus vivants
homozygotes pour la mutation du géne SHBG ont été observes. Ceci nous a conduits a invalider ce
candidat et a poursuivre 1’étude de 1’haplotype MH1.

L’article qui constitue ce quatrieme chapitre de ma thése présente les travaux complémentaires réalisés
dans ce cadre. En s’appuyant sur les données de génotypage et le suivi des haplotypes recombinant avec
MHI1, nous avons réduit I’intervalle de localisation de la mutation et nous proposons comme nouvelle
mutation causale une substitution d’un acide aminé dans la Phosphoribosylformylglycinamidine
synthase (PFAS), une protéine qui intervient dans la voie de bio-synthése des purines. Dans cette étude,
la combinaison des données de génotypage et de séquencage, nous a permis d’identifier la mutation
candidate et de fournir un test efficace pour la contre sélection de cette anomalie létale et fréquente (7%)

en race Montbéliarde.
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Article 2 : Une substitution dans le géne PFAS est probablement responsable de la

mortalité embryonnaire associée a I’haplotype MH1 en race Montbéliarde

Michot P.12, Fritz S.12, Barbat A. 1, Boussaha M.!, Deloche MC.2, Grohs C.1, Hoze C.12 Le Berre L23,,
Le Bourhis D.22, Desnoes O.? 3, Salvetti P.23, Schibler L.2, Boichard D. ! and Capitan A. %2

A missense mutation in PFAS is likely causal for embryonic lethality associated with the MH1
haplotype in Montbeliarde dairy cattle. Journal of Dairy Science, submitted in January 2017.

Interpretive Summary

A missense mutation in PFAS is likely causal for embryonic lethality associated with the MH1

haplotype in Montbeliarde dairy cattle. By Michot et al., page xxx.

MH1 is a haplotype on chromosome 19 associated with reduced fertility and a deficit of homozygotes
in Montbéliarde cattle. It was initially attributed to a nonsense mutation in SHBG gene. Here, we
demonstrate that the causative mutation is not this SHBG mutation but more likely a missense mutation
affecting a conserved amino-acid of PFAS, a protein involved in the de novo biosynthesis of purines.
We also show that embryonic mortality occurs between 7 and 35 days. Because of its high frequency

(7%), selection against this deleterious allele is highly recommended and under way.
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ABSTRACT

A candidate mutation in the sex hormone binding globulin (SHBG) gene was proposed in 2013 to be
responsible for the MH1 recessive embryonic lethal locus segregating in the Montbeliarde breed. In this
follow-up study, we exclude this candidate variant since healthy homozygous for the derived allele were
observed in large scale genotyping data generated in the framework of the genomic selection program.
We fine map the MH1 locus in a 702-kb interval and analyze genome sequence data from the 1000 bull
genomes project and 54 Montbeliard bulls (including 14 carriers and 40 non carriers). We report the
identification of a strong candidate  mutation in the gene encoding the
Phosphoribosylformylglycinamidine synthase (PFAS), a protein involved in de novo purine synthesis.
This results in the substitution of an arginin residue that is entirely conserved among eukaryotes by a
cystein (p.R1205C), and located in a Class | glutamine amidotransferase-like domain. No homozygote
for the derived allele was observed in a large population of more than 20,000 individuals, in spite of a
7.2% allelic frequency. Genotyping of 18 embryos born from heterozygous parents and analysis on non-
return rates suggested that most of homozygous carriers died between 7 and 35 days post-insemination.
The identification of this strong candidate mutation will enable the accurate testing of the reproducers
and the efficient selection against this recessive embryonic lethal defect in the Montbeliarde breed.

Key words: embryonic lethality, deficit in homozygote, whole genome sequencing, large scale
genotyping, PFAS
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INTRODUCTION

The recent development of genomic selection in cattle has generated an unprecedented large scale
genotyping activity, thus opening new possibilities in the search of causal variants. In 2011, VanRaden
et al. proposed to use these genotyping data to identify haplotypes displaying a significant deficit in
homozygous animals and thus to map putative loci responsible for recessive embryonic or perinatal
lethality. A number of similar studies were subsequently carried out in different breeds and
subpopulations (Fritz et al., 2013; Sahana et al., 2013; Sonstegard et al., 2013; McClure et al., 2014;
Venhoranta et al., 2014; Pausch et al., 2015; Adams et al., 2016; Menzi et al., 2016; Schiitz et al., 2016;
Schwarzenbacher et al., 2016) leading to the identification of tens of new recessive defects. Using this
strategy, we previously reported the identification of 11 haplotypes displaying a significant deficit in
homozygous in the Montbeliarde breed (Fritz et al., 2013). Out of these, MH1 and MH2 were the two
most frequent haplotypes (9 and 7%, respectively) and showed a significant negative effect on calving
rate confirming their association with embryonic lethal mutations. Then, mining whole genome
sequences (WGS) from carriers and non-carrier bulls, we identified two nonsense mutations in the Sex-
hormone-binding globulin (chrl9 ¢.27956790C>T; SHBG p.Q52X) and Solute carrier Family 37 A2
protein (g. chr29:28879810C>T; SLC37A2 p.R12X) genes. We confirmed their association with the
MH1 and MH2 haplotypes but did not validate their causality with large scale genotyping or functional
studies. Since then both SNPs have been added to the Illumina EuroG10k SNP custom Chip, widely
used for genomic selection in France, and generated genotyping data for tens of thousands of animals.
Within this large population we identified 242 homozygous carriers for the SHBG nonsense mutation
suggesting that it was not the causative mutation for MH1-linked embryonic lethality. Similar
observations were also made in Simmental (Pausch, personal communication) and Vorderwélder breeds
(Reinartz et al., 2016).

The purpose of this follow-up study was threefold: (1) to fine map the MH1 locus, (2) to identify the
causative mutation and (3) to further characterize its phenotypic effects using the large amount of

phenotypes, genotypes and whole-genome sequences that have accumulated since the initial study.

MATERIALS AND METHODS
Genotyping Data

Genotypes from 115,167 Montbéliarde animals analyzed from 2008 to 2015 with different Illumina
chips (BovineSNP50 Beadchip (50K) v1 and v2, LD chip, HD chip, EuroG10K) were available from
the French genomic evaluation database. These were checked for quality and processed in the
framework of the French genomic selection pipeline (Boichard et al., 2012), including imputation and
phasing with FImpute (Sargolzaei et al., 2014). Then phased 50k genotype data from each animal were
screened for the MH1 lethal haplotype as described by Fritz et al. (2013) to determine their carrier or
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non-carrier status. This haplotype consists in 27 consecutive markers from Hapmap51730-BTA-44937
(position 27,643,677 bp) to ARS-BFGL-NGS-111936 (position 29,383,514 bp) on chromosome 19.

The SHBG p.Q52X (g.27956790C>T) polymorphism previously described by Fritz et al., (2013) and a
new candidate polymorphism for MH1 (g.28511199C>T; PFAS p.R1205C) were included in two
consecutive custom designs of the lllumina EuroG10K custom SNP BeadChip. At the time of the study,
genotype information for these two variants was available for 47,871 and 20,350 Montbeliarde animals,

respectively.
Whole Genome Sequencing Data

This study included WGS from 274 individuals from 15 different French dairy and beef breeds
(Boussaha et al., 2016) and from 1022 additional animals from run4 of the 1000 bull genomes
consortium (Daetwyler et al., 2014). The database contained WGS from 54 Montbeliarde artificial
insemination (Al) bulls, of which 14 were MH1 carriers. For each animal, paired-end libraries of 150 to
400 bp DNA fragments were prepared using Illumina TruSeq DNA Sample Prep Kit, controlled for
quality and sequenced on an Illumina HiSeq 2000 sequencing platform. The 100 pb paired-end reads
generated were then aligned on the UMD3.1 bovine genome reference assembly with the Burrows-
Wheeler Alignment tool (BWA v0.6.1-r104) (Li and Durbin, 2009). After removing potential PCR
duplicates and reads with a low mapping quality (<=30), SNPs (single nucleotide polymorphisms) and
small InDels (insertions and deletions) were detected from the resulting BAM files using the Genome
Analysis Tool Kit 2.4-9 (GATK) version and GATK-UnifiedGenotyper as SNP caller (McKenna et al.,
2010). Bioinformatics detection of large genomic variations was carried out only on the 274 individuals
previously mentioned, including the 54 Montbeliarde bulls. Multi-sample variant calling was performed
using Pindel software, v. 0.2.4y (Ye et al., 2009) as described in Boussaha et al. (2015). Structural
variations were subsequently visualized and validated using IGV (integrative genomics viewer,
Robinson et al., 2011).

Fine Mapping of the MH1 Locus Using Recombinant Haplotypes

In line with previous studies (Sonstegard et al., 2013; Adams et al., 2016), we screened our population
for animals which are compound heterozygous for the original lethal haplotype and a recombining
haplotype. Since these animals are alive, they cannot be homozygous for the lethal mutation. This leads
to the exclusion from the location interval of the identical-by-descent segment for which they are
homozygous. Here we took advantage of the large contribution of the MH1 carrier bull BOISLEVIN
(MONFRAMO00186006232) to the Montbeliarde population. We defined two regions of 40 markers
denoted hapL and hapR, located 3 Mb respectively upstream and downstream of the MH1 haplotype.
We subsequently identified the hapL and hapR source haplotypes of BOISLEVIN linked to MHL1.

Among his genotyped descendants, we retrieved all the individuals homozygous for hapL. Then the
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hapL haplotype was extended toward MH1 one SNP at a time and individuals carrying a haplotype
different from the initial one, therefore recombinant, were eliminated. The process was continued until
no individual was retained. The same approach was repeated for hapR. On each side, the last remaining

individuals defined the left or right boundary of the shortest interval carrying the lethal variant.

Annotation and Filtering of Genetic Variants

Variants from the genomes of the 14 Montbeliarde MH1 carriers were filtered to retain only those
located within the critical interval and that were never observed in the homozygous state in the whole
dataset. Remaining variants were annotated using Ensembl Variant Effect Predictor pipeline (VeP) on
the Ensembl v81 transcript set (MacLaren et al., 2010). The effect of non synonymous coding variants
was predicted with the SIFT software (Kumar et al., 2009). Finally, the concordance between the
genotypes of the 54 Montbeliard bulls and their status for the MH1 locus was estimated for each variant

using a Fisher’s exact test. A Bonferroni correction was applied to account for multiple testing.

Multiple Alignment of Protein Sequences

Sequences of the bovine PFAS protein and its orthologs in 16 eukaryote species available in Ensembl
(http://www.ensembl.org) were aligned using Clustal Omega software

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo).

Evaluation of the Effect of the PFAS Mutation on Non-Return Rate at 56 Days

In our previous study (Fritz et al., 2013), analysing artificial insemination data, we demonstrated a
negative effect of the MH1 haplotype on calving rate (i.e. presence/absence of a calf after complete
gestation) which was consistent with recessive embryonic lethality. Here, to precise the stage of
embryonic loss, we evaluated the effect of the PFAS mutation on non-return rate at 56 days (NRR56).
NRR56 was coded 0O if a second insemination was observed in less than 56 days after the first
insemination and 1 otherwise. Because this locus has a recessive effect, the expected decrease in fertility
in mating at risk is 0.25*u between two carriers (with | being the average conception rate), and

1 1

0'5*0'5*(ﬁ)* | between a carrier bull and the daughter of a carrier (where 51 is the proportion

of carriers among daughters of carriers bull and of dams of unknown genotype, and f the frequency of
the deleterious allele). The mean conception rate W reaches 44% in lactating cows and 55% in virgin
heifers. The model used to analyze NRR56 was the same as in Fritz et al. (2013). It accounted for several
environmental effects, the fixed effect of the combination of the PFAS status of mated bulls with that of

the sire of the cow, and the random effects of the sire of the embryo and the sire of the dam.
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Genotypes for the PFAS mutation were obtained directly from the Illumina EuroG10K SNP chip or
indirectly through a haplotypic test based on 50k genotypes. This test was developed with a reference
population of 20,350 Montbeliarde animals genotyped with the EuroG10K chip and imputed to the 50Kk.
Only inseminations before May 2016 with known status for (i) males and females or (ii) males and sires
of females were considered. In total, 6,176,305 NRR56 data were analyzed, including 270,113 from
matings at risk. Tests were carried out separately for lactating cows and heifers. Finally a t-test was used

to determine any significant difference in conception rate between matings at risk and control groups.

Production and Genotyping of Embryos from Mating at Risk

Four heifers heterozygous for mutation g.28511199C>T on chromosome 19 (PFAS p.R1205C) and for
the MH1 haplotype were selected among the animals genotyped for genomic selection. In the
experimental station of Allice (Nouzilly, France), they were superovulated using standard protocols
(Munoz et al., 2014) and inseminated with the semen of two different bulls of the same genotype. On
day 7, embryos were collected. Their DNA was extracted and a whole genome amplification was carried
out with the Repli-g® Mini Kit (Qiagen). Genotyping for the 9.28511199C>T mutation was performed
by PCR and Sanger sequencing. Forward (PFAS_F: AGTCCCCTTTCACTCCAGGT) and reverse
(PFAS_R: TGGAGTTCCGGAGAAGAAAA) primers were designed from the UMD3.1 bovine
genome assembly using Primer3 software (Rosen et al., 2000). PCR amplification was performed using
the Go-Taq Flexi DNA Polymerase (Promega) according to the manufacturer’s instructions on a
Mastercycler pro thermocycler (Eppendorf). The PCR products were subsequently purified and
bidirectionally sequenced by Eurofins MWG (Germany) using conventional Sanger sequencing.

Polymorphisms were detected with the novoSNP software (Weckx et al., 2005).

RESULTS
Invalidation of the SHBG p.Q52X Mutation

Since 2013, 47,871 Montbeliarde animals have been genotyped for the SHBG p.Q52X polymorphism
with the lllumina EuroG10K custom SNP BeadChip used for genomic selection. Comparison between
the genotypes of these animals and their status for the MH1 haplotype revealed a strong but incomplete
linkage. Notably, while no homozygous carrier of the MH1 haplotype was observed, we identified 242
animals homozygous for the SHBG nonsense mutation. This led us to consider that the SHBG p.Q52X

mutation was not the causative mutation for MH1-associated embryonic lethality (Table 1).
Fine Mapping of the MH1 Causal Mutation

In line with previous studies (Sonstegard et al. 2013; Adams et al., 2016), we screened our population
for compound heterozygotes carrying the original lethal haplotype and a recombining haplotype among

the inbred descendants of funder bulls who spread the mutation (e.g. BOISLEVIN in our situation; see
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methods and Figure 1a). Such animals cannot be homozygous for the lethal mutation and thus provide
useful information to fine map the MH1 mutation. In doing so, we identified several recombining
haplotypes, among which two enabled us to reduce the critical interval to a region of 702 kb
(Chr29:28,450,297-29,152,662) from marker ARS-BFGL-NGS-95155 to ARS-BFGL-NGS-43359
(Figure 1la and 1b). Notably, this interval was included inside the MH1 source haplotype defined by
Fritz etal. (2013) and excluded the SHBG mutation. These two recombining haplotypes, mostly diffused
by the Al sires REDON (MONFRAMO002529434146, for HapR1) and RAPALLO
(MONFRAMO007120640289, for HapR2), were observed in the compound heterozygous state with MH1
(i.e. MH1/HapR1 and MH1/HapR2) in 259 and seven individuals, respectively. Of note, MH1/HapR1,
and to a lesser extent HapR1/HapR1, were the two most frequent genotypes observed among the
homozygotes for the SHBG nonsense mutation mentioned previously. Finally, by analyzing pedigree
and haplotype information, we were able to trace back each recombination event and to confirm that
they were posterior to BOISLEVIN (Figure 1c).

Screening of WGS Data ldentifies a Strong Candidate Polymorphism in the PFAS Gene

In this step, we considered only variants from 14 MH1 carriers that were never found in the homozygous
state in 40 non carrier Montbeliarde bulls and in additional controls. SNP and indel information was
available for 1242 genomes, whereas structural variations were identified only in 220 genomes (see
methods). In the critical interval, a total of 27 variants displayed a strong association with the MH1
haplotype (Fisher exact test p-values between 6.46x10® and 1.86x10 after Bonferroni correction;
Figure 2a and Supplementary table 1). These comprised 25 small noncoding variants located in regions
poorly conserved among mammals and two missense mutations. Among them, mutation
0.28979780C>T (PIK3R5 p.R363H) located in the phosphoinositide-3-kinase regulatory subunit 5 gene
was predicted to be tolerated according to SIFT (Kumar et al., 2009). Indeed, the alternative allele is not
conserved in mammals and corresponds to the ancestral allele in humans and other species. In contrast,
mutation g.28511199C>T is predicted to be damaging and to result in the substitution of an arginin
which is entirely conserved among eukaryotes by a cystein in a Class | glutamine amidotransferase-like
domain of the phosphoribosylformylglycinamidine synthase (PFAS p.R1205C). According to raw WGS
data, this mutation showed nearly but not complete association with the MH1 haplotype. Indeed, one
MH1 carrier bull displayed low local sequencing coverage (5 x) and was genotyped as homozygous for
the ancestral allele whereas a second carrier, BOISLEVIN, had missing genotype (0x). Subsequent
genotyping of these two bulls by PCR-Sanger sequencing actually revealed that they were both
heterozygous for the PFAS ¢.28511199C>T variant, thus demonstrating a perfect association between

the mutation and the MH1 haplotype.
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Large Scale Genotyping Reveals Complete Linkage between PFAS ¢.28511199T Allele and the
Embryonic Lethal Mutation

For further verification, we genotyped the PFAS ¢.28511199C>T polymorphism in a large population
of 20,350 Montbeliarde cattle using the Illumina EuroG10K BeadChip. The frequency of the
g.28511199C>T was 7.2%. No homozygous mutant was observed whereas 105 were expected in this
dataset (2 p-value=2.51x1028; Table 2). This demonstrates that PFAS ¢.28511199T allele is in complete

linkage disequilibrium with the embryonic lethal mutation.

Analysis of Non Return Rate and Genotyping of Embryos Suggests that Mortality Occurs between 7

and 35 Days of Development

In 2013, we showed a negative effect of MH1 haplotype on calving rate in mating at risk which was
consistent with recessive embryonic lethality. This observation is also consistent with the complete
absence of homozygous animals for the candidate mutation in PFAS gene. To narrow down the stage at
which occurs the death of homozygous embryos, we tested the effect of the g.28511199T allele on the
non return rate at 56 days after insemination (NRR56; Table 3). In comparison with the control group,
we observed a significant loss in NRR56 for both heifers and adult cows in mating at risk between PFAS
carriers as well as between PFAS carriers and daughters of PFAS carriers. Estimated values were close
to the expected effect under the assumption of complete lethality in homozygous embryos (-12,5% and
-6.5% respectively with an average conception rate of 50%). Considering that the reproductive cycle is
on average of 21 days in females, this result indicates that embryo development stopped in the first 35
days of gestation. For further verification, we produced embryos from mating at risk between
heterozygous carriers of the PFAS 9.28511199C>T polymorphism. In total, 18 embryos were recovered
at seven days of gestation and genotyped (Table 4). At this stage, we observed four homozygous for the
derived allele, a proportion in agreement with Mendel’s rules. None of them displayed abnormal

development suggesting that mortality occurs between seven and 35 days of development.

DISCUSSION

In a previous study, we proposed a candidate variant in the SHBG gene for embryonic lethality
segregating with the MH1 haplotype in Montbeliarde cattle (Fritz et al., 2013). Here, with the support
of genotyping data we demonstrated that this variant is not recessive embryonic lethal. Subsequently,
we fine mapped the embryonic lethal mutation in a 702 kb region on chromosome 19 and identified 27
variants in association with MH1. Among them, only the PFAS g.28511199C>T substitution was
predicted to be deleterious. Moreover genotyping of more than 20,000 animals revealed a complete
linkage between allele 9.28511199T and the embryonic lethal mutation. In our initial study, we

accidentally missed this strong candidate mutation since one of the two carrier bulls sequenced at that
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time (ie. BOISLEVIN) had a no read coverage for this site. This compromised its genotype call for this
SNP and misled our screen for potential causal mutations. These results demonstrate the importance of
having substantial numbers of whole-genome sequenced individuals and of performing concordance
tests to uncover causal variations when sequencing is performed at low to medium coverage. They also
underline the high efficiency of large scale genotyping to statistically validate the causality of embryonic

lethal variants.

PFAS ¢.28511199C>T variant is predicted to result in the substitution of an arginin which is entirely
conserved among eukaryotes by a cystein in a Class | glutamine amidotransferase-like domain of the
protein (PFAS p.R1205C). This perfect conservation reveals a strong evolutionary constraint and
provides evidence that this residue plays an important role in the stability and/or activity of the protein.
PFAS is involved in the fourth step of the de novo purine synthesis, a universal pathway amongst
eukaryotes organisms (with the exception of some parasites) due to the central function of purine
molecules in cells metabolisms such as DNA and RNA synthesis and energy molecules supply
(Heinikoff et al., 1987, Bansdorff et al., 2004). Although purine synthesis is a regulated balance between
de novo and salvage pathways, it has been shown that de novo synthesis is more active in proliferating
cells and therefore essential to meet high demand of purines for nucleic acids synthesis in early
embryonic development (Alexiou et al., 1992). Interestingly, mutations of several genes of this pathway
have been reported to cause recessive embryonic lethality in different eukaryotic species (eg. PRAT,
GART, PAICS; Clark, 1994; Ng et al., 2009; Fritz et al., 2013). Among them, we should highlight GART,
in which we previously identified a missense variant (chr2:9.1277227A>C; p.N290T) associated with
the embryonic lethal haplotype HH4 segregating in Holstein cattle (Fritz et al., 2013). Concerning PFAS,
several mutations have been described in mouse, causing dominant “short face” phenotype and most
probably recessive embryonic lethality, since no homozygous mutant has ever been obtained from
mating heterozygous animals (Palmer et al., 2016). In addition, homozygous deficiency of PFAS
ortholog gene ade?2 is lethal during pupal development in Drosophila melanogaster (Heinikoff et al.,
1986; Holland et al., 2011). Taken together these arguments strongly support a causative role for the
0.28511199C>T variant in MH1-associated embryonic lethality.

By analyzing the effect of this mutation on non-return rate at 56 days and by genotyping embryos form
mating at risk, we demonstrated that mortality in homozygotes occurs between 7 and 35 days of
gestation. At 7 days, homozygous mutant blastocysts were normal in appearance indicating that they
had undergone a normal early embryonic development. Particularly, they were able to make the
transition from maternal genome to zygotic genome expression, a critical phase happening around the 8
cells stage with a high nucleic acid demand for de novo mRNA transcription, and thus purines (Graf et
al., 2014). Interestingly, it has been previously demonstrated that maternal PRAT, GART and PAICS
mRNA are important for early embryonic development and could attenuate the expression of severe

phenotypes in homozygous mutant drosophila and zebra fish embryos (Malmanche and Clark, 2004, Ng
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et al., 2009). Similarly, the presence of maternal PFAS mRNA and reserves in nucleic acid precursors
could explain the survival of homozygous mutant embryos for a time after embryonic genome. It is also
possible that the PFAS p.R1205C substitution leads to a decrease in protein activity and not to a total
inactivation. In such situation, partial PFAS activity could be sufficient to meet purine requirements
during early embryonic development but not during blastocyst elongation and trophoblast
differentiation. Implantation of homozygous mutants and control embryos, close monitoring of
gestations and gene expression analyses would be required to test these hypotheses and further

understand molecular mechanisms causing the death of homozygous mutants.

Finally, mutations affecting genes belonging to the purine de novo and salvage synthesis pathways are
investigated as potential candidates for severe metabolic disorders in humans, which are supposed to
cause prenatal or early death in their most severe and hardly detectable forms (Baresova et al., 2016).
Interestingly, we have found in the human Exome Aggregation Consortium (ExAC) database the same
p.R1205C substitution in the PFAS protein (GRCh37/hg19; Chrl17:8172081C>T; Lek et al., 2016),
which segregates at a very low frequency in European and Asian populations (4 alleles over 117110
observed; no homozygote). Thus, the discovery of this recessive lethal candidate mutation in
Montbeliard cattle provides an interesting model to investigate a potential effect of PFAS mutations in

pregnancy and embryonic development in humans.

CONCLUSION

Combining genome scan for homozygous haplotype deficiency with whole genome sequence data
analysis is a powerful approach for quickly identifying embryonic lethal mutations. However, it is of
primary importance to statistically confirm the perfect linkage between the candidate mutations
identified and the embryonic lethal phenotype by genotyping large populations. Here, after eliminating
a previous candidate mutation in the SHBG gene, and analyzing new WGS data, we propose a strong
candidate mutation (9.28511199C>T, PFAS p.R1205C) for recessive embryonic lethality associated
with the MH1 haplotype in Montbeliarde dairy cattle. The absence of homozygous mutants among tens
of thousands of genotyped animals, the perfect conservation of the affected residue among eukaryotes,
and the critical function of PFAS and of the de novo purine synthesis pathway are convincing arguments
of its embryonic lethal effect. This discovery provides the optimal tool to carry out an efficient selection
against this embryonic lethal defect present at a high frequency in Montbeliarde and, to some extent, in

Simmental dairy cattle.
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Table 1. Association between MH1 status and SHBG p.Q52X genotype

+/+ MH1/+ MH1/MH1 Total
SHBG Q52/Q52 38233 3 0 38236
SHBG Q52/X52 3256 6137 0 9393
SHBG X52/X52 13 229 0 242
Total 41502 6369 0 47871

+/+: Mh1l Non-carriers; +/MH1 and MH1/MHL1: respectively MH1 heterozygous and homozygous

carriers.

Table 2. Genotypes of 20,350 Montbeliard animals for the PFAS variant on the EuroG10K SNP
BeadChip

Genotypes Number Observed Number Expected
PFAS R1205/R1205 17427 17532
PFAS R1205/C1205 2923 2713
PFAS C1205/C1205 0 105

Table 3. Loss in non-return rate in mating at risk

Proportion of mating

Number of matings Loss in

Mating at risk Category at risk at risk co_mpared to all NRR56
matings (%)
Carrier x Daughter Heifer 76 723 4,06 -4,77
of a carrier Cow 193 390 4,51 -4,94
. . Heifer 774 1,49 -11,15
Carrier x Carrier
Cow 797 1,38 -12,58

All losses in NRR56 are significant with P<0.05
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Table 4. Genotypes of seven days old embryos produced from carrier parents

Embryos expected supposing Embryos expected supposing

Genotype Embryos recessive embryonic lethality no recessive embryonic
observed prior 7 days lethality prior 7 days
cC 2 6 4
CT 11 11 9
TT 4 0 4
Total 17 17 17
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Michot et al., Figure 1
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Figure 1. Fine mapping of the MH1-associated embryonic lethal mutation

a. ldentification of recombinant haplotypes in the descendants of BOISLEVIN using Illlumina
BovineSNP50 genotyping data. The black line (respectively dotted line) corresponds to the number of
descendants of BOISLEVIN that are homozygous for large identical by descent segments on the left
(respectively right) side of MH1. Most of these animals carry one copy of the original segment
containing MH1 and a recombining haplotype. b. Diagram of recombining haplotypes HapR1 and
HapR2. These were used to define the critical interval in which the MH1-associated embryonic lethal
mutation should be located. c. Pedigree of the two bulls that have spread HapR1 and HapR2 recombining
haplotypes in the Montbéliarde population. Arrows indicate the first supposed carriers of these

recombining haplotypes.
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a. Association of filtered polymorphisms with MH1 haplotype in the 702 kb critical region. Variants
with a significant p-value (<0.05) are represented in black. The arrow indicates the PFAS deleterious
candidate variant (g.chr19:28511199C>T). Details on variants functional annotations are provided in
Supplementary table 1. b. IGV (integrative genome viewer) screenshot showing sequenced reads
supporting the g.28511199C>T substitution on chromosome 19 in one heterozygous carrier bull. c.
Electrophoregrams from a heterozygous carrier (up) of the g.28511199C>T substitution on chromosome
19 and from a wild type animal (down). This substitution, located in exon 26 of PFAS, is predicted to
result in a p.R1205C amino-acid substitution at the protein level. d. Diagram of the PFAS protein
domains: a PurM-like N-terminal domain (PurM), two AIR synthase-related protein C-terminal domains
(AIR) and the Class I glutamine amidotransferase-like domain (ClassIGIuT). The p.R1205C amino-acid
change is located in a ClassIGIuT domain. PFAS protein features and domains positions were retrieved
from Ensembl and Uniprot. e. Alignment of PFAS orthologs in different species showing a complete

conservation of the p.R1205 amino-acid among eukaryotes.

APPENDIX

Supplementary table 1. Statistics and annotations regarding sequence variants that are the most

associated with the MH1-associated embryonic lethal mutation.

ID: entry code of the sequence variants in dbSNP (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/SNP/);
Conservation: yes indicates that the reference allele is located within a constrained element among 40
eutherian mammals genomes according to Ensembl (http://www.ensembl.org/;

EPO_LOW_COVERAGE) and that this nucleotide is well conserved among species; *: the two different

alleles C and T are observed in various species (e.g. bos taurus, ovis aries and oryctolagus cuniculus for

allele C, and Homo sapiens, Mus musculus, and Canis lupus for allele T).
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CHAPITRE 5 : APPROCHES DE GENETIQUE INVERSE APPLIQUEES A LA

DETECTION DE VARIANTS DELETERES RARES.

La mise en place d’observatoires nationaux pour détecter les émergences d’anomalies génétiques et
I’utilisation des technologies de génotypage et de séquencage a haut débit se sont révélées trés efficaces
pour cartographier et identifier en un temps record nombre de mutations causales. Toutefois cette
approche classique, du phénotype au géne, repose sur la description clinique la plus précise possible
d’animaux jugés anormaux et la disponibilité d’échantillons biologiques. Lorsque les phénotypes ne
sont pas facilement disponibles, cette approche ne peut étre mise en ceuvre. C’est le cas par exemple
quand les phénotypes sont trés peu spécifiques et souvent confondus avec d’autres pathologies courantes
en élevage (p. ex. diarrhée, déficit immunitaire,...) ou bien quand ils sont peu visibles dans les conditions
d’élevage courantes (surdité, cécité,...). C’est également le cas pour les anomalies responsables de morts
précoces au cours de la gestation, qui se traduisent indirectement par une baisse de fertilité a 1’échelle
de la population (voir Chapitre 4). Ces anomalies qui passent inapercues sont sans doute assez

fréquentes méme s’il est difficile d’en apprécier le nombre, du fait du manque d’information.

Pour rechercher et caractériser ces anomalies peu visibles, la stratégie doit donc étre différente. Au lieu
de partir des cas pour remonter au géne, on peut imaginer d’analyser la séquence du génome d’individus
afin de détecter des mutations candidates sur la base de leur annotation et en confirmer le caractere
délétere sur des animaux ciblés, selon une approche dite de « génétique inverse ». Dans ce chapitre,

nous présentons comment une telle approche a été mise en ceuvre dans le cadre de ma thése.
La stratégie d’approche inverse que nous avons mise en place comprend trois étapes (Figure 8):

i) I’identification de variants avec un fort potentiel délétére a partir des données de séquence,

i) le génotypage de ces candidats & grande échelle dans nos populations bovines afin de
sélectionner les plus intéressants et de repérer des animaux d’intérét et enfin,

iii) la caractérisation de I’effet délétére de ces mutations a travers le suivi d’accouplements

entre porteurs et/ou le phénotypage fin des animaux homozygotes génotypés.
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Figure 8 : Stratégie de génétique inverse appliquée a la détection de mutations délétéres chez le

bovin

Nous présenterons ici les résultats et conclusions préliminaires de 1’étude. Suite au retard de mise en
production de la version 4 (v4) de la puce EuroG10K, I’étape de caractérisation fonctionnelle des

variants candidats n’a pu étre réalisée que partiellement.

I. Matériels et méthodes

A. Exploitation des données de séquence de génomes complets
1. Données de séquences, détection et annotation des variants

Pour cette étude, nous avons exploité les séquences de génomes complets de 429 taureaux d’IA de 15
races différentes mises a disposition par le consortium 1000 génomes bovins (« 1000 bull genomes
project ») ainsi que de 115 taureaux d’IA des trois principales races laitiéres francaises (Holstein,
Normande et Montbéliarde) séquencés dans le cadre des projets REPROSEQ et CARTOSEQ.
CARTOSEQ est un projet financé par I’ANR et APIS-GENE, coordonné par 1’équipe G2B, et dont
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I’objectif était la caractérisation de QTL détectés par analyse d’association a grande échelle. Dans ce
projet, les génomes de 67 animaux ont été séquencés. REPROSEQ est un projet financé par APIS-GENE
et coordonné par Allice dont 1’objectif visait & mettre en évidence I’architecture génétique de caractéres
de reproduction par une approche intégrée de cartographie et d’études d’expression. Ce projet a conduit

au séquencage du génome de 48 animaux.

Ces animaux font partie des principaux contributeurs de leurs races et, de ce fait, sont porteurs d’une

grande partie des variations génétiques qui ségrégent aujourd’hui dans ces populations bovines.

Les séguences ont été obtenues a partir de librairies pair-end séquencées sur plateformes Illumina Hiseq
2000 et 2500. Les lectures générées, de 100 paires de bases en moyenne, ont par la suite été alignées a
I’aide du logiciel BWA (Li et Durbin, 2009) sur I’assemblage de référence UMD3.1 du génome bovin.
La couverture moyenne obtenue est d’environ 10x par animal. La détection des variants (SNP et petits
INDELSs) a été réalisée de facon indépendante dans chaque base de données & 1’aide des logiciels
Samtools (Li et al., 2009) pour les séquences du consortium 1000 génomes bovins et Genome Analysis
Tool Kit (GATK) (McKenna et al., 2010) pour les données de séquence frangaises. Les variants ont été
annotés avec le logiciel Variant Effet Predictor ( Ve!P) d’Ensembl (McLaren et al., 2016) et les effets

des substitutions d’acides aminés ont été estimés par le logiciel SIFT (Kumar et al., 2009).
2. Sélection de variants déléteres race-spécifiques

Nous avons cherché a identifier des variants avec un effet potentiellement délétére et ségrégant dans des
races pour lesquelles des génotypes sont réalisés en routine en France dans le cadre de la sélection
génomique. Ceci a restreint ’étude aux grandes races laitiéres frangaises Montbéliarde, Normande et
Holstein ainsi que Brune, dont la sélection génomique a été mise en place récemment, et a deux grandes
races allaitantes francaises, la Charolaise et la Limousine. Nous nous sommes également limités la
détection de variants sur les 29 autosomes afin de restreindre le champ de recherche a la détection

d’anomalies autosomales récessives.

Les données de séquence disponibles ont été filtrées pour sélectionner des SNP et petits InDels bi-
alléliques pour lesquels aucun individu homozygote pour ’all¢le alternatif n’a été observé et qui
ségrégent dans une seule race du jeu de données étudié. Dans le cas de la race Montbéliarde, les animaux
Simmental (N=87) ont été écartés lors de I’application du filtre race-spécifique puisque ces deux races
n’ont divergé que récemment. Ainsi, les variants ségrégant a la fois en Montbéliarde et en Simmental
n’ont pas été exclus de 1’étude. Ensuite nous avons retenu les variants prédits comme ayant un effet
délétere sur les protéines, c'est-a-dire les : (i) gains ou pertes d’un codon stop ; (ii) modifications du
codon initiateur de traduction ; (iii) modifications des sites accepteurs ou donneurs d’épissage ; (iv)
insertions ou délétions induisant un décalage du cadre de lecture lors de la traduction ; (v) substitutions
d’acides aminés prédites comme délétéres par le logiciel SIFT (score <0.05) ; et enfin (vi) les insertions

et délétions d’acides aminés conservant le cadre de lecture (donc multiples de 3 bases).
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Pour limiter les artefacts de séquencage, nous avons exclu les variants avec un score QUAL (qualité de

détection du variant) inférieur a 30.
3. Annotations complémentaires

En plus des annotations Ve!P nous avons eu recours a plusieurs bases de données pour prédire 1’effet
biologique de ces variants. Ainsi, nous nous sommes appuyés sur la base d’annotation de phénotypes
murins Mammalian Phenotype Ontologies accessible en ligne a partie de la base de données du Jackson
Laboratory (Mouse Genome Database, www.informatics.jax.org), la base des syndromes génétiques
humains Online Mendelian Inheritance in Man (OMIM) développée par 1'université John Hopkins
(www.omim.org) ; ainsi que la base des syndromes génétiques chez les animaux domestiques Online

Mendelian Inheritance in Animals (OMIA) de I’université de Sydney (http://omia.angis.org.au).

4. Choix des variants

Le premier filtre appliqué aux données de séquence a isolé plusieurs milliers de variants. Tous ne
pouvant étre intégrés a la puce de génotypage Bovine SNP EuroG10K d’Illumina et testés, nous avons
opéré un choix arbitraire consistant a sélectionner en priorité les types de variants les plus délétéres (gain
de codon stop, décalage du cadre de lecture, sites d’épissage), ainsi que les phénotypes les plus
facilement caractérisables chez les animaux homozygotes et impactant le plus la filiere. Nous avons
ainsi porté plus particulierement notre attention sur des génes dont la mutation est responsable chez
I’homme ou les espéces modeles d’anomalies de la reproduction ; de mortalités embryonnaires, peri ou
post-partum ; ou encore de symptomes dégénératifs d’apparition plus ou moins tardive. Malgré tout,
nous avons également conservé quelques variants affectant des génes de fonction mal connue mais
appartenant & des familles ou voies de génes possédant des fonctions biologiques importantes pour le
développement, le métabolisme ou le maintien de ’organisme afin de participer & 1’annotation

fonctionnelle du génome bovin.

B. Génotypage a grande échelle sur la population

1. Préparation des séquences de variants pour intégration sur la puce de génotypage
IHlumina EuroG10K

Les séquences d’ADN de 100 pb de chaque cdté du variant ont été récupérées a partir de 1’assemblage
de référence bovin UMD3.1 sur le genome browser UCSC (http://genome-euro.ucsc.edu), pour dessiner
les sondes d’ADN permettant le typage des SNP sur la puce [llumina. Chaque sonde est composée d’une
séquence de 50 bases spécifiques du variant, flanquant et se terminant par le variant biallélique étudié.
De cette fagon, les échantillons d’ADN des animaux a génotyper s’hybrident avec 1’une, I’autre ou les

deux versions de la sonde en fonction des alleles portés. Ce procédé est particulierement adapté aux
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variants de type SNP. Il peut aussi étre adapté aux insertions et délétions en testant la premiere base
différant entre alleles au point de cassure, mimant ainsi un variant SNP, en imposant le c6té commun
pour I’amorce. Cette stratégie est possible dés lors qu’une séquence unique et non polymorphe jouxte le

variant teste.
2. Calibration des clusters de génotypes

Les génotypes des individus ont été déterminés a I’aide du logiciel d’analyse Genome Studio®. Il permet
de déterminer automatiquement un génotype pour chaque individu a partir des valeurs d’intensité de
luminescence obtenues en fonction de I’hybridation spécifique de I’ADN aux sondes qui définissent les
deux alleles du SNP. Pour un SNP donné, le logiciel réalise une classification (ou clusters) des
échantillons avec des valeurs d’intensités similaires aux mémes longueurs d’onde et leur attribue un

génotype identique.

Selon les recommandations d’Illumina, une étape de calibration est systématiquement réalisée a ’arrivée
de chaque nouvelle version d’une puce de génotypage en laboratoire. Elle permet de vérifier la qualité
de génotypage de chaque SNP et de définir la position des trois clusters possibles appliquée

automatiguement pour la détermination des génotypes sur les analyses en routine.

Cette étape a été réalisée a partir d’un panel d’individus (N=384) représentatifs des trois génotypes pour
la plupart des marqueurs usuels de la puce. L’algorithme du logiciel Genome Studio® est appliqué dans
un premier temps pour définir une premiére position automatique. Différents points de contrble sont
évalués, et en particulier le call rate par SNP qui donne le nombre de résultats de génotypes obtenus sur
le nombre d’animaux analysés. Si cette valeur est trop faible, elle traduit un défaut de détermination des
génotypes des individus a partir des valeurs d’intensité enregistrées. La cause peut étre une mauvaise
hybridation de la sonde avec ’ADN de I’individu ou bien une mauvaise estimation de la position des
clusters. Lors de la calibration, les SNP avec un call rate trop faible sont retravaillés individuellement
pour définir de meilleurs clusters ou bien les écarter de la suite des analyses si aucune amélioration ne
peut étre apportée. En général, les SNP pour lesquels le call rate est inférieur a 95% apres cette étape

ne sont pas CONServes.

Contrairement aux marqueurs standards de la puce EuroG10K, les variants sélectionnés dans cette étude
sont rares et peu représentés dans le panel d’individus tests. De ce fait, les clusters définis
automatiquement pour ces variants ne sont pas toujours fiables. Ceci entraine un fort taux d’élimination
de SNP d’intérét pour différents projets de recherche a la suite des controles qualité appliqués par le
laboratoire de génotypage. Pour résoudre ce probléme, une seconde étape de calibration des clusters a
été appliquée a partir d’un set beaucoup plus large de 26 400 individus appartenant a 15 races différentes.
Seuls les SNP pour lesquels aucun résultat de génotype n’a été rendu ont été retravaillés manuellement,
soit dans cette étude 364 variants. Nous avons porté une attention particuliére aux SNP pour lesquels

I’un des génotypes était absent. En effet, I’algorithme recherche par défaut trois génotypes et est capable
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d’estimer la position d’un cluster dans le cas ou le génotype serait manquant. Cependant, ces SNP sont
souvent associés a des erreurs d’attribution des génotypes par décalage du cluster des animaux
hétérozygotes. Inversement, si le groupe des homozygotes alternatifs existe mais est décalé par rapport
a sa position théoriquement attendue, le logiciel ne les repére pas et rend un résultat nul ou hétérozygote

pour ces individus.

Les SNP pour lesquels aucune amélioration ne pouvait étre apportée ont été identifiés et écartés de la
suite des analyses. Une derniére vérification a été appliquée sur le call rate par SNP recalculé sur le jeu
d’individus utilisé pour travailler les clusters. De nouveau, les variants associés a chaque race avec un

call rate toujours inférieur a 95% ont été écartes.
3. Génotypes utilisés

L’EuroG10K est la puce utilisée en routine pour la sélection génomique en France (Boichard et al.,
2012b). Les génotypes ont été récupérés pour tous les animaux génotypés dans ce cadre. Il s’agit

principalement de jeunes animaux de moins d’un an.

Pour des raisons techniques, les clusters de génotypes définis sur la version 4 de I’EuroG10K ne sont
pas applicables pour le nouveau design de cette puce (version 5) utilisée depuis janvier 2016. C’est
pourguoi nous avons pris en compte uniquement les résultats de typages réalisés sur la version 4. Les
races Normande, Montbéliarde et Holstein comptent respectivement 8 257, 23 248 et 34 097 analyses
réalisées. Les races Limousine, Charolaise et Brune ont des effectifs plus réduits avec respectivement
247, 975 et 256 typages réalisées. Ces effectifs correspondent au nombre total de typages réalisés sur la
période janvier-octobre 2015 au laboratoire Labogena, le seul laboratoire réalisant le décodage des

marqueurs recherche de I’'INRA.
4. Calculs de fréguences et statistiques appliquées aux résultats de génotypage

Les fréquences alléliques et génotypiques ont été calculées pour chaque SNP et dans chaque race
étudié(e). Le nombre attendu d’animaux a chaque génotype a été estimé selon la loi de Hardy-Weinberg
(HW) ; soit pour deux alléles A, B aux fréquences respectives p et g, et pour N individus génotypés les
fréquences des homozygotes AA et BB sont de p2N et 2N respectivement, et la fréquence des
hétérozygotes est de 2pgN. En premiére approche, 1’effectif observé a été comparé a 1’effectif théorique

par un test de x2, avec un seuil de significativité o fixé a 5%.
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Il. Résultats et discussions

A. Variants déléteres races-spécifiques aprés filtre des données de

séquences

A partir des données de séquence, nous avons isolé 9374 variants potentiellement délétéres, spécifiques
a I'une des six races étudiées et pour lesquels aucun homozygote a ’allele alternatif n’a été identifié
parmi I’ensemble des animaux séquencés (Tableau 5). La majorité de ce set est constitué de SNP (entre
92 et 100% des variants choisis en fonction de la race). Le nhombre de variants par race augmente en
fonction du nombre d’individus séquencés. En effet, plus on dispose d’individus séquencés, plus on
capte les variations rares du génome. Ce nombre varie de 327 variants pour la race Charolaise avec le
plus petit effectif d’animaux séquencés (N=8) a prés de 6000 variants pour la race Holstein avec
effectif le plus élevé (N=120). Plus de 65% (N=6153) des variants isolés ont été identifiés chez un seul
porteur et jusqu'a 38 individus pour les variants restants (Figure 9). Sur les 491 animaux séquencés, les
fréquences alléligues sont inférieures a 5% et méme inférieures a 1% pour 98% des variants sélectionnés.

Cette base de variants est donc constituée en majorité de variants rares chez le bovin.

En ce qui concerne leur nature, ces variants délétéres se répartissent comme suit : 82% (N=7685) de
substitutions d’acides aminés, 9,3% (N=871) de codons stop, 5,5% (N=511) de sites donneurs ou
accepteurs d’épissage et 2,2% (N=203) d’insertions ou délétions induisant un décalage du cadre de
lecture (Tableau 6). Le reste est constitué de variants affectant le codon initiateur ou le codon stop de la
protéine et d’insertions ou délétions d’acides aminés sans décalage du cadre de lecture de la synthése

protéique.
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Tableau 5 : Variants races-spécifiques sans homozygotes pour I’alléle alternatif dans les données

de séquence

Brune Charolaise Holstein Limousine Montbéliarde Normande Total
INprEn 1D v Pzt 43 120 25 19 238
séquencés
Nombre d’INDEL 75 133 10 32 310
(proportion) (7,3%) (2,3%) (1,1%) (7,9%) (7,5%) (3.3%)
Nombre de SNP 942 326 5831 885 397 9064
(proportion) (92,7%) (100%) (97,7%) (98,9%) (92 ,1%) (92.5%)  (96.7%)
Total 1017 327 5964 895 429 9374
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Figure 9: Distribution des variants en fonction du nombre d’animaux porteurs
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Tableau 6. Distribution des variants hétérozygotes selon leur conséquence sur la protéine.

Brune Charolaise  Holstein Limousine Montbéliarde ~ Normande  Total
Substitution délétére 871 287 4803 758 599 367 7685
Gain d’un codon stop 49 25 666 59 54 18 871
Modification d’un site
d’épissage 9 5 135 31 19 7 206
Accepteur
Donneur 21 7 227 36 10 4 305
InDel modifiant le cadre de 43 1 85 9 45 20 203
lecture
InDel conservant le cadre de 19 30 1 10 10 70
lecture
Modification du codon 3 2 10 3 2 20
initiateur
Perte du codon stop 2 8 1 2 1 14
Total 1017 327 5964 895 742 429 9374

Au total, 6433 génes sont affectés par au moins un variant, certains pouvant étre concernés par plusieurs
variants identifiés dans une ou plusieurs races. Environ 14,5% (N=935) de ces genes codent pour une
protéine non caractérisée ou un récepteur olfactif, soit 1306 variants sur les 9374 filtrés (entre 10 et 30%
des variants hétérozygotes de chaque race). Le génome bovin contient environ un millier de séquences
identifiées correspondant a des récepteurs olfactifs (Lee et al., 2013) qui contiennent souvent de
nombreuses variations avec un enrichissement en mutations délétéres (Das et al., 2015). Le nombre de
variations dans ces familles de récepteurs olfactifs que nous identifions en ciblant les variants déléteres

semble cohérent.

Les genes codant pour des protéines non caractérisées ou des récepteurs olfactifs possedent peu
d’informations phénotypiques et fonctionnelles qui permettraient une comparaison avec d’autres
espéces. De facon similaire a ce qui se pratique chez la souris par exemple, 1’étude de ces variations par
une approche inverse pourrait permettre d’améliorer I’annotation de la fonction de ces génes. Cependant
cela suppose un dispositif de phénotypage complet et trés large sur les animaux. Nous avons fait le choix

d’écarter les variants concernés pour la suite de I’analyse afin de faciliter la recherche de phénotypes.

Dans la liste des génes affectés par nos variants et dont la fonction est connue, 1045 genes sont associés
a au moins un syndrome génétique humain (www.omim.org) et 159 génes sont associés a au moins une
anomalie génétique chez les espéces domestiques (www.omia.org). Cinquante-deux génes (98 variants)
ont déja été associés a un syndrome génétique chez le bovin. Cependant, seulement quelques variants

correspondent aux mutations candidates identifiées dans ces génes.

Ainsi, nous avons retrouvé les mutations associées aux QTL de mortalité embryonnaire HH1, HH3 et
HH4 en race Holstein (respectivement APAF1 p.Q581X, SMC2 p.F1305S et GART p.N290T), ainsi que

92



les mutations SHBG p.Q52X et PFAS p.R1205C associées au QTL de mortalité embryonnaire MH1 en
race Montbéliarde (Fritz et al., 2013 ; Daetwyler et al., 2014 ; Michot et al., submitted). Nous avons
également retrouvé les mutations causales impliquées dans deux syndromes récessifs létaux : OPA3
p.Q115X responsable d’une cardiomyopathie en race Holstein (Owczarek-Lipska et al., 2011) et la
substitution SPAST p.R560Q impliguée dans le syndrome de démyélinisation de la moelle épiniére
(SMD) en race Brune (Thomsen et al., 2010) et enfin en race Charolaise, la mutation d’intérét
agronomique dans le géne de la myostatin (MSTN p.Q204X) associée a I’hypertrophie musculaire
(Grobet et al., 1998).

A T’exception de I’hypertrophie musculaire, toutes ces mutations sont récessives, race-spécifiques et
génerent un phénotype Iétal. Les retrouver « a ’aveugle » parmi les taureaux fondateurs séquencés, dont
on connait le statut porteur, constitue un point de contr6le positif pour le filtre que nous avons appliqué

aux données.

Cependant, nous nous attendions a détecter également les mutations pour au moins deux autres
anomalies récessives race-spécifiques : les mutations dans les transporteurs membranaires SCL35A3
(9.chr3:43,412,427C>A ; p.V180F) et SLC37A2 (g.chr29:28,879,810C>T ; p.R12X) responsables
respectivement des syndromes de complex vertebral malformation (CVM) en race Holstein (Thomsen
et al., 2006) et de mortalité embryonnaire associée a 1’haplotype MH2 en race Montbéliarde (Fritz et
al., 2013). Nous sommes retournés aux données de séquences et avons identifié deux taureaux porteurs
de ces mutations dans d’autres races : un taureau Normand porteur de la mutation associée & MH2 et un
taureau Angus porteur de la mutation associée a CVM. Pour le taureau de race Normande, dont nous
disposions des fichiers bam, nous avons vérifié la qualité de couverture de cette position a I’aide du
logiciel de visualisation graphigue Integrative Genome Viewer (Figure 10). La visualisation de la
mutation sous IGV montre qu’une seule lecture contre dix supporte 1’alléle de référence et que le variant
est identifié sur la fin de cette lecture. Ces observations confirment clairement que le variant identifié
par GATK pour ce taureau Normand est un artéfact de séquencage. La méme vérification n’a pas pu
étre effectuée pour CVM. Le taureau de race Angus peut également avoir été déclaré porteur du fait
d’une erreur de séquengage. Il faut aussi envisager qu’il soit réellement porteur suite & un croisement

avec la race Holstein qui ne serait pas connu dans le pedigree.

Nous n’avons pas pris en compte la possibilité¢ d’erreur de génotypes dans la construction de nos filtres
d’exploitation des données de séquences. Ces deux discordances montrent que nous aurions d0 intégrer
une notion de qualité de génotypes pour chaque individu considéré. De ce fait, la liste de variants
présentée précédemment est non-exhaustive et nous sommes peut-étre passés a cOté de certaines

mutations d’intérét.
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Figure 10. Visualisation IGV (Integrative Genome Viewer) de la mutation candidate SLC37A2

9.chr29:28,879,810 C>T associée a I’haplotype de mortalité embryonnaire MH?2.

B. Variants intégrés a la puce EuroG10K et qualité de génotypage

L’objectif principal de cette étude était d’identifier parmi les variants de la séquence ceux
potentiellement délétéres et de confirmer leur effet sur les animaux présents en ferme. Ceci nécessite
d’identifier les animaux homozygotes mutants. Pour cela nous avons intégré des variants d’intérét,
sélectionnés a partir de la liste établie précédemment, sur la puce de génotypage lllumina EuroG10K et
réalisé un génotypage a grande échelle sur les animaux analysés chaque année dans le cadre de la
sélection génomique frangaise. Cette stratégie permet d’accumuler rapidement une grande quantité de
données de typages dans la population tout en ayant accés pour ces individus aux informations de
pedigree, de génotypes élaborés (génotypes 50k imputés et phasés) et par la suite de phénotypes
lorsqu’ils entreront en production. Cependant nous avons rencontré un certain nombre de difficultés,
non envisagées au début du projet qui ont impacté la récupération et I’analyse des données de typage.
Nous avons choisi de les exposer dans ce paragraphe qui détaille les SNP retenus et les points techniques

critiques rencontrés dans ce projet.

1. Variations candidates sélectionnées pour un génotypage a grande échelle

Nous avons basé nos critéres de sélection sur 1’annotation fonctionnelle des genes et les phénotypes
observés dans d’autres espéces (voir méthodes). Nous avons retenu 809 variants dont 16% (N=116)

génerent une perte de fonction et 84% (N=684) une substitution délétére d’un acide aminé (
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Tableau 7).

Ces variants candidats touchent 657 geénes différents, dont 46% (N=303 génes, 388 variants) sont
associeés au moins une fois a un phénotype murin Iétal (embryonnaire, néonatal ou postnatal) ou de
fertilité. Ce sont des variants pour lesquels nous nous attendons en priorité a observer un déficit en
homozygotes a partir des résultats de génotypage. Un faible pourcentage d’entre eux a été perdu lors de
la confection des puces de génotypage par ILLUMINA. En effet, certaines sondes d’oligonucléotides

ne peuvent étre synthétisées et incluses sur la puce.

Au final, 3% (N=25) des variants proposés ont été perdus et 784 variants sur les 809 proposés ont

réellement été génotypés sur la puce.

Tableau 7: Distribution des variants retenus pour génotypage sur puce a SNP en fonction de leur

effet fonctionnel prédit sur la protéine et de la race dans laquelle ils ont été identifiés

Brune  Charolaise Holstein Limousine Montbéliarde  Normande Total
Substitution 149 53 176 85 133 88 684
Gain de codon stop 10 4 21 9 1 7 52
Décalage du cadre 2 8 3 9 22
lecture
Modification 1 2 28 4 7 42
épissage
Modification codon 2 1 1 1 4
initiateur/codon stop
InDels avec 2 1 1 1 5
conservation cadre
de lecture
Total 166 60 235 102 152 95 809

2. Elimination des SNP pour échec au génotypage

Un des points critiques de cette étude a été de s’assurer de la fiabilité des génotypes déterminés pour un
individu. En nous appuyant principalement sur le call rate et les étapes de définition des clusters de
génotypes, nous avons identifié au total 239 variants pour lesquels nous considérons que les résultats de
génotypage ne sont pas fiables : soit 59 pour lesquels les clusters de génotypes ne peuvent pas étre

définis et 180 pour lesquels le call rate par SNP reste inférieur a 95% (Figure 11).

Parmi ces 180 variants, la majorité est constituée de variants dont les clusters n’ont pas été retravaillés
en seconde intention. Si I’on exclut toute erreur de récupération des données de typage, ceci constitue
une autre évidence que la définition des clusters de génotypes aurait d0 étre revue sur I’ensemble des
variants. Au final pour chaque race étudiée, cela représente entre 23 et 38% de perte par rapport aux

variants sélectionnés au départ.
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2. Design Illumina
Pertes n=25/810

3. Veérification des
clusters de génotypes
Echecs complets
n=59/785

4. Filtre call rate
> 95%

> [0)
Retrait 180 variants / 726 Call rate SNP > 95%

N=546

Figure 11: Etapes de sélection et filtres appliqués aux variants aprés analyse des résultats de
génotypage

3. Vérification de la cohérence de I’annotation entre Ensembl et UCSC

Au cours de I’étude des typages, les résultats de quelques variants particuliers nous ont mis sur la piste
de variants dont I’annotation réalisée sur la base des transcrits prédits par Ensembl était inexacte. Par
exemple, le variant g. chr1:264710G>T, une substitution d’un acide aminé affecte le géne Chromobox
protein 3 (CBX3) candidat intéressant de par son association chez la souris avec un phénotype de
mortalité embryonnaire ainsi que des problemes de fertilité chez le male. Il ségrégerait en race
Montbéliarde avec une fréquence de 2% et présenterait un déficit significatif en individus homozygotes
attendus pour ’allele alternatif. Cependant, nous avons identifié¢ une incohérence sur la localisation de
CBX3 entre les différentes bases de données d’annotation du génome. UCSC et RefSeq (NCBI) placent
ce géne sur le chromosome 4 (Chr4:70184737-70195742) alors que Ensembl prédit un transcrit codant
sur le chromosome 1 et un pseudo-géne aux positions du chromosome 4. La présence sur le génome de
deux copies de ce géne impacte les résultats de génotypage de la variation. L’une des copies portant
toujours 1’allele de référence, celui-ci est toujours détecté de sorte que I’on n’observe que des individus

homozygotes pour I’all¢le de référence et hétérozygotes.
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A partir de cet exemple, nous avons choisi de comparer & nouveau toutes les positions testées par
génotypage avec les annotations Ensembl et la position du géne sur UCSC. Les 25 variants pour lesquels

nous avons identifié ce type d’incohérence ont été écartés.

C. Premiere analyse des résultats de typage et identification de mutations

candidates dans les trois grandes races laitieres francaises

L’objectif de cette étude de génétique inverse était de détecter a partir de données de séquence des
mutations candidates responsables d’anomalies encore non détectées dans les populations bovines. Nous
avons sélectionné des variants sur la base de la fonction du gene qui pourraient avoir un réel effet
délétére sur le phénotype des individus porteurs (mortalité embryonnaire, juvénile, animaux anormaux
...). Les animaux pour lesquels nous disposons de génotypes sont issus de la population bovine frangaise
et sont génotypés dans le cadre de la sélection génomique. Ils constituent donc des individus a priori en
bonne santé lors de la réalisation du prélévement. L’observation d’un déficit traduit des animaux absents

ou non sélectionnés pour le génotypage et potentiellement atteints d’une anomalie.

Nous avons donc étudié dans un premier temps la distribution de génotypes sur les différentes
populations génotypées pour identifier des mutations candidates dont I’effet fonctionnel pourrait étre
caractérisé par la suite. Le nombre de typages accumulé étant trop faible dans les races Brune, Limousine
et Charolaise, nous avons fait le choix de ne présenter que les résultats sur les variants étudiés dans les
races Montbéliarde, Normande et Holstein. Chaque variant a été étudié a partir des résultats de typage

de la race dans laquelle il a été sélectionné.
1. Etude générale des fréquences alléliques : un taux élevé de SNP monomorphes

L’alléle alternatif délétére n’a pas été observé pour 32% des variants (N=95/306), soit respectivement
5, 33 et 57 variants monomorphes sur les données de génotypage des races Normande, Montbéliarde et
Holstein (Tableau 8). Ces variants monomorphes sont probablement de fausses variations (ou faux-
positifs) détectées dans les données de séquence. Elles sont liées a des artéfacts de séquencage ou des
erreurs d’alignement des lectures sur le génome de référence (régions répétées ou hautement

polymorphes) (Nielsen et al., 2011).

Le taux de faux positifs est également plus élevé lorsque la couverture de séquencgage des individus est
faible et que la détection est supportée par un seul individu, ce qui est le cas pour la majorité des variants
de cette étude. En moyenne, les taux de faux positifs rapportés dans des études similaires se situent entre
de 5 et 10% (MacArthur et al., 2012 ; Das et al., 2015 ;). Avec 32% nous avons un enrichissement en

fausses variations dans notre sélection de variants.

Pour limiter les faux positifs parmi les variants sélectionnés, nous aurions pu appliquer des points de

contrdles supplémentaires. Par exemple nous aurions pu écarter les variations avec un nombre de
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lectures supportant 1’allele alternatif trop faible et/ou fixer un nombre minimal de porteurs observés dans
le jeu de données. Cependant, le risque sur des couvertures de séquencage faibles est d’écarter des

variants rares avec un intérét potentiel, ce que nous avons cherché a éviter.

Tableau 8: Distribution des variants en fonction de leur fréquence parmi les typages des individus

de race Normande, Montbéliarde et Holstein.

Montbéliarde Normande Holstein
Monomorphes 33 (38%) 5 (7%) 57 (39%)
<1% 12 (14%) 7 (10%) 40 (27%)
1-5% 26 (30%) 30 (42%) 34 (23%)
5-10% 12 (14%) 23 (32%) 12 (8%)
>10% 4 (5%) 6 (8%) 4 (3%)
Total 87 71 147

Pour I’étude de ces variants rares, il est nécessaire de disposer d’un grand nombre d’individus génotypés
de fagon a distinguer un déficit significatif en homozygotes, si celui-ci existe. Les effectifs disponibles
au moment de cette étude ne permettent pas d’apporter une interprétation aux résultats de typage des
SNP trop rares. C’est pourquoi nous ne détaillerons pas ici les variants dont la fréquence est inférieure
a 1% sur la base des animaux génotypés. Toutefois, ces variants seront étudiés dans le cadre d’études
faisant suite a cette thése, avec 1’ajout de nouveaux génotypes, le développement de tests spécifiques
sur haplotype et I’imputation des génotypes pour ces mutations sur la population génotypée

précédemment avec la puce BovineSNP50.
2. Analyse des polymorphismes sans homozygotes pour Ualléle alternatif

Sur les polymorphismes étudiés avec une fréquence supérieure a 1%, nous observons seulement six
polymorphismes sans homozygotes pour 1’all¢le alternatif délétere dans la race dans laquelle ils ont été
choisis (Tableau 9). Parmi eux, seul le SNP chrll :72399397T>C, ségrégant a une fréquence de 3,5%
en race Normande, possede un déficit significatif en homozygotes pour 1’allé¢le alternatif (0 vs 9 ; p-
value= 2.8x107%). Ce SNP génére une substitution d’un acide aminé dans la protéine multifonctionnelle
CAD (p.Y452C). Elle assure chez les animaux trois activités enzymatiques, Carbamoyl-Phosphate
Synthetase 2 (CSP2), Aspartate Transcarbamylase (ATC-ase) et Dihydroorotase (DHO-ase), qui sont
nécessaires a la réalisation des trois premieres étapes de la voie de synthése de novo des pyrimidines
(Grande-Garcia et al., 2014). Ici, I’acide aminé substitué est situé dans le premier domaine a activité

CSP-ase de CAD. 1l est totalement conservé chez 1’ensemble des vertébrés, ainsi que dans la protéine
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mitochondriale paralogue CSP. Ceci suggére une contrainte évolutive forte pour I’activit¢ CPS-ase de

I’enzyme (Figure 12).

Tableau 9: Variants potentiellement délétéres avec une absence d’homozygotes sur les animaux

disposant d’un génotype

Race Chr  Position Géne Ref /Alt  Conséquence  MAF  Typages OBS ATT p-value
(%) (AIVAIY)  (AlVAIL)

NO 19 41557859 KRT24 CIT p.E460K 1,03 5673 0 1 0,8821
13 62409209 ASXL1 CIT p.T600M 1,14 5687 0 1 0,7680
14 60995448  ZFPM2 G/C p.P569R 2,44 7572 0 5 0,0519
11 72399397 CAD T/C p.Y452C 3,50 7571 0 9 0,0028

MO 8 105106696 COL27A1 CIT p.R121C 1,07 20746 0 2 0,215
24 7434109 RTTN CIT p.S706L 1,11 20744 0 3 0,192

NO : Normande, MO : Montbéliarde, MAF : fréquence de I’alléle alternatif, OBS(Alt/Atl) : nombre d’homozygotes alternatifs
observés, ATT(AIt/Alt) : nombre d’homozygotes alternatifs attendus.

Plusieurs mutations délétéres dans les génes des voies de biosynthése de novo des purines et pyrimidines,

molécules essentielles dans de plusieurs métabolismes cellulaires, ont déja été identifiées comme

responsables de mortalité embryonnaire chez le bovin (les génes GART et PFAS pour les purines et le

géne UMPS pour les pyrimidines ; Fritz et al., 2013 ; Michot et al., submitted ; cf. chapitre précédent).

A

p.Y452C

ENSBTAPOOO000237832 B.taurus GLADKVYFLPITPH
ENSOARPO0O000020648 O.aries GLADKVYFLPITPH
ENSSSCPO0O000025052 S.scrofa GLADKVYFLPITPH
ENSPOO000264705 H.sapiens GLADKVYFLPITPH
ENSGGOPOO0O00011355% G.gorilla GLADKVYFLPITPH
ENSFCAPOO0O00014049 F.catus GLADKVYFLPITPH
ENSCAFPO0O000007145 C.lupus GLADKVYFLPITPH
ENSLAFPOO000010253 L.africana GLADKVYFLPITPH
ENSPVAPOOOO0014286 P.vampyrus GLADKVYEFLPITPH
ENSMUSPOO0O000137732 M.musculus GLADKVYFLPITLH
ENSQOCUP0O0000014613 O.cuniculus GLADKVYEFLPITPH
ENSETEPOOO0000802% E.telfairi GLADKVYFLPITPH
ENSSHAPOO000014754 S.harrisii GLADKVYFLPITPH
ENSMEUPOO000012652 M.eugenii GLADKVYFLPITPH
ENSOANPOO0O00006221 O.anatinus GLADKVYFLPITPH
ENSDARPOO0O00069746 D.renio GLADKVYFLPITPE
ENSGALPO0O000026615 G.gallus GLADKVYFLPITPE
ENSTGUPOO000014953 T.guttata GLADKVYFLPITPE
ENSXETPOO000035815% ¥.tropicalis GLADKVYFLPITPE
ENSLACPOO000013150 L.chalumnzae GLADKVYEFLPITPE
ENSACAPOO000000002 A.carclinensis GLADKVYFLEITED

KEFARKEA A X EX X .
CAD FENSBTAPO0O000023783 GL--ADKVYFLPITPH

CSP1 ENSBTAPO0000022158

GLKQADTVYFLPITPQ
hk Kk k kkk Ak hkk

Figure 12: Conservation de acide aminé p.Y452 dans le géne CAD.

A. Alignement des séquences protéiques chez les vertébrés.
B. Alignement entre CAD et son paralogue CSP1 chez le bovin.
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Sur la méme voie que CAD, nous pouvons souligner le géne codant pour I’uridine monophosphate
synthase (UMPS) qui intervient dans les deux derniéres étapes de la biosynthése. Une mutation faux-
sens de ce géne est responsable du syndrome de déficience de cette enzyme en en race Holstein qui est
1étal a 1’état embryonnaire pour les individus homozygotes mutés (OMIA 000262-9913 ; Schwenger et
al., 1993). L’importance de CAD a également été récemment démontrée chez I’homme ot des mutations
de ce géne sont mises en cause dans un syndrome congénital sévére de défauts de la glycosylation (NG
et al., 2015). En parall¢le, au cours d’une mise a jour de 1’étude des haplotypes en déficit en
homozygotes, le polymorphisme CAD g. chr11:72399397T>C a été identifié comme seule mutation
candidate associée a un nouvel haplotype en déficit complet détecté sur le chromosome 11 en race
Normande (Fritz S et Capitan A, communication personnelle). Retrouver le méme résultat par deux
approches complémentaires confirme le polymorphisme dans CAD en tant que nouvelle mutation
récessive létale ségrégant en race Normande. Le polymorphisme CAD g. Chrll :72399397T>C

constitue le seul résultat significatif sur cette premiere étude.

Cependant, trois autres variants sans homozygotes et avec un léger déficit seraient des candidats
potentiels. Ce sont les SNP ¢.chr8:105106696C>T et g.chr 24:7434109C>T en race Montbéliarde pour
lesquels nous n’observons aucun homozygote alternatif contre 3 attendus, ainsi que le SNP g.
chr14:60995448G>C étudié en race Normande avec 0 homozygote observé contre 5 homozygotes
attendus (p-value=0.0519). lls sont situés respectivement dans les génes codant pour la chaine alpha 1
de la fibre de collagene de type XXVII (COL27Al), la rotatine (RTTN) et la zinc finger protein
(ZFPM2), impliqués dans des fonctions biologiques importantes et déja associés a des phénotypes

déléteres sévéres chez I’homme, la souris ou le bovin.

En effet, COL27AL1 intervient au niveau du développement des os et du cartilage et il est associé chez
I’homme au syndrome de Steel, une forme récessive d’osteochondrodysplasie (Gonzaga-Jauregui,
2015). RTTN appartient a la cascade de génes régulant la mise en place de I’axe bilatéral lors du
développement embryonnaire chez les vertébrés. Il est associé au syndrome humain de polymicrogyrie,
une anomalie de développement du cortex cérébral qui se caractérise par une microcéphalie
accompagnée d’un retard mental et de développement (OMIM 614833, Kheradmand et al., 2012 ;
Shamseldin et al., 2015). Enfin, le géne ZFPM2 est un facteur de transcription qui régule la
morphogenese cardiaque. Il est associé chez la souris & une mortalité embryonnaire liée & des anomalies
du développement du systéme cardiovasculaire et impliqué chez I’homme dans les syndromes de

Tétralogie de Fallot et d’hernies congénitales du diaphragme (OMIM 610187, Tevosian et al., 2000).

Compte tenu des phénotypes sévéres associés a ces trois génes, I’augmentation du nombre de typages
et les typages d’individus nés d’accouplements a risques nous permettront de confirmer ou infirmer le

déficit en homozygotes suppose.
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3. Polymorphismes avec un déficit partiel en homozygotes

Sur les trois races étudiées, 139 variants avec une MAF >1% ont été observés avec au moins 1
homozygote pour I’all¢le alternatif. Nous supposons les animaux génotypés en bonne santé (apparente)
au moment de la réalisation du préléevement biologique pour le génotypage. De ce fait, ce résultat
suggeére que ces polymorphismes n’ont pas ou peu d’effet délétére comparé au phénotype
potentiellement attendu. C’est en particulier le cas pour les génes associés & un phénotype létal chez la

souris ou une anomalie génétique sévére chez I’homme ou une autre espéce.

Parmi ces polymorphismes, nous avons identifié 25 variants avec un déficit partiel significatif en
homozygotes pour 1’allele alternatif et un écart plus ou moins grand par rapport aux proportions de
génotypes attendues (entre 9 et 89 % de différences) (Tableau 10). La détection de ce type de variants a
également été rapportée par Charlier et al., (2016). Le déficit partiel suggere que 1’alléle alternatif prédit
délétére n’est pas létal, mais que les homozygotes sont tout de méme soumis a un effet de contre

sélection, ce qui en fait des cibles privilégiées d’étude.

L’interprétation que nous pouvons faire de ces polymorphismes reste assez diverse. Malgré les
précautions prises pour conserver des variants fiables, il est possible que le déséquilibre provienne
d’erreurs de génotypage. Elles entrainent une mauvaise attribution des génotypes des individus, ce qui
biaise les fréquences observées. Généralement, le test d’équilibre de HW est utilisé pour écarter les
marqueurs avec ce profil, en particulier pour les variants avec une fréquence élevée pour I’alléle
alternatif. Dans nos données, ce sont ces variants qui ont en proportion les plus faibles différences
observées avec un effet significatif probablement lié aux fréquences élevées (par exemple le variant

dans le gene HMCN1 avec une fréquence de 28%).

Nous envisageons également une association forte avec un alléle trés délétere proche, responsable par
exemple d’une anomalie génétique déja identifiée ou non. Ce cas de figure pourrait expliquer le déficit
observé de 1 homozygote contre 9 attendus pour le variant g.chr21:20898337G>C situé dans le gene
MFGES8 (milk fat globule-EGF factor 8) ségrégant en race Holstein. Nous avons sélectionné ce variant
« a I’aveugle » de par son association avec un phénotype de fertilité chez la souris. Cependant, ce SNP
est proche de la délétion g.chr21 :21184870 21188198del située dans le géne Fanconi Anemia
Complementation Group | (FANC1 ; p.V877Lf{s27X*) responsable de ’anomalie Brachyspina (Charlier
et al.,2012). L’allele délétére du variant de MFGES est probablement en déséquilibre de liaison avec la
délétion du géne FANCI, ce qui induit le déficit en individus homozygotes observés (Fritz et al.,2013).
La méme hypothese pourrait étre appliquée au SNP g. chr6 : 68035610C>T situé dans le géne CORIN
et proche de I’haplotype de mortalité embryonnaire MH5 (chr6 :73,3-74,4 Mb ; Fritz et al., 2013). Dans

ce cas, I’association reste a explorer et n’exclut pas un effet délétére du variant.
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On peut aussi envisager une association avec un QTL ayant un effet défavorable sur un caractére de
production, ce qui entrainerait une élimination des individus homozygotes. Un exemple de ce type serait
le variant g. chrl4 :9483691 G>A en race Montbéliarde et situé dans le géne de la Thyroglobuline (TG),
un précurseur des hormones thyroidiennes T3 et T4. Ce géne est associé a I’anomalie génétique du
gonflement de la glande thyroidienne (« goitre ») chez le bovin mais également proposé comme géne
candidat associé a des QTL de croissance et de conformation dans les races allaitantes (CattleQTLdb :

http://www.animalgenome.org ; Ribeca et al., 2013).

Enfin, on peut imaginer que les mutations ont bien un effet délétere mais associé a une pénétrance
incompléte ou a une apparition tardive des symptomes, ou tout du moins postérieure au prélévement
pour la sélection génomique. A ce titre, les variants avec moins de 50% d’homozygotes observés par
rapport a I’attendu sont des candidats particuliérement intéressants: par exemple les variants SCL16A4
(p.R245X) et ABCA4 (p.W273X) en race Normande, ainsi que le géne FREM1 (p. R1131X) en race

Holstein.

Dans le cas des autres variants avec homozygotes, il est possible que la mutation ait un effet sans impact
sur la carriere des animaux (par exemple une variation de coloration) ou, la encore, que les symptdémes
apparaissent plus tardivement dans la vie de I’animal. Leur impact est faible sur la filiere, comme nous
I’avons décrit pour la mutation de RP1 induisant une perte progressive de vision en race Normande (voir
chapitre 6 ; Michot et al., 2016). Cependant, caractériser ces mutations permettrait d’améliorer
I’information sur la fonction des génes bovins. Pour cela, il sera nécessaire d’établir un examen clinique

approfondi des individus homozygotes pour ces mutations. .
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Tableau 10: Variants potentiellement délétéres avec un déficit partiel en homozygotes.

Race | Chr | Position Gene Ref/Alt Conséquence MAF(0) | Typages | OBS (Alt/Alt) | THEO (Alt/Alt) | DIFF p-value
MO 5 28508756 | SLC4A8 CIT p.A429V 3,0 20733 7 19 -63% | 7,54E-03
1 20798583 USP25 CIT p.R23Q 31 20744 11 20 -46% 4,51E-02
6 68035610 | CORIN CIT p.D273N 4,4 20729 22 40 -45% | 4,13E-03
24 | 45847563 | SLC14A2 GIA p.vV612M 49 20742 28 50 -44% 1,51E-03
13 | 61925492 | FOXS1 G/A p.A28V 583 20741 33 58 -43% | 8,09E-04
13 | 39533047 | SLC24A3 | G/A p.A56T 37 20742 17 28 -39% | 4,09E-02
6 57250328 | ARAP2 CIT p.M253I 6,5 20738 55 88 -38% | 1,83E-04
14 9483691 TG G/IA p.A1046V 53 16072 31 46 -32% 2,44E-02
21 | 47361830 | SLC25A21| CT/C Site accepteur épissage 7,0 16064 54 79 -32% | 2,79E-03
23 7328421 | SLC39A7 | GIA Site donneur épissage 8,1 20710 93 135 -31% | 1,13E-04
28 | 28008574 | CDH23 T/IG p.vV878G 81 16073 81 105 -23% | 1,36E-02
11 31111605 FSHR G/IA p.R484C 16,3 16073 370 425 -13% 1,45E-03
NO 8 33169184 | SLC16A4 | CIT p.R245X 4.8 7574 7 18 -60% | 1,10E-02
24 | 25915691 | DSG2 GIC p.P990R 4,0 7571 5 12 -60% | 4,04E-02
& 49584965 | ABCA4 G/A p-W273X 47 7572 8 17 -53% 2,84E-02
16 75356912 | DIEXF CIT p.G479E 6,3 7574 18 30 -41% 2,18E-02
28 | 27685674 | SLC39A3 | C/IA p.R54L 6,3 7572 18 30 -41% | 2,48E-02
2 107907622 | ANKZF1 CIT p.R628W 6,1 7568 18 28 -36% 4,86E-02
& 33324979 | KCNC4 CIG p.R13P 11,6 7557 81 103 -21% 1,70E-02
16 | 68684721 | HMCN1 CIT p.R4732W 28,9 7568 579 635 -9% 1,83E-03
HO 21 | 20898337 | MFGES8 GIC p.R177G 1,7 30959 1 9 -89% | 9,00E-03
15 35646375 | ABCCS8 CIT p.R1582C 2,0 30962 4 12 -68% 2,17E-02
8 29433977 | FREM1 CIT p.R1131X 25 30966 10 19 -48% | 2,86E-02
3 | 49669134 | ABCA4 CIG p.H1836D 58 30961 84 105 -20% | 3,39E-02
29 | 44107876 | SLC22A20| CIT p.A429V 14,8 23216 440 506 -13% 6,42E-04

NO : Normande, MO : Montbéliarde, HO : Holstein, MAF : fréquence de I’alléle alternatif, OBS(AIlt/Atl) : nombre d’homozygotes alternatifs observés, ATT(Alt/Alt) : nombre d’homozygotes alternatifs attendus.
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I11. Conclusion

Dans ce chapitre nous avons présenté les premiers résultats obtenus par I’application d’une stratégie de
génétique inverse mise en place dans le cadre de ma thése. Cette stratégie qui s’appuie sur I’exploitation
des données de séquence est relativement nouvelle chez le bovin. Son efficacité a déja été démontrée
avec I’identification et la confirmation de sept nouvelles mutations létales a I’état embryonnaire et une
mutation affectant la coloration dans les races Jersiaises, Holstein et Blanc-Bleu Belge (Sartelet et al.,
2015, Charlier et al.,2016).

Bien que notre travail soit inachevé a ce jour, ’exploitation des données de séquence et de génotypage
dans les trois grandes races laitiéres frangaises a mis en évidence une mutation dans le géne CAD (g.
11: 72399397T>C ; p.Y452C) probablement responsable de mortalités embryonnaires en race
Normande. Nous rapportons trois autres mutations qui pourraient étre létales mais dont la fréquence trop
faible sur les données disponibles empéche la validation. Nous identifions aussi plusieurs
polymorphismes d’intérét présentant des déficits partiels, en particulier dans les génes FREMLI,
SLC16A4 et ABCA4, qui seront a étudier en priorité. Cette étude fournit également des informations de
typages pour un grand nombre de polymorphismes qui peuvent étre utiles a d’autres projets menés dans
I’équipe. En particulier, une partie des variants génotypés sur puce ont ét¢ valorisés dans un article de

caractérisation des données de séquencage francaises (voir Boussaha et al.,2016).

Dans I’application de I’approche de génétique inverse, nous envisagions au départ que la principale
difficulté serait la caractérisation phénotypique de certaines mutations chez les animaux, impliquant
d’identifier des animaux homozygotes ou issus d’accouplements a risque sur le terrain. C’est au final le
développement du génotypage de variants rares sur puce a SNP qui nous a pose le plus de problemes et
entrainé un retard dans la réalisation du projet. Cependant, ces contretemps ont montré la nécessité de
s’assurer d’une bonne définition des clusters pour chaque polymorphisme et ont permis de développer
des procédures avec le laboratoire de génotypage pour le traitement des polymorphismes inclus sur les
puces de typage dans le cadre de la recherche. Dans 1’idéal, il faudrait pouvoir retravailler tous les
polymorphismes sur un groupe fermé et suffisamment grand d’individus a chaque nouvelle version de
puce, puis ré-analyser 1’ensemble des individus génotypés. Un autre point concerne le nombre élevé de
variants monomorphes au typage et les erreurs d’annotation des polymorphismes qui ont limité
I’efficacité de notre approche. Ce sont deux points qu’il faudra améliorer au niveau de la construction

des filtres pour I’exploitation des données de séquence.

La caractérisation phénotypique et fonctionnelle des quelques variants candidats identifiés, et plus
particulierement du variant candidat Iétal dans le gene CAD, n’a pas pu étre menée a bien au cours de
ma thése. Elle sera poursuivie dans les prochains mois pour caractériser un effet s’il existe. En parall¢le,

il reste a étudier les typages pour les variants potentiellement délétéres dans les trois autres races
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analysées (Brune, Limousine et Charolaise) et les variants trop peu fréquents en races laitiéres, pour
lesquelles suffisamment d’information devrait avoir été accumulée pour permettre d’effectuer un tri

similaire et repérer des variations avec un intérét potentiel.
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CHAPITRE 6 : APPROCHE DE GENETIQUE INVERSE ET ETUDE DES
VARIANTS DELETERES FREQUENTS DANS LES RACES BOVINES

EUROPEENNES

Au chapitre précédent, nous nous sommes intéressés aux variants déléteres race-spécifiques dont la
fréquence reste généralement faible dans les populations bovines. Cette approche permet d’identifier
des variations létales ou avec un effet trés négatif sur le phénotype des animaux avant que I’anomalie
ne soit identifiée. Cependant elles ne représentent qu’une petite partie de I’ensemble des variants
potentiellement déléteres prédits dans le génome bovin. Dans la prochaine étude, nous avons choisi
d’explorer les conséquences de variants délétéres plus fréquents identifiés a partir des données de

séquence.

Article 3 : Identification d’une mutation ancienne dans le géne RP1 responsable d’une

dégénérescence progressive de la retine chez le bovin

Michot P, Chahory S, Marete A, Grohs C, Dagios D, Donzel E, Aboukadiri A, Deloche MC, Allais-
Bonnet A, Chambrial M, Barbey S, Genestout L, Boussaha M, Danchin-Burge C, Fritz S, Boichard D
and Capitan A.

A reverse genetic approach identifies an ancestral frameshift mutation in RP1 causing recessive

progressive retinal degeneration in European cattle breeds

Michot et al., Genet Sel Evol (2016) 48:56

106



Michot et al. Genet Sel Evol (2016) 48:56

DOI 10.1186/512711-016-0232-y Genetics
Selection

Evolution

RESEARCH ARTICLE Open Access

A reverse genetic approach identifies @
an ancestral frameshift mutation in RPT causing
recessive progressive retinal degeneration

in European cattle breeds

Pauline Michot'?, Sabine Chahory?, Andrew Marete'#, Cécile Grohs', Dimitri Dagios, Elise Donzel?,

Abdelhak Aboukadiri', Marie-Christine Deloche ', Aurélie Allais-Bonnet?®, Matthieu Chambirial®,
Sarah Barbey’, Lucie Genestout®, Mekki Boussaha', Coralie Danchin-Burge®, Sébastien Fritz', Didier Boichard'
and Aurélien Capitan'?’

Abstract

Background: Domestication and artificial selection have resulted in strong genetic drift, relaxation of purifying
selection and accumulation of deleterious mutations. As a consequence, bovine breeds experience regular outbreaks
of recessive genetic defects which might represent only the tip of the iceberg since their detection depends on the
observation of affected animals with distinctive symptoms. Thus, recessive mutations resulting in embryonic mor-
tality or in non-specific symptoms are likely to be missed. The increasing availability of whole-genome sequences

has opened new research avenues such as reverse genetics for their investigation. Our aim was to characterize the
genetic load of 15 European breeds using data from the 1000 bull genomes consortium and prove that widespread
harmful mutations remain to be detected.

Results: We listed 2489 putative deleterious variants (in 1923 genes) segregating at a minimal frequency of 5 % in

at least one of the breeds studied. Gene enrichment analysis showed major enrichment for genes related to nerv-
ous, visual and auditory systems, and moderate enrichment for genes related to cardiovascular and musculoskeletal
systems. For verification purposes, we investigated the phenotypic consequences of a frameshift variant in the retinitis
pigmentosa-1 gene segregating in several breeds and at a high frequency (27 %) in Normande cattle. As described in
certain human patients, clinical and histological examination revealed that this mutation causes progressive degen-
eration of photoreceptors leading to complete blindness in homozygotes. We established that the deleterious allele
was even more frequent in the Normande breed before 1975 (>40 %) and has been progressively counter-selected
likely because of its associated negative effect on udder morphology. Finally, using identity-by-descent analysis we
demonstrated that this mutation resulted from a unique ancestral event that dates back to ~2800 to 4000 years.

Conclusions: We provide a list of mutations that likely represent a substantial part of the genetic load of domestica-
tion in European cattle. We demonstrate that they accumulated non-randomly and that genes related to cognition
and sensory functions are particularly affected. Finally, we describe an ancestral deleterious variant segregating in
different breeds causing progressive retinal degeneration and irreversible blindness in adult animals.
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Background
Domestication has had a dramatic effect on the genomes
of plant and animal species. Reduction of environmen-
tal pressure combined with rapid growth of populations
after strong demographic bottlenecks have resulted in
relaxation of purifying selection and accumulation of
deleterious mutations [1-5]. In the last 150 years, this
phenomenon termed “the cost of domestication” has
been particularly amplified in cattle because of the crea-
tion of breeds from a limited number of founder animals,
overuse of a few elite sires with artificial insemination
(AI) and intensive selection on specific traits. As a con-
sequence most bovine breeds experience regular out-
breaks of recessive genetic defects. With the advent
of high-throughput genotyping and next-generation
sequencing, efficient methods have been developed to
identify the underlying mutations in record time and
with a limited number of available cases [6, 7]. However,
such approaches rely on the observation of affected ani-
mals with distinctive symptoms. It can be anticipated
that the genetic defects reported so far represent only
the tip of the iceberg and that many recessive muta-
tions resulting in embryonic mortality or in non-specific
symptoms, which can be confounded with those of com-
mon diseases, remain to be discovered. In addition to the
influence of genetic drift and hitch-hiking, the frequency
of some deleterious mutations, which would be detri-
mental in the wild, may have been involuntarily increased
by artificial selection on behavior, coat color, morpholog-
ical or production traits. This is the case for example for
double-muscling, which causes dystocia [8, 9], and for a
series of mutations under balancing selection [10, 11].
The increasing number of available whole-genome
sequences (WGS) has recently opened new research
avenues such as reverse genetics to investigate recessive
defects. This strategy seems particularly suitable in cat-
tle for which the sequencing of the most influential Al
bulls of each breed (e.g. 1000 bull genomes project [12])
enables the identification of the vast majority of the non-
private deleterious mutations that segregate in these
populations. Furthermore, the inclusion of a subset of
these polymorphisms into single nucleotide polymor-
phism (SNP) chips that are used for genomic selection
should facilitate the detection of homozygotes (or of a
deficit in homozygotes) for deleterious alleles among
the tens of thousands of animals genotyped each year. In
parallel, crossing genotyping data with pedigree infor-
mation should enable the detection of severely affected
homozygotes among animals that are born from at risk
matings, which would not have been genotyped for
genomic selection purposes. Finally, bovine populations
provide an important number of cases available for sam-
pling and experimental study to evaluate the functional
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consequences of the mutation, which is hardly possible in
humans.

The purpose of this study was twofold: (i) to charac-
terize the genetic load of 15 beef and dairy breeds using
whole-genome sequencing data from the 1000 bull
genomes consortium [12] and (ii) to prove that wide-
spread harmful mutations remain to be detected in
our cattle populations by characterizing the effect of a
frameshift mutation in the retinitis pigmentosa-1 (RPI)
gene, which segregates in Normande cattle and other
European breeds.

Methods

Ethical statement

Blood and ear biopsies were collected by veterinarians
or by agricultural technicians licensed by the French
Departmental Breeding Establishments [Etablissements
Départementaux de l'Elevage (EDE)] during routine
ear tagging, sampling for annual prophylaxis, paternity
testing and genotyping for genetic defects or genomic
selection. Ophthalmologic examinations and electro-
retinograms were approved after ethical evaluation by
the ComERC committee (Ethical Committee for Clini-
cal Research at the French Veterinary School of Maisons
Alfort (ENVA) (Saisine n°14-01-2015) and performed
under sedation controlled by a veterinarian specialized in
cattle.

Invasive procedures were performed post-mortem
after slaughter for meat production. Experiments
reported in this work comply with the ethical guidelines
of the French National Institute for Agricultural Research
(INRA). All the samples and data analyzed were obtained
with the permission of breeders, breeding organizations
and research group providers.

Animals
Details on animals used for each analysis are presented in
Additional file 1: Table S1.

Filtering of variants from whole-genome sequence data
and prediction of their phenotypic consequences

Variants were selected from whole-genome sequence
data of 1147 bulls from the 1000 bull genome project
(for details on variant calling see Daetwyler et al. [12]).
Briefly, raw reads were filtered and trimmed on chastity
and quality score, then aligned on the UMD3.1 bovine
reference sequence assembly using BWA [13]. SNPs and
InDel were called from pooled bam files using SAMtools
0.1.18 mpileup [14]. Variants were then annotated using
Ensembl Variant Effect Predictor [15]. Frequencies and
allele counts were calculated across and within breeds
using vcftools “freq” and “count” options [16]. Filtering
consisted in selecting biallelic variants which (i) were
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predicted to cause a loss of protein function (i.e. affecting
initiator codons, splice acceptor or donor sites, or caus-
ing a frameshift, a stop loss or gain, or a missense with
a SIFT score of 0 [17]), (ii) had a calling quality (QUAL)
above 30, (iii) presented a mapping quality (MQ) score of
59 or 60, (iv) had less than 5 % of animals with missing
genotypes, and (v) had a minor allele frequency (MAF)
higher than 5 % for at least one breed with a minimum
of 20 individuals in the dataset (which means that alleles
observed only once were not considered). It should be
noted that variants with a SIFT score less than 0.05 are
generally considered deleterious. In this study, we chose
to retain only missense variants with a SIFT score of 0
to reduce possible artifacts. Furthermore, including mis-
sense deleterious variants with a SIFT score between 0.01
and 0.05 would have resulted in considering approxi-
mately one fourth of the total number of bovine genes,
thus preventing subsequent gene enrichment analysis. In
addition, each variant was manually checked to eliminate
artifacts due to (i) adjacent substitutions within the same
codon which are not accounted for in variant annotation,
(ii) errors of annotations after comparing gene annota-
tions from the UCSC and Ensembl genome browsers
(http://genome.ucsc.edu, http://www.ensembl.org) anno-
tations, (iii) repeated sequences (downloaded at http://
genome.ucsc.edu, accession 21/10/2015). Only variants
with a known official gene symbol were considered in the
subsequent analyses.

To anticipate the phenotypic consequences of the
mutations, annotations were completed by information
on genetic syndromes associated with mutations within
the same genes in humans (Online Mendelian Inherit-
ance in Man, OMIM,; http://www.omim.org) and mouse
(Mammalian Phenotypes; http://www.informatics.jax.
org) (see Additional file 2: Table S2).

Gene set enrichment analysis

Gene enrichment analysis was performed using Ingenu-
ity Pathway Analysis software (http://www.ingenuity.
com/products/ipa/, [18]). We focused on “top canonical
pathways” with a p value lower than 0.01 and “diseases
and bio functions” annotations with a p value lower than
0.05. Annotations related to cancer and the general path-
ways entitled “skin lesion” and “liver lesion” were not
considered since their results suffer from a bias. Pathways
related to drug metabolism, which were not relevant for
this study, were also eliminated. In addition, a unique
keyword was assigned to each significantly enriched
function annotation, with particular attention paid to the
attribution of keywords related to subcellular portions,
cell types and organs rather than to general processes.
When possible, keywords appearing only once were
regrouped with higher order items (e.g. cell type changed
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for organ, or process changed for the category defined by
IPA) or with the predefined IPA “categories” Frequency
of keywords was used to set the size of the words in the
word cloud representation.

Ocular examination

Twenty-three pure and crossbred Normande cows
from the INRA experimental facility of Le Pin-au-Haras
(Normandy, France) with genotypes available for the
frameshift mutation in the retinitis pigmentosa-1 (RPI)
gene were selected for ocular examination (see Addi-
tional file 1: Table S1). These consisted in four homozy-
gous mutants, nine heterozygous and ten homozygous
wild type animals. All these animals were in good health
conditions and with no signs of systemic disease at the
time of the study. Genotypes were not disclosed to the
veterinarian to exclude any bias of personal interpre-
tation. Examinations were performed indoors under
ambient light. Visual performance was evaluated by
the menace response test and dazzle and pupillary light
reflexes (direct and indirect) were assessed with a Finoff
transilluminator. Slit-lamp biomicroscopy (Kowa SL-15,
Kowa Company) was performed before and after pupil-
lary dilation using one drop of 1 % tropicamide. Fundi
were examined by indirect ophthalmoscopy (Heine
Omega 100, Heine Optotechnik, GmbH & CoKG) with
28-D and 20-D lenses.

Electroretinogram tests

Electroretinogram tests were performed on two 5.5-years
old cows, one homozygous wild type and one homozy-
gous mutant, with a Retiport (Roland Consult, Branden-
burg, Germany), under sedation (Xylazine 0.04 mg/kg
IM) and after pupillary dilation (tropicamide eyedrops)
and blocking of the auriculopalpebral nerve by subcuta-
neous injection of lidocaine. Topical tetracaine eyedrops
were used to anesthetize the ocular surfaces and corneas
were lubricated by topical application of sodium hyaluro-
nate 1.2 % during the test. The following responses were
recorded: rod response before and after dark adaptation
for 20 min, following a dim white stimulus (0.02—0.03 cd/
m?/s), mixed response following four bright white flashes
(2-3 cd/m?/s) at a rate of 0.1 Hz and cone response fol-
lowing four bright white flashes (2-3 cd/m?/s) at a rate
of 5 Hz.

Genotyping of Normande cattle that were reported

to the French National Observatory of Bovine genetic
abnormalities for progressive loss of vision

Twenty-eight Normande cows that were reported to the
French National Observatory of Bovine genetic Abnor-
malities (ONAB) with signs of progressive loss of vision
and blindness were genotyped for the RPI frameshift
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mutation. Genomic DNA was extracted from blood or
ear biopsies using a standard phenol-chloroform pro-
tocol and genotyped by PCR and Sanger sequencing for
the Chrl4 g.23995411 23995412insA mutation. PCR
primers were designed from the UMD3.1 bovine genome
assembly with Primer3 software [19]) to span the inser-
tion (left: TGCACAGGAAACCATATTGC and right:
TTGCCCTAGTTGTGACATGC). Reactions were per-
formed using the Go-Taq Flexi DNA Polymerase (Pro-
mega) according to the manufacturer’s instructions
on a Mastercycler pro thermocycler (Eppendorf). The
resulting amplicons were purified and bidirectionally
sequenced by Eurofins MWG (Germany) using conven-
tional Sanger sequencing. Polymorphisms were detected
with the novoSNP software [20].

Estimation of the allelic frequency of the RP1 frameshift
mutation

The RPI frameshift mutation was included in the Illu-
mina EuroG10K custom SNP chip, which is routinely
used for genomic selection in France. Thus, in addition
to the 1000 genome dataset, genotypes for this mutation
were available for 53,279 Holstein, 40,548 Montbéliarde,
12,106 Normande, 1634 Abondance, 1005 Red Pied Low-
land, 698 Tarentaise, 579 Simmental, 507 Vosgienne, and
296 Brown Swiss animals.

Post-mortem ocular examination and histological analysis
The eyes of two homozygous mutant cull cows (aged
8 years) that displayed a severe phenotype and two con-
trol cows (one 6-year-old heterozygous Normande and
one 8-year-old homozygous wild-type Holstein) were
collected post-mortem at the slaughterhouse (SVA Tré-
morel, France). One eye was dissected on site to perform
a visual examination of the eye’s fundus and to collect
the retina and choroid. Samples were immediately fro-
zen in liquid nitrogen and stored at —80 °C until DNA
extraction. The second eye was injected with 2.5 ml for-
maldehyde and fixed by a 24-h incubation in the same
solution. The retina and choroid were subsequently dehy-
drated in a graded ethanol series, cleared with xylene and
embedded in paraffin. Microtome sections. (5 um, Leica
RM2245) were stained with haematoxylin, eosin and saf-
fron (HES). Digital images were obtained with the Nano-
Zoomer 2.0- HT slide scanner (Hamamatzu).

Association with recorded traits

At the time of the analysis, Illumina EuroG10K SNP
chip genotype data were available for 7439 Normande
animals, which had their sire genotyped with the Illu-
mina BovineSNP50 chip. The Illumina EuroG10K SNP
chip comprises the RPI frameshift mutation as well
as more than 10,000 common SNPs with the Illumina
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BovineSNP50 chip. Using Fimpute [21] we were able to
attribute a genotype for the RPI polymorphism to 48,715
additional animals that were previously genotyped with
the BovineSNP50 chip. The complete dataset comprised
11,986 Normande cows with phenotype information on
three coat colour phenotypes (proportion of white areas
on the body; proportion of white areas on the face, and
brindling intensity) and on 28 traits that are routinely
recorded for genetic evaluations (milk yield, fat content,
protein content, fat percent, protein percent, cell score,
clinical mastitis, milking speed, stature, chest width, body
depth, width at pin bone, rump angle, rear legs side view,
rear legs rear view, back muscle, fillet muscle, rear mus-
cle, fore udder attachment, rear udder height, udder bal-
ance, teat orientation, front teat distance, udder support,
udder depth development, interval between calving and
first insemination, fertility at insemination of lactating
cows, fertility at insemination of heifers). Associations
between the RPI frameshift polymorphism and traits
were tested using GCTA [22]. Phenotypes were adjusted
for environmental effects which were estimated in the
national genetic evaluation procedure and assumed to
reflect the genetic effect of the animal and a random
residual effect. Therefore, the analysis model included
only an overall mean, a polygenic effect, the effect of
the genotype at the RPI frameshift polymorphism, and
a residual. The polygenic effect was estimated by using
a genomic relationship matrix that was derived from
43,801 SNPs on the Illumina BovineSNP50 chip. Finally,
a Bonferroni correction that consisted in dividing the p
value by the total number of tests performed was applied
to account for multiple-testing.

Across-breed identity-by-descent analysis around the RP1
frameshift mutation

Identity-by-descent (IBD) analysis was performed to
(i) test for the existence of one versus multiple muta-
tion events in the different breeds and (ii) estimate the
date of the origin of the mutation(s). For that purpose,
phased genotypes for a 1.3-Mb region (Chr14:23474270-
24643266; corresponding to the smallest IBD
homozygous region detected in the genome of one
homozygous mutant Normande AI bull, named Diametre
(FR5388012666) were extracted for 35 heterozygous and
three homozygous carrier animals identified among the
1147 animals from run 4 of the 1000 bull genomes pro-
ject. Phasing was performed within the framework of the
1000 bull genome project using BEAGLE [12, 23].

Within this homozygous region of Diametre’s genome,
9448 SNPs with the highest quality score (QUAL = 999)
were selected and considered as reference haplotypes. For
each animal, the rate of homozygous genotypes in oppo-
sition with the chosen reference genotypes was calculated
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for sliding windows of 100 SNPs. Then, the number of
individuals that had at least 5 % of inconsistencies with
the reference haplotype was counted and attributed to
the position of the 51th SNP in each window. This level of
5 % of inconsistencies was chosen to account for the low
sequence coverage of certain animals and for the putative
occurrence of de novo mutations over time in the vicin-
ity of the old frameshift mutation. The IBD block around
the frameshift mutation was finally defined by windows
for which none of the carriers displayed 5 % or more of
inconsistencies with the haplotypes of Diametre. For con-
trol purposes, the same process was applied to a set of 38
non-carrier animals that were randomly selected among
individuals belonging to the same breeds as the carriers.

Estimation of the age of the RP1 frameshift mutation
according to the size of the IBD segment shared

among breeds

We considered that two animals that shared an IBD seg-
ment of size c¢ (c being the size in Morgan) inherited
this segment from a common ancestor that lived 1/(2
c) generations ago. We assumed that, on average, 1 cM
corresponds to 1,000,000 bp and that generation inter-
vals range from 5 to 7 years, depending on the breeding
system (natural mating population or modern breeding
schemes).

Analysis of the changes in frequency of the RP1 frameshift

mutation in the Normande breed

To study the changes in allelic frequency of the RPI
frameshift mutation in the Normande breed, first we
developed a haplotype test using 15,515 animals (1077
homozygous carrier, 6363 heterozygous and 8075
homozygous wild type animals) that were genotyped for
this variant with the Illumina EuroG10K custom SNP
chip and had been phased and imputed for the Illu-
mina BovineSNP50 markers within the framework of
the French genomic selection [24]. The haplotype was
fixed to 50 SNPs between SNPs ARS-BFGL-BAC-12159
(Chrl4 position 22587081 bp) and ARS-BFGL-
NGS-36089 (Chrl4 position 25698286). We identified
691 haplotypes among which 12.45 % were associated
to the frameshift mutation, 83.79 % were not associated
with it and 3.76 % were classified as undetermined (i.e.
detected in both homozygous carriers and non-carri-
ers). When applied to all the Normande cattle phased
[lumina BovineSNP50 genotyped data, 97.3 % of the
haplotypes were assigned a status (27.26 % were asso-
ciated to the frameshift mutation, 83.79 % were associ-
ated to the wild type allele, 1.03 % undetermined) and
2.47 % were classified as not documented due to lack of
haplotype information among the animals genotyped
with the EuroG10K chip. From these haplotype-allele
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associations, we estimated the genotypes for 1375 phased
Normand Al bulls (born between 1975 and 2015) for the
RP1 frameshift polymorphism. Allelic frequencies were
calculated over time for sliding windows of 7 years (i.e.
on average one generation) after removing haplotypes
without information.

Results and discussion

During domestication, deleterious mutations have
accumulated in non random sets of genes

A series of filters was applied to draw a list of non-rare
putative deleterious polymorphisms in the most impor-
tant cattle breeds and to reduce as much as possible the
false discovery rate (see “Methods” section). Since this
study focused on non-rare variants, putative deleteri-
ous polymorphisms with a frequency lower than 5 % in
all breeds were not investigated. This analysis yielded
2489 putative deleterious variants (stop lost and gained,
frameshift, splice acceptor and donor sites, initiator
codon variants and missense variants predicted as del-
eterious with a score of 0 by SIFT) that segregated at a
frequency of 5 % or more in at least one of the 15 breeds
represented by at least 20 genomes in run 4 of the 1000
bull genomes project [12] (Fig. 1; for details see “Meth-
ods” section). The distribution of these variants was simi-
lar in terms of number and type of mutations between
breeds in spite of quite different numbers of sequenced
animals. This result can be explained by the rather high
variant frequencies considered. Interestingly, 89 %
(2216/2489) of these polymorphisms were observed in
more than one breed and as much as 12 % (308/2489) in
all 15 breeds, which indicates (subject to any unregistered
crossbreeding event) that the majority of the retained
variants existed prior to the splitting of the different cat-
tle populations studied (i.e. at least 500 years ago [25]).

A total of 1923 genes carried a deleterious mutation of
which 566 counted two or more. A screening of pheno-
type databases revealed that 908 genes (1144 variants)
were associated to at least one mammalian phenotype
in laboratory animals (MGI database) and 375 (corre-
sponding to 395 variants) with an inherited syndrome
in humans (OMIM database). From our own interpreta-
tion, almost two-thirds of these syndromes described in
mouse and humans presented a phenotype that would
have been difficult to detect by the different national
observatories for genetic defects in cattle (i.e. those
affecting metabolism, immunity, cognition) (see Addi-
tional file 2: Table S2).

In this selection, we also retrieved five variants that
were previously reported to cause major phenotypes in
cattle. These comprise mutations that have been favored
by artificial selection (i.e. p.Q204X mutation in MSTN for
double muscling in Charolais [26]), or with a severe but
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Fig. 1 Details on non-rare putative deleterious variants selected in 15 breeds from the 1000 bull genomes run4 dataset. a Distribution of the
variants by breed and type of mutations. b Distribution for each breed of the number of variants shared with other breeds. Note that only 18.3 %
(273/2489) of non-rare putative deleterious variants are breed-specific. AAN Aberdeen-Angus, BBR Beef Booster Composite, BSW Brown Swiss, CHA
charolais, GVH Gelbvieh, HER Hereford, HOL Holstein, JER Jersey, LIM Limousine, MON Montbéliarde, NOR Normande, RAN Red Angus, RDCF Finnish
Red, RDCS Swedish Red, SIM Simmental
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invisible phenotype (i.e. p.R12X and p.R55X nonsense
mutations in SCL37A2 and CWC15 for embryonic mor-
tality in Montbeliarde [27] and Jersey [28], respectively),
or with a mild phenotype that is present in several breeds
(i.e. p.R238X mutation in FMO3 for trimethylaminuria
or “fishy-off flavor” of milk [29] and p.W80X mutation in
BCO2 for the “yellow color” of milk and fat [30]). These
examples validate that such variants which are deleteri-
ous to the protein function may exist and segregate at
moderate to high frequencies in cattle breeds.

To obtain an overall picture of the developmental
pathways that are affected by our set of variants, we per-
formed a gene enrichment analysis using the ingenu-
ity pathway analysis (IPA) software [18]. This revealed
an important enrichment for genes related to nerv-
ous system development and function and moderate
enrichments for a limited number of other diseases,
physiological and biological annotations (see Additional
file 3: Tables S3, S4, and S5). We then analyzed the fre-
quency of the keywords that were assigned to each anno-
tation to gain further insight into the organs, tissues or
systems represented (Fig. 2) and Additional file 3: Table
S6. With 41.5 % of the word counts, the largest cluster
was by far composed of words related to nervous, visual
and auditory systems, which comprised genes involved in
sensorial functions and/or cognition. Indeed, we noted as
much as 17.7 % (72/407) of genes related to retina devel-
opment and function, as well as genes involved in other
defects of eye development such as cataract and micro-
phtalmia, and genes associated with deafness (e.g. genes
coding for cochlin, COCHj otogelin, OTOG; otogelin-like,
OTGL; myosin heavy chain 15, MYOI15A; and stereocilin,
STRC) [31-35]. Note that we also detected a number of
deleterious mutations in olfactory receptor genes which
are not considered by IPA and thus were not accounted
for in our analysis.
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In addition, we retrieved important genes for neuro-
cognitive functions which are associated with behavioral
disorders in humans such as mental retardation, schizo-
phrenia, bipolar disorder or autism. Among other exam-
ples, we can cite genes coding for glutamate receptors
(GRIK2 and GRM?), glutamate being the most impor-
tant neurotransmitter in the brain, semaphorins which
are involved, among other functions, in axon guidance
(SEMA3A, SEMA3B, SEMA4A, SEMA4D and SEMASA),
calcium voltage channel subunits (CACNAIC and
CACNB?2), a receptor for neuroregulin 1 (ERBB4), the
neurexin-3-alpha protein which has an important role in
neuronal function (NRXN3), and a post synaptic protein
(SYNGAPI) [36—45]. Interestingly, only four of the 407
genes from this cluster co-localized with selective sweeps
in cattle, chicken, rabbit and/or pig (i.e. GRIK2 in rabbit,
SEMAS3 in pig and chicken, and ERBB4 and CACNAIC
in cattle) [46-49].

Therefore, whereas genes that are involved in sen-
sory functions and cognition represent obvious targets
of domestication [5, 46], it is unlikely that the variants
reported here were positively selected during domestica-
tion or subsequent selection processes. More likely, our
results indicate that, in a domestic context, such muta-
tions were more tolerated than mutations affecting other
systems which are of primary importance for production,
reproduction and survival.

Analyzing the frequency of the keywords that were
assigned to each IPA annotation also revealed two
additional clusters related to cardiovascular (12.8 %),
and muscle and skeletal systems (12.3 %), which might
be associated with positive selection. These two clus-
ters comprised genes that are associated with selective
sweeps and/or production traits such as MSTN for dou-
ble-muscling, CCNL1 for reduced birth weight, THADA
for body weight variation, GOLGA4 for stature, and
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Fig. 2 Word cloud representing the frequency of key-words assigned to significant ingenuity pathway analysis annotations. Only IPA annotations
for“top diseases and bio functions”with a p value <0.01 were considered. The size of the font used is proportional to the frequency of each keyword
associated with functional annotations. Keywords were clustered into overall related systems: (i) blue nervous, visual and auditory systems; (ii) red
cardiovascular system; and (iii) green musculoskeletal systems. They represented respectively 41.5, 12.8 and 12.3 % of the functional annotations
considered in the analysis. Annotations related to the two most frequent words, retina and neurons represent, respectively 10.8 and 8.7 % of the
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LCORL for stature and skeletal development in cattle
[49-51] and FANCA for the cardiac system and NR3C2
for blood pressure in horse [5]. Note that neuro-muscu-
lar interactions were also underlined by two IPA canoni-
cal pathways (p value <0.01), i.e. the “Agrin interactions
at neuromuscular junctions” and “nNOS signaling in
skeletal muscles’, which are both involved in neuro-mus-
cular diseases and muscle dystrophies. Finally, two other
canonical pathways, the “complement system” (part of
the innate immune system of an organism) pathways and
the “t-RNA charging” (regrouping the key enzymes of
protein translation mechanisms in mitochondria) are rel-
evant because of their involvement in two functions that
are subject to important selection pressure i.e. immunity
and energetic metabolism via mitochondrial function
[52, 53] (see Additional file 3: Table S7).

A frameshift mutation in the RPT gene causes progressive
blindness in cattle

A good candidate for phenotype characterization

For validation, we decided to evaluate the pheno-
typic consequences of one mutation which was both
(i) observed in numerous breeds and (ii) predicted to
affect the organ that was most represented in the previ-
ous analyses, i.e. the retina. We selected a one base pair
insertion (Chrl14: g.23995411_23995412insA) that affects
the retinitis pigmentosa-1 gene (RP1) which segregates at
a particularly high frequency in Normande dairy cattle
(Table 1). This mutation is predicted to cause a frameshift
at codon 791 and to terminate the protein 13 amino
acids later (p. R791KfsX13). If synthesized, the resulting

Table 1 Frequency of the RP1 frameshift allele among
breeds represented in run4 of the 1000 bull genomes project

Breed Frequency of the RP1 frameshift
allele in % (number of genomes
per breed with available genotype)

Aberdeen Angus 1.8 (140)

Beef Booster Composite 21(2)

Belgian Blue 50(10)

Charolais 3.8(39)

Gelbvieh 1.4 (36)

Holstein 1.8(312)

Maine-Anjou 143 (7)

Normande 28.3(23)

Red Angus 7.0 (28)

Run4 1.8(1137)

The RP1 frameshift allele was absent from the Brown Swiss (n = 59), Finnish red
(n = 25), Hereford (n = 34), Jersey (n = 60), Limousine (n = 33), Montbéliarde
(n = 28), Simmental (n = 215) and Swedish Red (n = 31) breeds, which each
totalized more than 20 animals in run4 of the 1000 bull genomes project and
from 12 additional breeds, which each totalized less than 20 animals
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protein would be truncated at 40 % of its normal length
and consequently lack two-thirds of its C-terminal end.

In humans and mouse, similar truncation mutations in
the RPI gene, which encodes a microtubule associated
protein that is essential for the organization of the outer
segments of the photoreceptors in the retina, have been
reported to cause autosomal dominant and recessive reti-
nitis pigmentosa [54—57]. Retinitis pigmentosa is a form
of inherited degenerative retinal disorder that is char-
acterized by progressive death of photoreceptor cells.
Symptoms typically start with loss of night vision due to
degeneration of rod-photoreceptors, followed by degen-
eration of cone-photoreceptors leading to loss of central
vision and eventually to complete blindness [58].

For decades, Normande cattle have been considered to
have poor eyesight, with older animals showing a typical
loss of night vision or blindness. Because it was consid-
ered as a breed-specific trait, only a few cases had been
reported to the French National Observatory of Bovine
genetic Abnormalities (ONAB) and no genetic stud-
ies had been initiated. In a first attempt, we genotyped
by PCR and Sanger sequencing 28 Normande cows
that had been declared to the ONAB for partial or total
blindness with no other indication of external eye affec-
tion. We observed a significant increase in the number
of homozygous mutants (Chi square; p value = 0.003)
in this group compared to the population of sequenced
Normande founder sires (Table 2), which suggests that
this frameshift mutation is responsible for a non-negligi-
ble part of the loss-of-vision problems observed in Nor-
mande cattle. As a consequence, we decided to include
this variant in the EuroG10K SNP chip, to collect geno-
type information on the French bovine population that is
genotyped for genomic selection and to identify carriers
for subsequent phenotype characterization.

Table 2 Genotype frequencies for the RP1 frameshift vari-
ant among 23 Normande founder bulls and 28 animals
reported to ONAB for loss of vision

Loss of vision
phenotype (n = 28)

Normande bulls in
the 1000 bull genomes
dataset (n = 23)

Genotype
frequencies

Fs/Fs 87%(n=2) 500% (n=14)
Fs/Wt 435% (n=10) 35.7% (n=10)
Wt/Wt 478% (n=11) 143 % (n=4)

Genotype frequencies calculated from the 23 Normande bulls available in run4
of the 1000 bull genomes project and from 28 cows declared to ONAB for loss
of vision

ONAB French National Observatory of Bovine genetic Abnormalities, Fs
frameshift allele, Wt wild type allele

The number of homozygous carriers (Fs/Fs) among affected animals
is significantly larger than among the sequenced bulls (Chi*test p
value = 0.00226)



Michot et al. Genet Sel Evol (2016) 48:56

Clinical and histological tests revealed symptoms of retinal
degeneration in homozygous mutants

To gain better insight into the phenotypic consequences
of this frameshift variant, we performed ocular tests
on 23 pure and crossbred Normande cows of the same
herd and for which genotype information was avail-
able. Genotypes were not disclosed to the veterinarian
to exclude any bias of personal interpretation. All het-
erozygous and homozygous wild-type animals showed
normal vision. Only a small proportion of them (three
homozygous wild-type and two heterozygous) presented
uni- or bilateral focal hyper-reflective areas in the tapetal
fundus, which had no apparent consequences on their
visual acuity. Among the four homozygous mutant ani-
mals, two heifers aged less than 3 years had normal vision
and ocular tests. In contrast, two older animals aged 4.5
and 5.5 years presented respectively marked visual deficit
and blindness, in spite of normal pupillary light reflexes.
Their ocular fundi showed typical features of bilateral
retinal degeneration with a heterogeneous color, multiple
focal areas of hyper reflectivity in the tapetal area which
could be coalescent, and a reduction in the caliber of reti-
nal blood vessels (Fig. 3; Table 3). Thus, their phenotype
was clearly distinct from the three homozygous wild-type
individuals and the two heterozygous animals that dis-
played minor abnormalities of the ocular fundus.

Electroretinogram (ERG) performed on the oldest
homozygous mutant confirmed the impairment of its
retinal function with a lack of scotopic response and a
reduced photopic response as compared with a wild-type
control of the same age (Table 4).

Finally, to characterize this phenotype at the tissue
level, we collected the retinas of two additional homozy-
gous carriers (aged 8 years) and two control cows (one
6-year-old heterozygous Normande and one 8-year-old
homozygous wild-type Holstein) after slaughter (Fig. 3).
In concordance with previous analyses on the eyes’ fun-
dus and retinal function, histological analyses revealed
a total absence of photoreceptor outer segments along
with a marked thinning and disorganization of the outer
nuclear layer with very few remaining nuclei.

Taken together, these results provide strong support
that the RPI frameshift mutation causes a recessive loss
of vision in bovine cattle. The phenotype observed is
similar to the description in humans with a late onset
of the disease due to progressive degeneration of the
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photoreceptors. Very few genetic conditions that affect
eyesight have been reported in cattle [59] and, to our
knowledge, this is the first time that a mutation causing
retinal degeneration is reported in this species. Indeed,
while, in the past, several cases of progressive reti-
nal degeneration were reported in Holstein cows, their
genetic etiology has not been confirmed so far [60, 61].

IBD analysis reveals a unique and ancestral mutation event
As previously mentioned, the frameshift mutation in RP1I
is not restricted to the Normande breed. So far, we have
identified carriers in at least 12 cattle breeds: nine of the
15 breeds from the 1000 bull genomes dataset used in this
study (Holstein, Charolais, Normande, Red Angus, Aber-
deen-Angus, Gelbvieh, Beef Booster Composite, Maine-
Anjou and Belgian Blue), and the Montbeliarde, Abondance
and Vosgienne breeds based on EuroGl0K genotyping
results (Table 5). Since the mutation consists in the inser-
tion of one adenosine in a polynucleotide stretch, which
is more prone to mutation than other sites of the genome,
we performed an IBD analysis to verify if only one ances-
tral mutation or multiple independent mutation events
accounted for the wide distribution of this variant (see
“Methods” section). In the 1000 bull genomes dataset, we
identified a unique fragment of 88.6 kb (Chr14:23939194-
24027957) that encompasses the mutation (Fig. 4) and was
shared by all carriers (N = 38) but absent in non-carriers
from the same breeds. This confirms the existence of a
unique ancestral mutation event which, according to the
size of the IBD segment, was dated back to approximately
565 generations, i.e. 2800 to 4000 years before present,
considering that the generation interval can vary from 5 to
7 years (see “Methods” section).

The observation of this old variant at low to moder-
ate frequencies in numerous bovine breeds could be
explained by a combination of genetic drift and absence
of or a very limited negative counter-selection due to the
late onset of the defect. Nevertheless, the high frequency
of this mutation observed in Normande cattle (27.7 %
in the genotyped population for genomic selection)
was particularly striking and led us to perform addi-
tional investigations to test for positive selection (either
directly or mediated by hitch-hiking) in this breed.

First, we tested the association between the mutant
allele and a series of 28 traits that are routinely evalu-
ated (including production, morphology, reproduction
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Fig. 3 Clinical and histological features of retinal degeneration in old Normande cows. a and b Eyes fundus from control RP1 Fs/Wt (a) and affected
RP1 Fs/Fs (b) Normande cows. Arrows indicate hyperreflective areas and note the general reduction of the caliber of blood vessels in the affected
animal. ¢ and d Histological sections of the retina from the same control (c) and affected (d) animals. Note the total absence of inner and outer
segments of photoreceptor cells and a marked thinning and disorganization of the outer nuclear layer confirming retinal degeneration in the Fs/

Fs animal. (GCL ganglionic cells layer, IPL inner plexiform layer, INL inner nuclear layer, OPL outer plexiform layer, ONL outer nuclear layer, IS inner
segment, OS outer segment. 5 um sections of tissue embedded in paraffin and stained with HES. The choroid is not shown due to large artefactual
gaps created by tissue preparation)
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Table 3 Results of the ocular tests for the Normande dairy cattle examined

Fs/Fs Fs/Wt Wt/Wt

Normal vision and eyes fundus

Mild unilateral or bilateral focal retinal degeneration with preserved vision
Bilateral retinal degeneration with marked visual deficit

Bilateral retinal degeneration with blindness

Number of animals

2 (<2 years) 7 (6.1 years)

2 (5.8 years)

7 (5.7 years)
3 (7.2 years)
1 (4.5 years)

1 (5.5 years)

4 9 10

Note that the pupillary light reflex was preserved in all the animals studied. The number of animals for each group and their average age in years (y) are presented

Fs frameshift allele, Wt wild type allele

Table 4 Electroretinogram results i.e. values of the ampli-
tudes and the culminating times of a- and b-waves in one
control and one affected animal

Amplitude (pV) Culminating time

(msec)
a-wave b-wave a-wave b-wave

Rod response

Control - 429 - 52

Affected - - - -
Mixed response

Control 80.9 274 17 60

Affected - - - -
Cone response

Control 36.7 275 13 24

Affected 15.6 436 17 27

Table 5 Genotype frequencies for the RP1 frameshift poly-
morphism from the EuroG10K genotyping results

Breed Wt/Wt Fs/Wt Fs/Fs MAF (%)
Abondance 1633 1 0 0.03
Brown Swiss 296 0 0 0.00
Tarentaise 698 0 0 0.00
Simmental 579 0 0 0.00
Montbéliarde 40,188 359 1 045
Normande 6294 4915 897 27.71
Vosgienne 505 2 0 0.20
Holstein 51,640 1627 12 1.55
Red pied lowland 1005 0 0 0.00

Fs frameshift allele, Wt wild type allele

and health) as well as three coat color phenotypes.
A strong association was found only with two udder
traits, i.e. front teat distance and teat orientation, with

an unfavorable effect of the mutant allele. Some puta-
tive effects of lower magnitude were also observed on fat
and protein contents (Table 6). None of these effects can
explain the high frequency of the mutant allele.

Second, using Illumina EuroG10K SNP genotyping data
or phased Illumina BovineSNP50 haplotypes (see “Meth-
ods” section), we estimated the allelic frequencies over the
last 40 years within the AI bull population (Fig. 5). Inter-
estingly, the frequency of the RPI frameshift mutation
showed a progressive decrease (from 40 to 27 %) during
this period. Thus, the increase in frequency of the mutant
allele in the Normande breed is more ancient and most
probably results from a founder effect that was favored
by the advent of Al in the 1950s. Because of the late onset
of the defect and because the dams of the future Al bulls
are primarily selected among young cows to reduce gen-
eration intervals and increase the annual genetic gain, it is
unlikely that the decrease in allelic frequency is caused by
selection against blindness. A possible explanation of this
negative trend is the association of the mutant allele with
udder morphology and the strong selection on this trait in
the last 50 years. Indeed, the original udder morphology of
Normande cows was not adapted to machine milking and
was gradually improved over time through drastic selec-
tion. While this RPI mutation has very limited economic
impact, it has major implications in terms of animal wel-
fare and human safety. Indeed, with a frequency of 27 %
in 2015, about one in every 14 Normande animals will
become progressively blind and be subject to increased
stress and fear, as we observed during sampling. This also
means that each farmer possesses more than one homozy-
gous carrier and has an increased risk of being injured
by a startled animal. The identification of this muta-
tion and its incorporation into the EuroG10K SNP chip
used for genomic selection provide the basis for its active
counter-selection.
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IBD segment (88.6 kb)
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Fig. 4 IBD analysis around the RPT frameshift mutation. Blue line number of animals carrying the RP7 frameshift allele but showing at least 5 %

of homozygous genotypes for the alternative allele as compared with the RP1 Fs/Fs Normande bull Diametre in sliding windows of 100 SNPs.
Thirty-five Fs/Wt and three Fs/Fs animals were considered. Successive windows around the mutation for which this count is null defines an 88.6-kb
IBD segment common to all carriers. The same calculation was applied to a control group of 38 randomly chosen non-carrier bulls from the same
breeds (red dashed line). Note that the segment around the mutation is not conserved in this group. The black dashed line indicates the localization

Table 6 Results of association studies between the RP1
frameshift mutation and 31 traits routinely evaluated
for 11,986 Normande cows

Traits Effect Standard error p value (Bonferroni)
Front teat distance —0.106  0.021 1.2E—05
Teat orientation —0.076 0.019 24E-03
Milk protein content  —0.069 0.019 9.5E—03
Milk fat content —0.132 0.037 9.9E—-03

Only significant results after Bonferroni correction are presented. Details on the
31 different traits studied are presented in “Methods” section. Front teat distance
and teat orientation are scored from 1 to 9. Milk protein and fat content are
expressed in g/L

Conclusions

In this work, we have drawn a list of putative deleterious
mutations which are not rare (frequency higher than 5 %)
in at least one of 15 investigated European bovine breeds.
We showed that these variants, which likely represent

a substantial part of the genetic load of domestication in
cattle, did not accumulate randomly. Our results reveal
that mutations in genes, which are involved in cogni-
tion or sensorial functions for which little or no selection
pressure exists in domesticated animals, were more toler-
ated than mutations that affect other systems, which are
of primary importance for production, reproduction and
survival. Among these variants, we described an ancestral
frameshift mutation in RP1 which segregates in numerous
breeds and causes progressive retinal degeneration. To our
knowledge, this is the most ancient and widespread muta-
tion causing a recessive genetic defect in cattle reported to
date. This example illustrates that our approach can help to
unravel variants that are yet to be discovered and are the
cause of unselected but debilitating phenotypes in domes-
tic animals. We are confident that the phenotypic charac-
terization of a number of the variants reported here will
offer interesting results in the near future.



Michot et al. Genet Sel Evol (2016) 48:56

Page 13 of 15

Haplotypes associated with the RP1 allele

B Undetermined haplotypes
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Fig. 5 Changes in the frequency of the RPT frameshift allele within the Al Normande bulls population. Frequencies were calculated using a haplo-
type test approach for sliding windows of 7 years for Al bulls born from 1970 to 2015. Undetermined haplotypes correspond to haplotypes which
were observed in both Fs/Fs and Wt/Wt animals genotyped for the RP1 frameshift mutation with the lllumina EuroG10K SNP chip (see “Methods”

section)

Additional files

Additional file 1: Table S1. Details on animals used in the phenotypic
characterization of the RPT frameshift. This table provides details on the
animals used for each analysis in this study. AAN: Aberdeen-Angus, BBB:
Belgian Blue, BBR: Beef Booster Composite, CHA: Charolais, GVH: Gelbvieh,
HOL: Holstein, NOR: Normande, NOR*HOL: Normande*Holstein crossbred
RAN: Red Angus, RDP: Maine-Anjou.

Additional file 2: Table S2. Details on non-rare putative deleterious vari-
ants selected in 15 breeds from the 1000 bull genomes run4 dataset. This
file contains the list of the 2489 variants selected in this study. For each of
them, we indicate: (i) the frequency in each breed, (i) the functional con-
sequence on the protein, and (iii) the genetic syndromes associated with
mutations within the same gene in human (Online Mendelian Inheritance
in Man, OMIM; http://www.omim.org) and mouse (Mammalian Pheno-
types; http://www.informatics jax.org). AAN: Aberdeen-Angus, BBR: Beef

Booster Composite, BSW: Brown Swiss, CHA: Charolais, GVH: Gelbvieh, HER:

Hereford, HOL: Holstein, JER: Jersey, LIM: Limousine, MON: Montbéliarde,
NOR: Normande, RAN: Red Angus, RDCF: Finnish Red, RDCS: Swedish Red,
and SIM: Simmental.

Additional file 3: Tables S3, S4, S5, S6 and S7. Additional information
on the results of the gene enrichment analysis performed with Ingenu-
ity Pathway Analysis. This file contains five tables providing additional
details on the results of the gene enrichment analysis: a summary of the
significant diseases and disorders annotations (Table S3), a summary of
significant physiological system development and function annotations
(Table S4), a summary of significant molecular and cellular functions
annotations (Table S5), the key-word attribution to each significant func-
tional annotation conserved for the analysis (Table S6) and the significant
canonical pathways (Table S7).
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CHAPITRE 7. DISCUSSION GENERALE ET PERSPECTIVES

Au cours de ma these, j’ai appliqué différentes stratégies d’exploitation des données de génotypage et
de ségquences dans le but d’identifier des mutations récessives responsables d’anomalies génétiques chez

le bovin.

Nous avons abordé des approches usuelles de cartographie génétique déja largement utilisées, et des
approches nouvelles de génétique inverse dont le développement est possible chez le bovin grace a la
quantité de séquences et de données de typages recueillies sur les différentes populations dans le cadre
de la sélection génomique et des travaux de recherche. En cela, mes travaux reflétent les évolutions
récentes des méthodologies et I’intégration de I’utilisation systématique des données de séquence de
génome. Ces données a haut débit offrent un volume considérable de variants identifiés dont on peut
tirer parti dans la découverte de nouvelles mutations potentiellement responsables de phénotypes

déléteres chez les animaux d’élevage.

Les résultats de chaque étude ont été discutés au sein des chapitres. Ici, je présenterai un bilan général
des résultats et discuterai des avantages et limites des approches utilisées pour I’exploitation des données
de séquence. Je développerai ensuite des perspectives a court terme pour faire suite aux travaux entrepris
dans le cadre de cette thése, et a plus long terme pour une utilisation plus efficace des données de
séquence de génomes complets dans les années futures. Enfin, je présenterai 1’intérét d’étudier les
anomalies génétiques pour les filieres d’élevage, mais aussi dans un contexte d’amélioration des

connaissances du génome et de la fonction des genes.

I. Bilan et limites de I"utilisation des données de séquence pour
Pidentification des mutations responsables d’anomalies

génétiques

A. Détection des mutations responsables d’anomalies émergentes

En utilisant des approches usuelles, allant du phénotype a I’identification d’une mutation candidate, j’ai

pu étudier deux anomalies génétiques récessives dont I’émergence a été détectée par ’ONAB.

Grace a une cartographie par homozygotie sur marqueurs de la puce BovineSNP50 d’lllumina et &
I’analyse des données de séquence de deux animaux atteints d’épilepsie idiopathique en race
Parthenaise, nous avons identifié une région de 1,2 Mb sur le chromosome 24 puis une mutation
d’épissage dans le géne MTCL1, seule mutation potentiellement délétére dans 1I’intervalle associé au

syndrome. A partir des données de séquence de génome complet d’un seul veau Charolais atteint
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d’épidermolyse bulleuse jonctionnelle, nous avons également identifié une délétion affectant les exons
17 a 23 du gene ITGB4 en recherchant des mutations délétéres dans des génes candidats situés dans des

régions d’homozygotie.

Au travers de ces deux études, nous montrons que I’acces aux données de séquence de génome complet
et I’annotation bioinformatique de ces génomes permet d’identifier rapidement les mutations candidates.
Le séquencage de génomes nous a permis de détecter I’ensemble des variants portés par chaque individu

et, en fonction des cas, de se détacher :

e de la cartographie génétique préalable du locus associé, comme nous le montrons avec les
travaux sur I’EBJ
e de I’approche par géne candidat positionnel, comme dans notre étude de I’épilepsie ou aucun

géne candidat évident n’était présent dans la région.

Dans chaque cas, nous disposions d’un pedigree suffisamment détaillé pour émettre I’hypothése d’un
déterminisme génétique récessif, en particulier pour ’EBJ avec une consanguinité forte chez les
animaux atteints (issus d’accouplements consanguins pere-fille et demi-freres-sceurs). Ceci nous a
orientés vers une stratégie d’identification des régions homozygotes chez les animaux atteints et
I’application de filtres bioinformatiques permettant la détection des variations candidates en accord avec

ces hypothéses.

Deux points de discussion peuvent étre abordés dans le choix du séquencage des génomes complets des
individus et des filtres appliqués pour I’identification des mutations : I’intérét d’un WGS et la stratégie

de filtre contre les données WGS de plusieurs centaines d’individus.
1. Pourquoi avoir choisi le séquencage complet du génome des individus atteints ?

Dans 1’étude des syndromes d’épilepsie et de I’EBJ, nous avons fait le choix de réaliser le séquencage
de I’intégralité des génomes d’individus atteints pour rechercher les mutations candidates. Pourquoi
avoir privilégié ce choix ?

En effet, la majorité des anomalies génétiques a transmission mendélienne (ie. mono-géniques) sont
liées a une modification de la partie codante d’un géne qui impacte ensuite la protéine produite. Dans le
cas de I’épilepsie, nous avons localisé la mutation causale dans un intervalle de quelques mégabases sur
le chromosome 24. Deux approches auraient été plus économes en séquencage. Nous aurions pu cibler
les séquences codantes et donc ségquencer uniquement I’exome ; alternativement, nous aurions pu cibler
uniquement la région d’intérét et réaliser la capture et le séquengage de cette petite région au lieu de
considérer le génome entier. Le séquengage de 1’exome est une stratégie trés utilisée chez I’homme pour
la recherche des mutations associées a une anomalie génétique (Bamshad et al., 2011). Cette stratégie a
été appliquée efficacement chez le bovin, par exemple pour I’identification de la mutation HH3

(McClure et al., 2014) ainsi que dans la récente étude a grande échelle de Charlier et al (2016).
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La capture et le séquencgage d’une région d’intérét ont aussi été privilégiés au début de ’utilisation des
NGS. Cette stratégie a servi par exemple pour I’identification de la mutation dans le géne SUOX (Sulfite
Oxidase) responsable de I’arachnomelia en race Brune (Drdgemdiller et al., 2010) ou encore
I’identification de la mutation dans le géne CEP250 (Centrosomal Protein 250) associée au syndrome
SHCG en Montbéliarde (Floriot et al., 2015). L’avantage de ces deux techniques est de pouvoir diminuer
le codt lié au séquencgage tout en augmentant sur la région ciblée la qualité de la séquence obtenue en
augmentant la profondeur de séquencage. Ces techniques permettent également d’envisager de
séquencer plus d’individus et donc d’augmenter la puissance de détection de la mutation causale.
Cependant, le co(t d’une séquence de génome complet a beaucoup diminué tout en fournissant une
couverture en géneral suffisante pour capter les variants. L’intérét économique de la capture spécifique
de la région d’intérét, treés fort initialement, s’est beaucoup réduit aujourd’hui, et I’approche génome

complet a I’avantage d’étre générique et donc plus rapide a mettre en ceuvre.

La capture d’exome est devenue générique chez ’homme et elle est bien maitrisée dans certaines
équipes. Elle aurait pu constituer une alternative pour nous. Toutefois, nous n’avions pas accés aux
outils techniques et notre laboratoire n’a pas choisi cette stratégie. Les raisons essentielles en sont les

suivantes :

(@) méme si les variants dans le codant sont les plus probables, on ne peut pas exclure les autres
régions du génome et la séquence du génome complet permet d’aborder cet aspect si nécessaire dans

une seconde approche ;

(b) la séquence du génome complet permet de fagon beaucoup plus fiable de détecter les variants

structuraux, comme dans le cas de ’EBJ en race Charolaise ;

(c) enfin, une stratégie de séquencage du génome complet permet de capitaliser les séquences
entre projets et de constituer une base de données générale décrivant le maximum de variants. Ainsi,
notons par exemple qu’un individu atteint de I’anomalie A peut étre un témoin pour ’anomalie B
localisée & un autre endroit du génome (voir § 2) ; il contribue aussi a la description du déséquilibre de
liaison sur le génome et donc a la qualit¢é d’imputation. Ceci est d’autant plus vrai que les cas
appartiennent a des populations a faible effectif d’animaux séquencés, comme par exemple pour la race

Parthenaise.

2. Filtrer des variations contre les données de séquence disponibles dans d’autres

races ?

Les filtres bioinformatiques appliqués pour isoler les variations candidates comparent les variants
identifiés chez un animal atteint a ceux identifiées chez un individu sain. L’objectif de cette étape est de
réduire au maximum le nombre de mutations associées au phénotype. Dans nos approches, nous avons
utilisé comme contr6le les donnees de séquence de génome complet de taureaux d’IA, selon une

stratégie identique a celle appliquée par Daetwyler et al (2014). Dans le cas des anomalies récessives,
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d’autres individus peuvent étre séquencés pour servir de contrdle comme par exemple des fréres/sceurs

non-atteints.

La meilleure stratégie pour identifier la mutation candidate serait de disposer de la séquence d’un animal
porteur de I’haplotype ancestral, ¢’est-a-dire 1’haplotype identique a celui porté par les animaux atteints
mais sans la mutation délétére. En utilisant la structure des populations bovines, les informations de
génotypes et de pedigree, il est parfois possible d’identifier ce type d’individus au sein de la population
ou du pedigree de I’anomalie (Drogemdiller et al., 2010). En théorie, en comparant les variants segrégant
avec I’haplotype ancestral et ceux ségrégant avec 1’haplotype porteur de la mutation, on ne devrait
identifier qu’une seule différence : la mutation candidate. Cette situation trés favorable n’est rencontrée
que pour des mutations trés récentes et un haplotype relativement fréquent dans la population. Un cas
particulierement favorable est celui d’une neo mutation dominante, donc absente du génome des parents.
En cas de mosaicisme du parent, on peut également comparer deux produits portant le méme haplotype,
’un atteint et ’autre sain ; cet haplotype ne différant essentiellement que par la neo mutation. Dans le
cas d’une anomalie récessive, les porteurs du méme haplotype sain sont beaucoup plus €loignés et un

screening par génotypage est nécessaire pour les détecter.

Une alternative est d’utiliser un grand nombre d’individus contrdles, décrivant la plus grande partie des
polymorphismes existant a 1’échelle de chaque race. Aujourd’hui, avec les travaux de séquencage de
génomes, on dispose d’une trés grande base de variations identifiées sur des animaux de différentes
races. En 2015, dans son Run 5, le consortium « 1000 bull genomes » avait produit 1577 séquences de
génomes complets de 33 races bovines taurines et identifié 39,7 millions de variants. Par exemple, pour
I’épilepsie les variants identifiés chez les deux animaux atteints ont été filtrés contre les variants
identifiés chez plus de 1323 individus non atteints. Ainsi, hous avons pu réduire le nombre de variants
dans I’intervalle de 1269 a seulement neuf candidats positionnels, dont la seule mutation avec un effet
délétere fort située dans le géne MTCL1. On atteint donc des niveaux d’efficacité¢ d’identification des

candidats trés élevés.

B.  Approches de génétique inverse

Au cours de cette these, nous avons tenté de mettre en place diverses méthodes, fondées sur
I’exploitation des variants identifiés dans les données de séquengage pour caractériser des mutations

causales pour lesquelles nous ne disposions pas ou peu d’informations phénotypiques.
1. Intérét des approches inverses : se détacher de la déclaration des phénotypes

En continuité des travaux de Fritz et al., (2013), nous proposons une nouvelle mutation candidate dans

le géne PFAS associée a 1’haplotype de mortalité embryonnaire MH1. Son identification résulte de la
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combinaison des approches d’études haplotypiques et de screening des variants identifiés dans les

données de séquence des individus porteurs.

Par ailleurs, nous avons exploré des approches de génétique inverse pour caractériser des variations pour
lesquelles les outils bioinformatiques prédisent un effet potentiellement délétere sur la fonction des
génes dans lesquels elles sont situées. En appliquant deux hypothéses différentes, 1’une fondée sur les
variants rares race spécifiques et ’autre sur les variants fréquents, nous avons mis en évidence deux
nouvelles mutations en race Normande. La premiére située dans le géne CAD est trés probablement
associée a une mortalité embryonnaire, et la seconde dans le géne RP1 associée a une perte progressive

de la vision chez les animaux adultes.

Nos travaux de caractérisation des variants fréquents et la confirmation de I’effet de la mutation dans
RP1 suggérent fortement que des variants delétéres fréquents ségrégent chez le bovin et touchent des
voies de génes dont les fonctions sont moins soumises a la pression de sélection exercée en condition
d’¢élevage comme la vision, le comportement et la cognition (voir chapitre 6 ; Michot et al., 2016). Ce
sont des cibles peu étudiées jusqu’a présent car leur impact semble modéré et, de ce fait, difficilement

identifiables par le réseau de surveillance actuel.

Le développement des approches inverses, a partir des données de génotype ou de séquence, permettent
de se détacher des déclarations de phénotypes anormaux aux observatoires nationaux. De nombreuses
études ont montré leur intérét pour identifier des mutations responsables de morts embryonnaires, mais
aussi repérer des variants non létaux, qui ont parfois un faible impact sur la carriére de 1’individu. On
peut citer comme exemple la mutation du géne RP1 conduisant a une perte progressive de vision en race
Normande ou une délétion dans le géne codant pour la mélanophilin (MLPH) qui affecte la coloration

des individus en race Blanc Bleu Belge (Li et al., 2016).

Comme suggéreé dans les études déja mises en place chez ’homme, I’utilisation des données de séquence
de génomes ou d’exomes permet de renverser la situation en ayant acces a un grand nombre de variants
dont on cherche a expliquer I’effet sur le phénotype (Sulem et al., 2015). En revanche, méme si 1’on se
détache de la déclaration d’un phénotype anormal comme point de départ, la description clinique fine
des animaux homozygotes pour la mutation reste une phase essentielle. Comme nous 1’avons démontré
avec I’étude du variant du géne RP1, la mise en place d’une description clinique est facilitée par la
possibilité de cibler les animaux d’intérét dans les élevages et d’organiser les examens a appliquer en

fonction du gene d’intérét et du phénotype attendu (Michot et al., 2016).

2. Approche de génétique inverse et caractérisation de variants délétéres race-

specifiques: les limites de I’approche appliquée

Dans le chapitre 5, la stratégie d’étude des variations que nous avons appliquée est comparable a celle
employée par Charlier et al., (2016). A partir du traitement des données de séquence, nous avons

identifié des SNP et petits InDels affectant les régions codantes du génome, prédits comme déléteres
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pour les protéines correspondantes, jamais observés a 1’état homozygote et spécifiques d’une race
donnée. Dans un second temps, nous avons testé ces variations sur la population dans une étape
d’identification de genes candidats par génotypage. Il est difficile de chiffrer ’efficacité de notre
méthode car toutes les variations candidates n’ont pas été analysées. Cependant, dans les trois races
laitiéres francgaises, nous avons sélectionné 482 variants a tester (95 pour la Normande, 152 en
Montbéliarde et 235 pour la Holstein). Au final, nous avons mis en évidence un seul polymorphisme
candidat avec déficit complet significatif en homozygotes pour I’alléle délétére : le variant g.
Chrl1 :72399397T>C dans le gene CAD ségrégant en race Normande).

Une des difficultés de cette approche réside dans le choix le plus pertinent des variations candidates a
tester, de facon a maximiser le nombre de variants réellement responsables d’anomalies. En effet, le
taux de succes est assez faible, avec en moyenne 1 a 5 mutations récessives létales portées par individu
(MacArthur et al., 2012 ; Charlier et al., 2016).

Deux points ont fortement limité 1’efficacité de notre approche : les artéfacts et la fréquence des variants.

a) Maitriser les artéfacts

Lorsque I’on cherche a prédire les effets des variations rares et déléteres, on a tendance a enrichir la
sélection en erreurs : fausses variations dues a des erreurs d’alignement des séquences ou des artéfacts

créés par le séquencage (MacArthur et al., 2012 ; Sulem et al., 2015).

Comme discuté dans le chapitre 5 nous n’avons pas appliqué assez de filtres de vérification de la qualité
de séquencage des variants identifiés puis sélectionnés pour le génotypage et une proportion non
négligeable des variants choisis se sont révélés monomorphes. Il aurait été préférable d’appliquer des
tests plus stringents sur la couverture et la qualité de la séquence, vérifier manuellement la présence du
variant par analyse des fichiers de séquence (fichier bam) a I’aide d’IGV (Thorvaldsdottir et al., 2013),
puis de vérifier I’existence des variants candidats par PCR et séquencage Sanger avant de les proposer

sur la puce.

Par ailleurs, nous avons été limités par un autre type d’artéfact di a 1’annotation fonctionnelle
insuffisante des variants. Celle-ci dépend en partie des outils bioinformatiques utilisés, mais aussi et
surtout du set de transcrits pris en compte pour la réalisation des annotations des génomes (MacCarthy
et al., 2014). Dans ce projet, par choix et en fonction du traitement des données de séquence au sein de
I’équipe, nous avons privilégié un seul outil de prédiction pour I’annotation des petits SNP et Indels :
I’outil Ve!P basé sur les sets de prédiction de génes Ensembl (MacLaren et al., 2010). Par comparaison
manuelle, nous avons identifié des artéfacts dus a la prédiction de genes situés a des positions différentes
(différences entre les prédictions Ensembl et la position sur UCSC comparées avec 1’alignement des
geénes d’autres especes). Nous avons également observé des exons absents, ou des incertitudes sur les

sites donneurs et accepteurs d’épissage.
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La prise en compte des artéfacts d’annotation au début de ma thése nous a permis d’acquérir plus
d’expérience et d’appliquer par la suite des étapes supplémentaires de vérification manuelle de chaque
polymorphisme au cours la seconde étude sur les variations plus fréquentes (voir matériel et méthode
Michot et al., 2016). Les travaux a partir des données de séquences montrent I’importance de développer
des outils et d’utiliser des critéres stricts pour détecter et discriminer ces artéfacts des variations

réellement existantes.

b) Des variants trop peu fréguents ?

L’étude d’un variant candidat repose sur son génotypage par puce dans une population de grande taille.
L’idée est de rechercher I’absence d’homozygotes pour I’all¢le alternatif. Si I’alléle a une fréquence f,
la proportion attendue d”’homozygote est f2, une valeur trés faible si I’all¢le est rare. Ainsi, par exemple,
pour une fréquence f de 1%, la fréquence d’homozygotes est de 1/10000, et un déficit marqué nécessite
plusieurs dizaines de milliers de typages, une quantité que 1’on n’observe que dans peu de races. Dans
la plupart des races, on ne peut tester que des variants assez fréquents, dont un nombre trés limité est
sans doute fortement délétere. Dans notre cas, nous aurions pu appliquer un seuil sur la fréquence des
alleles déléteres dans les bases de données de séquence étudiées, de fagcon a ne retenir que des

polymorphismes que nous pourrions valider statistiquement par génotypage dans nos populations.

Il1. Perspectives de poursuite des travaux de recherche

A. Suites a court terme des travaux de cette thése sur les approches

inverses

Les différentes analyses menées au cours de ma these ont abouti & une grande quantité de données
intermédiaires dont seulement une partie a pu étre analysée. Nous proposons ici gquelques pistes a

explorer a partir des résultats de typage obtenus et des polymorphismes dégagés.
1. Suivi des polymorphismes candidats et confirmation des déficits en homozygotes

Un premier travail sera de continuer le suivi des polymorphismes candidats qui sont génotypés sur la
puce EuroG10K, en particulier pour ceux dont nous n’avons pas observé d’individus homozygotes.
L’accumulation de données de typage permettra de confirmer ces déficits sur un plus grand nombre

d’individus de fagon a obtenir un résultat significatif d’un point de vue statistique.

L’expérience acquise avec 1’haplotype de mort embryonnaire MH1 et I’invalidation d’un variant
candidat publié dans 1’étude de Fritz et al., 2013 (cf. Chapitre 4), nous a montreé la nécessité de confirmer

le déficit observé sur un trés grand nombre d’individus.
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Pour les polymorphismes présentant un déficit complet et significatif en homozygotes, tel le variant
chr11:72399397T>C dans le géne CAD ségrégant en race Normande, il faudra confirmer la mortalité
embryonnaire supposée. Une premiere stratégie serait d’identifier les animaux porteurs de la mutation
(ie. directement a partir des données de génotypage, ou par le développement d’un test sur haplotype et
I’imputation des génotypes) afin d’étudier la distribution des génotypes chez les veaux nés des

accouplements entre porteurs.

Comme pour le géne PFAS, I’effet de la mutation du géne CAD peut étre testé sur différents indicateurs
de fertilité calculés a partir des bases de données nationales d’insémination (ie. les taux de non retour a
56 et 90 jours, le taux de conception, I’intervalle entre deux TA ou I’intervalle vélage-vélage). Cette
seconde stratégie utilisant les données de la base d’inséminations frangaise, permet de caractériser 1’effet
sur la fertilité et de caractériser le moment de la perte embryonnaire au cours de la gestation (Fritz et al.,
2013, Sahana et al., 2013). L’avantage est de pouvoir s’appuyer sur des données déja disponibles. En
revanche, il faut réussir a distinguer un effet significatif, ce qui nécessite de disposer d’un effectif
d’accouplements a risque suffisant. Naturellement cet effectif dépend de la fréquence du variant délétére

dans la population étudiée.

Enfin, le suivi de gestations résultant d’accouplements a risque ou de transferts d’embryons
homozygotes mutés est la stratégie idéale pour caractériser trés finement le processus engendrant la
perte embryonnaire. Cependant, c¢’est une procédure lourde et colteuse qui demande la production puis
le transfert d’un nombre suffisant d’embryons. Elle est donc peu généralisable chez le bovin et la
confirmation statistique de 1’absence d’homozygotes par génotypage large sur la population reste le

moyen de validation le plus efficace.
2. Etude de survie et phénotypage des animaux homozygotes mutés

Concernant les polymorphismes pour lesquels sont observés des individus homozygotes pour I’alléle
supposeé délétere (avec un déficit ou non), nous proposons de mettre en place un suivi de ces individus
homozygotes. En effet, si ces animaux apparaissent normaux au moment du génotypage, les symptémes
peuvent apparaitre plus tardivement et conduire a la mort ou la réforme précoce de 1’animal sans que
I’on ne soupgonne une anomalie. C’est le cas pour des troubles métaboliques, ou immunitaires qui

peuvent étre aisément confondus avec des affections d’origine environnementale.

L’apparition des symptdmes peut étre tardive comme pour I’ataxie progressive en race Charolaise
(www.onab.fr) ou encore la cardiomyopathie en Holstein Red (Owczarek-Lipska, 2011). Un suivi des
courbes de mortalité des individus homozygotes mutés en comparaison avec les autres génotypes peut
étre un moyen additionnel de détecter un effet délétére du polymorphisme. Enfin, on peut envisager le
phénotypage fin des individus homozygotes pour quelques mutations prioritaires quand le phénotype
attendu est bien défini, comme nous I’avons entrepris pour la confirmation de I’effet de la mutation du

géne RP1 et la perte de vision progressive en race Normande.
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3. Imputation et analyses d’association sur les caractéres de production

Les polymorphismes que nous avons testés sont certainement en grande partie non létaux et n’ont pas
d’effet majeur. En revanche, ils pourraient intervenir dans le déterminisme de caractéres complexes, ou
bien affecter le niveau de performance des animaux porteurs homozygotes ou hétérozygotes (comme
par exemple le variant WWP1 p.R844Q augmentant la musculature et diminuant la stature des animaux
en Blanc Bleu Belge, Charlier et al., 2016). Un tel effet est difficile a mettre en évidence a partir de
quelques cas. Il nécessite de tester 1’association du polymorphisme avec les différents caractéres mesurés
pour la sélection (production, croissance, longévité, fertilité...). Les animaux typés étant jeunes, il
faudrait attendre plusieurs mois ou années pour qu’ils réalisent les performances nécessaires. Une
alternative est d’imputer les génotypes aux polymorphismes étudiés sur une population plus vieille qui
dispose déja de phénotypes enregistrés. Ces travaux d’imputation sont développés dans 1’équipe et les

polymorphismes isolés au cours de ma these sont en cours d’analyse dans une étude globale.

B. Validation et étude fonctionnelle des mutations candidates

Lorsque c¢’est possible, la description clinique fine de I’anomalie permet de confirmer 1’association de
la mutation et son effet macroscopique sur le phénotype de I’individu. Ceci est suffisant chez le bovin
pour justifier la mise en place d’une contre-selection (voir ci-dessous paragraphe IV-A). Dans certains
cas, une ¢tude fonctionnelle du géne et de I’effet de la mutation est envisagée, en particulier lorsque la
fonction du géne n’est pas ou mal connue. C’est une perspective envisagée en particulier pour la
mutation candidate associée a I’épilepsie en race Parthenaise. Comme nous 1’avons suggéré, la suite a
court terme de ce projet sur I’épilepsie est de confirmer I’effet de la substitution sur 1’épissage du géne

MTCL1.

Parmi les méthodes de validation, la caractérisation de I’ARN, ainsi que de la protéine correspondante
par immunohistochimie peut étre envisagée. L’intérét ici est de comprendre les mécanismes

moléculaires a I’origine des crises d’épilepsies.

1. Développement de I’utilisation des données de séquence : Vers

une détection systéematique des mutations déléteres ?

Avec le développement rapide des techniques de seéquencage, la quantité de données de séquence
disponibles a triplé au cours de mes trois années de thése. L’accés a ces données a été mis a profit pour
I’étude des anomalies et le développement d’approches de génétique inverse de caractérisation des
variants, comme le montrent les publications récentes (Das et al., 2015 ; Boussaha et al., 2016 ; Charlier

etal., 2016, Michot et al., 2016). Nous entrons dans 1’ére post-génomique ou le séquencage des animaux
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domestiques va devenir d’usage courant, avec déja une automatisation des pipelines de détection et
d’annotation des petites variations du génome affectant la partie codante des genes. Quelles sont les
perspectives et les enjeux du développement des stratégies de génétique inverse et d’exploitation des

données de séquences ?

A. Explorer d’autres régions du génome

Jusqu’a présent, les travaux de génétique inverse se sont concentrés principalement sur les mutations
perte de fonction (LOF) et non synonymes (missense) déléteres dans les régions codantes. Si
I’expérience montre que les mutations responsables d’anomalies génétiques correspondent souvent a ce
type de variants, on ne peut exclure les autres variations, du fait de leur grand nombre (plus de 1000 fois

supérieur) et de leur annotation trés insuffisante.

Les premiéres cibles dans toute analyse sont généralement les variants de petite taille, SNP ou petits
InDels. Les variants structuraux, c’est-a-dire les variants de grande taille (délétions, insertions,
duplications, inversions) jouent un réle tout particulier, car ils couvrent une région chromosomique,
potentiellement fonctionnelle, plus grande. Certes, ils sont beaucoup moins nombreux que les variants
d’une ou de quelques bases (on observe environ 90% de SNP, 9% de petits indels et 1% de variants
structuraux) mais ils ont une probabilité beaucoup plus forte d’avoir un impact fonctionnel, surtout

lorsqu’ils affectent tout un géne ou une partie importante de ce geéne.

Les exemples chez les bovins ne manquent pas. Nous avons montré dans cette thése qu’une délétion de
4,8 kb dans le géne ITGB4 induisait une épidermolyse bulleuse jonctionnelle en race Charolaise. Capitan
et al. (2012) ont montré I’impact d’une grande délétion incluant le géne ZEB2 en race charolaise, avec
des conséquences severes sur différentes fonctions. Kadri et al. (2014) ont mis en évidence une grande
délétion de 660 kb avec un effet trés délétére sur la fertilité en race Rouge nordique. Un autre exemple
est la délétion du gene FANCI, responsable du syndrome Brachyspina en race Holstein (Charlier et al.,
2012). Plusieurs équipes ont mis en évidence le déterminisme du syndrome CDH (déficience de
cholestérol) en race Holstein, di a I’insertion d’un retrotransposon dans le gene APOB (Menzi et al.,
2016), conduisant a sa perte de fonction. Dans la plupart de ces exemples, on note que les variants
structuraux entrainent la disparition de parties importantes de genes, voire de génes entiers. Le dernier
cas est différent, car il correspond a I’insertion d’un ¢lément mobile au milieu d’un gene, altérant sa
fonction. Les variants structuraux sont donc des cibles privilégiées de ces recherches d’anomalies a
partir des séquences. Parfois, les variants structuraux ne touchent pas des génes mais plutét des régions
régulatrices. C’est le cas par exemple des deux polymorphismes responsables de 1’absence de cornes
chez la vache, une insertion et une délétion. Le mécanisme n’est pas connu, mais il est sans doute lié a

une interaction avec un IncRNA exprimé dans cette région.
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D’un point de vue méthodologique, dans une région spécifiée, un outil de diagnostic particuliérement
efficace est Integrative Genomics Viewer (IGV, Thorvaldsddttir et al., 2013). A I’échelle du génome
entier, d’autres outils plus systématiques sont utilisés. Boussaha et al. (2015) présentent ces approches
ainsi qu’un premier inventaire des variants structuraux observés dans trois races francgaises a partir de

données de ségquence de génome complet.

La recherche systématique et 1’annotation des variants structuraux est donc une priorité pour la
caractérisation des anomalies. C’est la voie a explorer si la recherche de variants affectant la partie
codante des génes n’aboutit pas. On ne peut pas non plus exclure des mutations ponctuelles dans les
régions régulatrices, comme cela a été montré pour le phénotype culard en race ovine Texel (Clop etal.,
2006).

B. Développer I'intégration des données et améliorer ’annotation du

génome pour améliorer la compréhension des variations

L’analyse des séquences offre des opportunités considérables, dés lors que 1’on sait en extraire toute
I’information. Les résultats sont nombreux et difficilement validables de fagon exhaustive dans des
analyses fonctionnelles de laboratoire. 1l est donc essentiel de disposer des méthodes bioinformatiques
les plus sdres, évitant aussi bien les faux positifs que les faux négatifs. Les faux positifs s’expliquent par
le fait que tous les génes ne sont pas essentiels pour le développement et aussi en grande partie par les
redondances entre voies métaboliques, permettant de maintenir la fonction méme quand une des voies

est atteinte.
Deux raisons principales expliquent les faux négatifs :

e la non-détection d’une mutation, principalement par manque de couverture de séquence a ce
locus, sa présence dans une zone répétée rendant son analyse trop compliquée, ou un trou dans
la séquence de référence conduisant a la perte de 1I’information lors de la phase d’alignement
sur la référence des séquences produites ;

e J’absence d’annotation informative d’un variant détecté.

La qualité des résultats dépend de la couverture de séquencage, elle-méme trés liée au colt. La baisse
des colts permet une meilleure qualité de couverture de séquencage d’un génome. Les nouvelles
plateformes de séquencage devraient permettre une augmentation de la couverture par animal, ainsi que
I’augmentation de la taille des lectures, ce qui augmente le chevauchement entre elles et la qualité

d’alignement.

Des progrés sont nécessaires dans la qualité du génome de référence bovin dont dépendent les
alignements et tous les travaux de re-séquencgage de génome. De nouvelles versions sont attendues dans

un avenir proche, obtenues avec les approches de séquencage les plus récentes.
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D’autres progrés sont également nécessaires dans la détection des variants non codants impliqués dans
les mécanismes de régulation des genes. Cela passe par I’amélioration de I’annotation du génome. C’est
I’objectif par exemple du projet FR-AgENCODE, dont le but est d’améliorer I’annotation des génomes
des espéces domestiques comme cela a été fait dans le cadre du projet ENCODE humain. Plus
particuliérement, ce projet vise a mesurer I’effet des polymorphismes sur 1’expression, a identifier les
réseaux de génes co-régulés, a identifier les régions régulatrices et les interactions avec les facteurs de
transcription. A terme, I’intégration de 1’ensemble des données est une voie envisagée pour identifier de
facon plus fiable les variants déléteres dans les anomalies qu’elles soient monogéniques ou a

déterminisme plus complexe (Jiang et al., 2015).

C. Vers le séquencage systématique des animaux reproducteurs

Jusqu’ici, la priorité de re-séquencage a été donnée a deux types d’animaux :

e d’une part, aux taureaux fondateurs de races et contributeurs majoritaires, dans le but
de capter la majorité des polymorphismes ségrégant dans les races et de permettre
I’imputation des génotypes, un phasage efficace et la détection des mutations causales
pour expliquant les variations des caractéres (Daetwyler et al., 2014) ;

e  d’autre part, les animaux avec des phénotypes particuliers, comme les anomalies.

Dans le cadre de cette thése, les données étaient constituées des séquences de 429 animaux appartenant
a 4 races différentes. Aujourd’hui, le Run 4 du consortium « 1000 bull genomes » compte trois fois plus

d’individus séquencés pour 33 races différentes.

Poussé par les besoins en génétiqgue humaine, le développement de techniques et des plateformes de
séquengage est toujours plus efficace. Une évolution récente chez Illumina est le séquenceur haut-débit
HISEQ X qui laisse entrevoir la possibilité de séquencer des génomes humains a une couverture de 30x
pour un colt de 1000 dollars (Check Haden, 2014). Cette technologie a été ouverte fin 2015 aux especes
domestiques et donc aux bovins, augmentant a nouveau la capacité de re-séquencage de géenomes
(Business Wire, 2015).

A court ou moyen terme, cette technique et d’autres en cours de développement offriront la possibilité
technique et financiere de réaliser un séquencage de génome d’ordre populationnel dans les espéces
domestiques. Chez le bovin, on envisage par exemple le séquengage de chaque taureau d’insémination
mis en production. Dans ce contexte, le développement de nouvelles approches d’exploitation des
données de séquence comme ce fut le cas au cours de ma thése prend un sens particulier. L’objectif sera
d’effectuer une recherche systématique des variants délétéres chez chague nouvel individu reproducteur.
En particulier, la détection précoce de toute neo-mutation potentiellement trés délétére chez un individu.
Ceci sera possible en développant notre capacité de prédiction des effets positifs ou négatifs d’une

mutation sur un géne d’intérét comme indiqué précédemment. Toute mutation ne pourra étre testée.
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Dans le cas des mutations récessives, I’objectif serait plutot de repérer les facteurs de risques et limiter
I’émergence de nouvelles anomalies en ajustant la gestion des reproducteurs (puisqu’il est impossible
de les supprimer tous, voir § 1V-A2). Dans une optique plus large, le séquencage de toute la population
de reproducteurs permettra aussi de détecter de nouveaux variants d’intérét pour les caracteres de

production, reproduction ou de santé.

V. Intérét de I’étude des anomalies génétique chez le bovin

A.  Gestion des anomalies génétiques dans les programmes de sélection

L’objectif principal de 1’étude des anomalies génétiques dans les espéces de rente est avant tout
I’identification de la mutation causale et la mise au point de tests de dépistage afin de permettre leur

gestion dans la population concernée.
1. Mise en place de tests génétiques

Deux types de tests génétiques peuvent étre développés : des tests directs, consistant a génotyper la
mutation causale, et des tests indirects, consistant a génotyper un ou plusieurs variants (alors réunis en
haplotypes) dont certains alléles présentent un fort déséquilibre de liaison avec la mutation causale. En
général, on a recours a ces tests indirects, pour commencer a gérer les anomalies génétiques avant que
la mutation causale ne soit identifiée. Lorsque la mutation est connue, 1’utilisation de tests sur haplotype
permet également, par imputation, de prédire le statut d’animaux déja génotypés dans le passé et ainsi
de récupeérer des informations précieuses a I’échelle raciale. Toutefois, ces tests ne sont pas fiables a
100% et le risque de faux positifs et de faux négatifs croit a mesure que le déséquilibre de liaison
diminue. C’est notamment le cas pour les mutations anciennes pour lesquelles le segment IBD autour
de la mutation est de trés petite taille et ne permet pas d’identifier un haplotype unique associé a la
mutation (par exemple pour la mutation dans le géne RP1), ou encore pour les mutations récentes qui se
sont produites sur un haplotype fréquent dans la population et dont la version ancestrale (ie. sans la

mutation) perdure dans la population.

Au-dela du fait que la génétique inverse permet d’identifier des anomalies génétiques passées inapercues
jusqu’a présent, cette stratégie présente deux avantages majeurs : 1’ensemble des candidats a la sélection
génomique est génotypé pour la mutation causale lors de la phase de test, et le test de diagnostic est
opérationnel sans délai dés que I’effet de la mutation est validé. Ce transfert rapide des résultats de la
recherche au « terrain », sans colit supplémentaire, participe a I’augmentation de I’efficacité de la

gestion des anomalies dans les schémas de sélection.
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2. Evolution des stratégies de gestion

Lorsque les anomalies connues étaient peu nombreuses, elles étaient gérées par une procréation
d’animaux non porteurs et 1I’élimination progressive des animaux porteurs, en général sur la voie male,
indépendamment du reste de I’objectif de sélection. Avec les méthodes les plus récentes, I’efficacité de
détection des anomalies s’accroit sensiblement, de sorte que le nombre d’anomalies a gérer
simultanément s’accroit également. Il devient difficile de sélectionner des reproducteurs exempts de
toute anomalie et il est nécessaire de revoir les procédures de sélection. La méthode recommandée vise
a sélectionner sur la base d’un indice de sélection incluant les anomalies. La valeur génétique d’un
reproducteur pour une anomalie donnée s’exprime simplement en fonction de la fréquence allélique et
du codt économique imputable a chacun des genotypes. Cette valeur génétique s’intégre ensuite dans
I’objectif de sélection. Par ailleurs, en attendant 1’éradication de 1’anomalie, il convient de gérer les
accouplements pour limiter au maximum le risque de procréation de produits atteints. Cette stratégie,
dans tous les cas, repose sur un génotypage a grande échelle, permettant de connaitre le statut des

reproducteurs et d’identifier les accouplements a risque.

B. Connaissance du génome : le bovin comme modéle

Comme le montre I’exemple de 1’épilepsie idiopathique récessive en race Parthenaise, les recherches
portant sur les animaux d’élevage peuvent parfois contribuer a 1’amélioration de 1’annotation
fonctionnelle des génomes a travers la caractérisation de 1’effet de mutations affectant des génes dont la
fonction n’a pas encore été étudiée chez les espéces modeles. Par rapport aux espéces modeles, les
espéces d’élevage comme le bovin présentent d’autres avantages qui pourraient leur permettre de
devenir des animaux modeles a part entiére a 1’¢re post-génomique. Ces derniers sont détaillés dans

I’article de Bourneuf et al., (soumis) dont je suis co-auteure. On retiendra notamment:

o lataille importante des familles qui permet (i) de recruter un nombre suffisant de cas et
(ii) de cartographier des loci modificateurs ;

e la taille réduite de I’effectif efficace des races combinée aux importants efforts de
séquengage qui permettent (i) de capter presque I’intégralité de la variabilité génétique
d’une race et (ii) d’identifier efficacement des mutations de novo ; la richesse des bases
de données de génotypage sur puce a SNP, de pedigree et d’insémination qui permet
d’identifier des accouplements a risque et de phénotyper les animaux qui en sont issus

e etenfinI’existence de bases de données de phénotypes collectés en routine dans le cadre
des évaluations génétiques pour une quarantaine de caractéres en moyenne aujourd’hui

et un nombre bien plus important a I’avenir.
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L’exploitation de ces phénotypes représente un enjeu important de I’approche de génétique inverse qui
n’a pu étre mené a bien dans le cadre de cette thése faute de temps. Ce sera I’un des objectifs principaux

de mon équipe d’accueil dans les prochains mois.
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ABSTRACT:

In humans, the clinical and molecular characterizations of sporadic syndromes are often
hindered by the small number of patients and the difficulty to develop animal models for
severe dominant conditions. Here we show that in livestock the availability of large data
sets of whole-genome sequences, high-density SNP chips genotypes and phenotypic
records offers unprecedented opportunity to dissect in record time the genetic
architecture of phenotypes. We report the identification of eight dominant de novo
mutations in CHD7, COL1A1, COL2A1, COPA, MITF, and REEP6 and take advantage
of the structure of cattle populations to describe their clinical consequences and map
modifier loci. In addition, we demonstrate the feasibility of anticipating the emergence of
recessive genetic defects by detecting de novo deleterious mutations in the genomes of
artificial insemination bulls. These results increase the attractiveness of cattle to confirm
the genetic etiology of isolated clinical case reports and become a model species in the post
genomic era.
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Résumé :

L’effectif génétique réduit des races bovines entraine une
augmentation de consanguinité de I’ordre de 1% par génération
et une forte dérive génétique. Cette évolution favorise
I’émergence réguliére d’anomalies génétiques récessives dans
les populations, qu’elles soient de races laitieres ou allaitantes.
En France, I’Observatoire National des Anomalies Bovines
(ONAB) a été créé dans le but de détecter et controler ces
anomalies émergentes. Cependant, la détection par les
observatoires sous-entend d’une part une diffusion large de
I’allele défavorable dans la population et d’autre part que
I’anomalie présente un phénotype avec un tableau clinique
spécifique permettant une déclaration du phénotype a I’ONAB.
L’impact des anomalies génétiques est donc encore largement
sous-estimé. Toutefois, le développement des technologies de
génotypage et de séquengage de génomes, associés a I’ensemble
des informations disponibles permet une détection efficace des
mutations causales. Ainsi, I’objectif de cette theése a été dutiliser
I’ensemble des données disponibles (phénotypes, génotypes,
séquences, annotations fonctionnelles...) pour identifier et
valider des mutations délétéres ségrégant dans races bovines
laitieres et allaitantes francaises. Nous avons exploré différentes
stratégies classiques - cartographies par homozygotie,
haplotypes en déficit en homozygotes - qui gagnent en efficacité
grace aux données de séquence de génome complet (WGS).
Nous avons également mis en place des approches alternatives
de génétique inverse, basées sur I’exploitation des données WGS
frangaise et du consortium 1000 bull genomes.

Les travaux réalisé ont permis d’identifier les mutations causales
associées a deux syndromes récessifs rapportés a ’ONAB :
I’épidermolyse bulleuse jonctionnelle en race Charolaise
(ITGB4, g.chr19: g.56488278 56493087del) et d’épilepsie
idiopathique (MTCL1, g.chr24:41661691 G>A) récemment
émergée dans la race Parthenaise. Nous avons également
démontré la forte association entre I’haplotype MH1 et un
polymorphisme affectant le géne PFAS (Chr19:9.28511199C>T
; p-R1205C). Par les stratégies de génétique inverse, nous avons
également identifié une mutation probablement responsable de
mortalité embryonnaire en race Normande affectant le géne
CAD (Chr11:972399397, p.Y452C) ainsi qu’une mutation
affectant le géne RP1 (Chrl4:9.23995411_23995412insA, p.
R791KfsX13) responsable d’une dégénérescence progressive de
la rétine et qui ségrége a forte fréquence en race Normande mais
aussi dans d’autres races bovines européennes. Ces études
encore en cours, fournissent également un inventaire des
variants  génétiques potentiellement délétéeres dont la
caractérisation de I’effet sur le phénotype pourra étre explorée.
Enfin, I’identification de ces anomalies et des mutations
délétéres responsables ont abouti a la mise a disposition de tests
de diagnostic efficaces pour permettre une contre-sélection
raisonnée de ces variants délétéres dans les populations bovines.

Title : Use of whole genome sequence data to identify new deleterious mutations associated to genetic defects in French

dairy and beef cattle breeds.

Keywords: genomic, deleterious mutations, anomalies, bovine

Abstract

The reduced genetic size of cattle breeds leads to an increase in
inbreeding of nearly 1% per generation and a strong genetic drift.
This evolution favors regular emergence of recessive genetic
abnormalities in dairy and beef cattle breeds. In France, the
National Observatory of Bovine Anomalies (ONAB) was
created with the aim to detect and control these new emergences.
However, detection by the observatories implies a broad
diffusion of the deleterious allele in the population and a
phenotype with specific clinical features, allowing reporting to
ONAB. Therefore the impact of genetic abnormalities is still
largely underestimated. However, development of genotyping
and genome sequencing technologies, coupled with all available
information, makes possible effective detection of causal
mutations. Thus, the aim of this thesis was to use all the available
data (phenotypes, genotypes, sequences and functional
annotations) to identify and validate deleterious mutations
segregating in French dairy and beef cattle breeds. We used
homozygosity mapping, and study of haplotypes with deficit in
homozygous, two strategies boosted by using whole genome
sequence (WGS) data. We also explored alternative reverse
genetics strategies, based on data mining of French and 1000 bull
genomes consortium WGS data.

In these different studies, we identified the causal mutations
associated with two described recessive syndromes:
epidermolysis bullosa junctional in Charolais race (ITGB4,
chrl9: ¢.56488278_56493087del) and idiopathic epilepsy
(MTCL1, chr24:9.41661691G>A) recently emerged in the
Parthenaise breed. We also demonstrated a strong association
between the embryonic lethal mutation MH1 and a
polymorphism affecting the PFAS gene (chrl19: g.28511199C>
T ; p.R1205C) in Montbeliarde cattle. With reverse genetic
strategies, we identified another mutation, which affects the
CAD gene (chrll: g72399397, p.Y452C), likely responsible for
embryonic mortality in Normande cattle, and a frameshift
mutation in RP1 (chrl4:9.23995411 23995412insA, p.
R791KfsX13) responsible for progressive retinal degeneration
segregating with a high frequency in the Normande breed but
also in other European cattle breeds. These studies, still in
progress, provide an inventory of potentially deleterious genetic
variants, whose characterization could be explored in the future.
At last, identification of mutations responsible for these genetic
abnormalities provided or will provide diagnostic tests and allow
efficient counter selection of these variants in French beef and
dairy cattle populations.




