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Statut des agriculteurs/trices Nombre de personnes (en milliers) 

Chefs d'exploitation, coexploitants et associés actifs 564,1 

Actifs apparentés au chef d'une exploitation individuelle 104,6 

Salariés permanents 142,8 

Total des actifs permanents 811,5 

Tableau 1 : Statut des personnes ayant un emploi permanent en exploitations agricoles, en France, d'après [1]. 
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Introduction 

 Contexte socio-économique 

a. Agriculture en France 

En France, l'agriculture et notamment l'élevage tiennent une place prédominante. La France 

est, en effet, la première puissance agricole européenne, tant sur le plan économique avec 75 

milliards d'euros de production agricole (en prenant en compte le prix perçu par le 

producteur) en 2019, que sur le plan géographique avec sa surface agricole s'étendant sur plus 

de 28 millions d'hectares de terre. Ces données proviennent des chiffres de Eurostat, la 

direction générale de la Commission européenne chargée de l'information statistique à 

l'échelle communautaire [2] et de la fondation de l'ONU (Organisation des Nations Unies) pour 

l'alimentation et l'agriculture (FAO) [3]. La France est également le pays d'Europe possédant 

le plus de têtes de bétail, avec plus de 18 millions de bovins en 2019 [2]. L'importance du 

secteur agricole en France se démontre également via l'emploi : plus de 800 000 personnes 

en France ont un emploi permanent dans une exploitation agricole [4]. Plus de la moitié de 

ces personnes sont chefs d'exploitation (Tableau 1) [1].  

 

b. Production laitière 

À l'échelle mondiale, les vaches, chèvres et brebis représentent 86% de la production laitière 

[5]. Pour les différents cheptels bovins, caprins et ovins, plus de 20% de l'ensemble des 

animaux sont consacrés à la production laitière : 22,30% des bovins, 20,24% des caprins et 

21,31% des ovins [6]–[8].  

En France, une large proportion de l'agriculture se consacre à la production laitière : le cheptel 

des trois espèces bovine, caprine et ovine s'élève à plus de 27 millions d'animaux, dont environ 

70% de bovins [6]. Plus de 40% des bovins élevés en France sont des vaches, et près de la 

moitié d'entre elles sont assignées à la production de lait [9].  
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La France est le deuxième pays d'Europe en terme de collecte de lait : grâce aux 3,7 millions 

de vaches laitières, plus de 24 milliards de litres de lait de vache ont été récoltés en 2018, juste 

derrière l'Allemagne qui collecte 32 milliards de litres de lait [2], [9]. Ces productions de lait 

bovin sont en majorité orientées vers le lait conditionné [10].  

Les productions de lait caprin et ovin sont moins importantes et majoritairement orientées 

vers la transformation du lait en fromage : les 850 000 chèvres élevées en France produisent 

580 millions de litres de lait de chèvre par an et 260 millions de litres de lait ovin sont produits 

par 1,2 millions de brebis [11]. La France a également une place prédominante dans la 

production de lait de chèvre et de brebis : il s'agit du premier producteur européen de lait 

caprin et du cinquième producteur européen de lait ovin. Au total, pour ces trois espèces, près 

de 25 milliards de litres de lait sont collectés par an en France [11]. La production de lait en 

France a une importance économique puisqu'environ 298 000 emplois en dépendent, que ce 

soit en exploitation laitière ou dans l'industrie du lait [12].  

En caprin laitier, environ la moitié (49%) des exploitations ont plus de 100 animaux, en ovin 

laitier la majorité des exploitations ont entre 200 et 499 brebis [13], [14]. En bovin laitier, plus 

de la moitié des exploitations comptent 50 vaches et plus en 2019. Ces chiffres peuvent être 

mis en relation avec des chiffres de 1969, quand plus de la moitié des exploitations comptaient 

moins de 9 vaches en France [9], [15]. L'intensification de l'élevage est également présente en 

ovin, avec un nombre d'exploitations de brebis laitières ayant diminué d'environ 25% entre 

2000 et 2017, alors que le nombre de brebis laitières est lui resté stable entre ces années [14]. 

L'intensification est encore plus visible en caprin laitier, avec un nombre d'exploitations qui a 

diminué de plus de 50% alors que le nombre de chèvres est quasiment stable entre 2000 et 

2018 [9], [14], [16].  

En 2018, des exploitations dites de petite taille subsistent encore, avec 22% des exploitations 

bovines laitières de plus de 5 vaches comptant moins de 30 vaches. De même pour les caprins 

et ovins, avec respectivement 28% des exploitations de plus de 10 animaux comptant moins 

de 50 animaux, et 13% des exploitations ovines laitières ayant moins de 20 brebis [9], [13], 

[14].  
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Les bovins, caprins et ovins sont trois espèces laitières avec des caractéristiques différentes 

en terme de production de lait. Tout d'abord, la durée de leur lactation diffère : en moyenne 

334 jours pour les bovins, 319 jours pour les caprins et 167 jours pour les ovins [17].  

 

 Composition du lait 

Le lait est un fluide complexe, avec une composition similaire pour les espèces bovine, caprine 

et ovine, mais avec des proportions de chacun des éléments qui diffèrent. Le lait est composé 

pour majeure partie d'eau. Il contient également plus de 100 000 types de molécules 

différentes. Parmi les grandes catégories de constituants se trouvent des matières grasses, 

des glucides, principalement du lactose, ainsi que des protéines [18]. Des minéraux sont 

également présents dans les laits bovin, caprin et ovin et parmi eux le calcium (Ca), potassium 

(K), magnésium (Mg), phosphore (P) et sodium (Na) [19]–[22].  

Les matières grasses du lait se composent de plus de 400 acides gras différents, dont 15 à 16 

acides gras principaux [23]. Ceux-ci peuvent être classés en 3 principales catégories : les acides 

gras saturés (sans double liaison dans la chaîne de carbones), les acides gras monoinsaturés 

(avec une double liaison, entre deux carbones) et les polyinsaturés (avec plusieurs doubles 

liaisons). Dans le lait bovin, les acides gras saturés représentent 70% des acides gras présents, 

les monoinsaturés représentent 25% et les polyinsaturés 5% des acides gras présents dans le 

lait [24].  

Les acides gras à chaîne longue (C16, C18) sont issus de l'alimentation, alors que les acides 

gras à chaîne courte et moyenne sont synthétisés dans la glande mammaire [25].  

En caprin, en ovin, comme en bovin, les acides gras les plus présents sont les C16:0 (acide 

palmitique) et C18:1 (acide oléique) [26]–[28]. Ils correspondent à environ 22g, pour les C16:0, 

et 19g, pour les C18:1, pour 100g d'acides gras totaux chez les ovins [27]. Dans le lait bovin, 

les C16:0 représentent 23% des acides gras et les C18:1 représentent 29% [28], [29]. En caprin 

ces taux s'élèvent respectivement à 24 et 17% [26], [30].  
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 Tableau 2 :  Tableau des teneurs en différentes protéines des laits bovins, caprins et ovins 

  

 Bovin Caprin Ovin Références 

Taux Protéiques 3,2 % 3,2 % 6,2 % [32]–[35] 

Taux Butyreux 3,7 % 3,7 % 7,6 % [32]–[35] 

        C16:0 (en g/100 g d'acides gras) 23 24 22 [26]–[30] 

        C18:1 (en g/100 g d'acides gras) 29 17 19 [26]–[30] 

α-lactalbumine 2 mg/mL 3 mg/mL 3 mg/mL [36], [37] 

β-lactoglobuline 3 mg/mL 3 mg/mL 7 mg/mL [36], [37] 

Caséines 2,5 % 2,5 % 4-5 %  [33], [34] 

Lactose 4-5 % 4-5 % 4-5 % [32]–[34] 
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Les protéines majeures du lait sont les différentes caséines : caséines αs1, αs2, β et κ, ainsi que 

la β-lactoglobuline et l'α-lactalbumine [31].  

Les taux protéiques et butyreux correspondent aux teneurs en protéines et en matières 

grasses dans le lait, respectivement. Les laits bovin et caprin sont comparables du point du 

vue des taux protéiques (3,2% (32 grammes par kilogramme de lait)) et butyreux (environ 

3,7%), ce qui les diffère du lait ovin. [17], [32]–[35]. A contrario, le lait ovin a des taux 

protéiques et butyreux plus élevés : respectivement 6,2% et 7,6% environ [33]–[35] (Tableau 

2).  

L'α-lactalbulmine et la β-lactoglobuline, deux protéines majeures du lait, sont présentes dans 

le lait bovin à hauteur de 2 et 3 mg/mL respectivement [36]. Les taux caprins et ovins pour l'α-

lactalbumine sont eux estimés à 3 mg/mL, et les taux de β-lactoglobuline sont du même ordre 

de grandeur entre bovin et caprin, avec 3,16 mg/mL en caprin. Le taux de cette protéine dans 

le lait ovin est plus élevé : plus de 7 mg/mL [37].  

Les taux de caséines sont eux aussi dissemblables entre les espèces, avec des laits bovins et 

caprins présentant des taux aux alentours de 2,5% et le lait ovin dans lequel ce taux s'élève à 

4 à 5% [33], [34].  

Une similitude de ces trois laits réside dans le taux de lactose, compris entre 4 et 5% pour ces 

trois espèces [32]–[34] (Tableau 2).  

La méthode de spectrométrie moyen infrarouge (ou spectre MIR) est désormais utilisée afin 

d'analyser les laits et d'en conclure les composants, grâce à des équations permettant de relier 

les longueurs d'ondes aux différents composants du lait. Des équations de prédiction ont été 

développées, afin de déterminer les teneurs du lait en caséines (les 4 caséines majeures) et 

les protéines majeures citées précédemment : l'α-lactalbumine et la β-lactoglobuline [38], 

[39].   

Les éléments tels que la saisonnalité, via l'alimentation notamment, ou encore la parité 

impactent la composition du lait : pour exemple les taux protéiques tendent à être plus 

importants lors de l'hiver [40]. 
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a. Impact de la génétique 

La génétique est un facteur clé des variations de la production laitière. La race des animaux 

peut influencer la composition du lait. Pour exemple, Stocco et al. ont mis en évidences des 

différences significatives des taux protéiques et de matières grasses dans le lait entre les races 

Holstein Friesians et Brown Swiss. Le taux protéique est 7% plus élevé en race Brown Swiss 

qu'en race Holstein Friesian. Le taux de matière grasse est lui plus élevé de 8% en Brown Swiss 

qu'en Holstein Friesian [41]. Des polymorphismes génétiques présents à des locus de gènes 

peuvent également moduler la composition du lait. C’est le cas de la substitution K232A dans 

l'exon VIII de DGAT1, qui code une enzyme impliquée dans le métabolisme des acides gras du 

lait : les vaches avec le génotype KK présentent des teneurs en matières grasses et en 

protéines plus élevées que les teneurs mesurées chez des vaches présentant le génotype KA 

ou AA [42].  

 

b. Impact de la physiologie 

Un facteur physiologique tel que le stade de lactation module la composition du lait produit. 

Dès 1924, une publication a décrit l'influence du stade de lactation sur la production de lait 

chez les vaches, avec des données de 4 races différentes : Ayrshire, Guernsey, Holstein et 

Jersey [43]. Plus précisément, des diminutions de la production et de la matière grasse du lait 

sont observées entre le premier mois de lactation et la fin de lactation [43]. Plus récemment, 

Stoop et al. ont eux aussi démontré l'influence du stade de lactation sur la composition du lait 

en bovin : le taux de matières grasses dans le lait augmente entre les jours 100 et 300 de 

lactation, passant de 4,24% à 5,02% [44], [45].   

Des études en espèce ovine ont également été menées. Une étude de 2008 a montré des 

pourcentages de matières grasses et de protéines dans le lait qui sont significativement 

augmentés entre le 33ème et le 191ème jour de lactation, tout comme les caséines. La quantité 

de lait produit par jour est diminuée entre ces deux temps de lactation [46].  
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Les résultats en caprins sont similaires à ceux en ovin concernant la quantité de lait produit 

par jour, qui est là aussi diminuée au fur et à mesure de la lactation d'après l'étude de El-

Tarabany et al. par exemple. Les taux de protéines et de matières grasses ne sont eux pas 

significativement diminués [47].  

 

c. Impact de l'environnement 

Le changement climatique peut également avoir un impact sur la composition du lait. Une 

étude a été menée sur 7 ans, en Italie, sur plus de 300 000 vaches de race Holstein. L'index 

THI a été utilisé pour définir les conditions climatiques : ce "Temperature and Humidity Index" 

prend en compte les températures minimale et maximale, ainsi que l'humidité relative 

minimale et maximale de chaque jour. La température maximale et humidité relative 

minimale sont utilisées pour calculer un index "maxTHI" et la température minimale et 

humidité relative maximale pour le "minTHI".  

Les taux de matières grasses et de protéines dans le lait sont diminués significativement à 

partir d'une valeur de l'index maxTHI de 50 et 65, respectivement, calculé 2 jours avant 

l'échantillonnage du lait. Le taux de matières grasses est d'environ 4% dans le lait pour des 

maxTHI de 35 à 50, après cela il diminue significativement en fonction du maxTHI, jusqu'à 

atteindre environ 3,7% pour un maxTHI de 85. Le taux protéique est lui d'environ 3,45% d'un 

maxTHI de 35 à 65, puis diminue significativement jusqu’à atteindre 3,25% pour un maxTHI 

de 85. Pour le minTHI le point de rupture est situé à 38,0 et 39,4 respectivement pour ces taux 

de matières grasses et de protéines [48]. Bouraoui et al. on également mis en évidence la 

diminution significative des taux de matières grasses et de protéines lors de l'augmentation 

du THI : des THI de 68 et de 78 sont comparés, décrits comme correspondant à un climat 

printannier pour le premier et estival pour le second. Les vaches de race Friesan-Holstein sont 

élevées en Tunisie. Le taux de matières grasses est de 3,58% pour le THI 68 et de 3,24% pour 

le THI 78. Pour le taux protéique, de 2,96% pour un THI 68, le taux diminue significativement 

à 2,88% pour un THI 78 [49]. Une étude sur 142 bovins de race Jersey et 586 de race Holstein 

a également montré l'influence de la condition climatique sur la composition du lait.  
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Dans cette étude, un stress thermique est défini par un THI supérieur ou égal à 72. Le stress 

thermique est alors divisé en stress thermique moyen (THI entre 78 et 79), modéré (THI entre 

79 et 90) et enfin sévère (supérieur à 90). Les taux de matières grasses et de protéines dans le 

lait diminuent significativement lors d'un stress thermique en Holstein, en race Jersey seul le 

taux de matières grasses est diminué significativement [50].  

Des études ont également été menées sur des caprins, là aussi en utilisant cet index THI de 

température et humidité. Kljajevic et al. ont étudié la composition du lait d'environ 250 

chèvres Saanen, sur une durée de 4 ans (2012 à 2015). Les teneurs en matières grasses et en 

protéines du lait sont significativement corrélées négativement avec le THI, tout comme la 

teneur en lactose du lait. Ces corrélations s'élèvent à -0,93 entre THI et teneur en matières 

grasses dans le lait, -0,72 entre THI et teneur en protéines du lait et -0,76 entre THI et teneur 

en lactose du lait [51]. Une étude chez les chèvres laitières de race Murciano-granadina a mis 

en évidence une diminution significative des teneurs en matières grasses et protéines dans le 

lait de respectivement 13% et 12% lors de stress thermique, défini danc cette étude par 12h 

à un THI de 86 suivies de 12h à un THI de 77, par rapport à une neutralité thermique (THI entre 

59 et 65) [52].  

En espèce ovine également, l'impact des conditions climatiques (toujours estimées par le THI) 

sur les taux de matières grasses et protéines du lait a été étudié. Dans une étude menée à 

partir des données de 4 428 ovins de race Valle del Belice entre 1994 et 2003, aucune 

différence significative du taux de matières grasses ni du taux protéique du lait n'est apparue 

entre un état contrôle et un stress thermique [53]. Peana et al. n’ont également vu aucune 

différence significative de composition du lait (en terme de taux de matières grasses et 

protéines) chez des brebis de race Sarda, dans le cas de stress thermique (THI supérieur à 73) 

[54].   
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d. Impact de l'alimentation 

L'alimentation joue également un rôle important dans la composition du lait. De nombreuses 

études chez ces trois espèces laitières (bovin, caprin, ovin) ont été menées afin d'évaluer 

l'impact de l'alimentation, par le biais de restrictions ou des supplémentations alimentaires. 

Une revue recoupe les différents éléments disponibles dans la littérature à ce sujet (Leduc et 

al., soumis).  

En bovin, des effets de supplémentations alimentaires sur la composition du lait ont été 

démontrés. Des études ont, par exemple, montré une baisse de la concentration en matières 

grasses du lait dans le cas d'un régime faible de fibres alimentaires [55]. D'autres études se 

sont basées sur une substitution d'une alimentation en son de maïs par des grains de maïs 

séchés, induisant une réduction des taux protéiques dans le lait [56]. Des supplémentations 

de l'alimentation de vaches Holstein en Moringa oleifera (une plante) ont, elles, induit une 

augmentation de la concentration en matières grasses du lait. Les concentrations protéiques 

n'ont pas été impactées par ce traitement [57]. Le taux de lactose dans le lait peut être 

significativement diminué dans le lait en cas de jeûne [58], [59]. Chez des vaches de race 

Holstein, une restriction alimentaire par subtitution de 60% de la ration mixte par de la paille 

de blé peut entraîner une augmentation de matières grasses dans le lait de 42%, après 48h, 

par un effet de compensation par mobilisation de graisses [60]. Herve et al. ont également 

mis en avant une augmentation du taux de matières grasses (de 3,42% à 3,63%) dans le lait 

d'Holstein en cas de restriction alimentaire : cette restriction correspond à 80% de la ration 

[61].  

En caprin, des études se basent sur des supplémentations alimentaires en acides linoléiques 

conjugués, montrant l'induction d'une baisse de taux de matière grasse dans le lait [62]. Des 

supplémentations avec 5% de glycérine brute résultent en une augmentation significative des 

productions de lait et particulièrement du taux de matières grasses dans le lait [63]. Selon les 

régions, les supplémentations et les régimes alimentaires diffèrent. Ainsi, une étude iranienne 

se base sur une alimentation en peaux de pistaches, démontrant un impact sur la 

concentration en matières grasses du lait, sans influer sur la production [64].  
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De plus, un régime composé d'un ajout d'huile de thon non encapsulé induit une baisse de la 

production de lait chez des chèvres [65].  

En ovin, une étude basée sur une supplémentation à base de palmier-dattier a montré un lien 

avec la production de lait, qui est augmentée lors de supplémentation de 20 ou 30%, ainsi 

qu'avec le taux de calcium dans le lait [66]. Des supplémentations en vitamines et minéraux 

sur des brebis permettent une augmentation des taux de protéines et matières grasses du lait, 

sans impacter les taux de lactose. Plus globalement l'étude menée montre l'importance de ce 

type de supplémentation pour le lait destiné à la transformation en fromage (notamment via 

les composants liés à l'aptitude à la coagulation) [67].  

 

e. Impact de la santé 

La santé peut avoir un impact sur la production laitière, c'est particulièrement le cas lors de la 

présence de mammites, une inflammation de la glande mammaire (Bobbo et al., 2017; I Koop 

et al., 2010; Rupp et al., 2015). En bovin, une diminution de la teneur en lactose dans le lait 

est observée en cas de mammite dans des études menées sur 80 et 37 vaches en lactation 

[72], [73]. Une étude réalisée sur des chèvres montre également une diminution significative 

de la concentration de lactose dans le lait de 47,0 g/L à 41,7 g/L en cas de présence de 

mammite [74].  

 

 Les differentes races présentes en France 

La France compte 53 races bovines reconnues par un décret du ministère de l'agriculture et 

de la pêche en 2018 [75], [76]. On compte 11 races caprines en France [77] et 57 races ovines 

reconnues, dont une majorité de races en conservation, dites "races animales locales 

menacées d'être perdues pour l'agriculture". Une race est éligible à ce titre si elle respecte 

des critères d'effectifs insuffisants ou encore de risque de perte de diversité génétique [78], 

[79].  
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Plus précisément, deux critères d'effectifs ont été définis : le nombre de femelles 

reproductrices (ayant déjà eu au minimum un descendant) et l'évolution de ce nombre ; deux 

critères sont basés sur la génétique : la proportion de femelles qui n'ont que des reproductions 

en croisement (pas en race pure) et la taille efficace de la population (correspondant aux 

reproducteurs de la population) ; et enfin deux critères sur l'élevage que sont l'organisation 

des éleveurs pour la gestion de la race, c'est-à-dire l'existence ou non d'associations 

d'éleveurs, de programmes de gestion de la race, et le contexte socio-économique global [80].  

Parmi les races recensées par le Ministère de l'Agriculture, certaines races sont définies en 

tant que races locales et d'autres en tant que races à petits effectifs. Les races sont définies 

comme locales lorsque "30 % des effectifs sont situés dans un seul département ou70 % dans 

trois départements limitrophes deux à deux", d'après l'Arrêté du 29 avril 2015 fixant la liste 

des races des espèces bovine, ovine, caprine et porcine reconnues [81]. Une race à petit 

effectif correspond à moins de 5 000 femelles reproductrices en bovin et moins de 8 000 en 

ovin et caprin [78].  

 

a. Races non majoritaires 

Les espèces bovine, caprine et ovine les races dites "minoritaires" peuvent donc être des races 

locales ou en conservation.  

i. Bovins laitiers 

En France l'élevage de bovins laitiers se compose des trois races principales (Prim'Holstein, 

Normande et Montbéliarde) ainsi que de races laitières moins importantes en terme d'effectif. 

Il s'agit de races avec des productions de lait moins importantes.  

On peut citer, par ordre de nombres de vaches comptabilisées grâce aux données de contrôles 

laitiers, les races Abondance, Brune, Simmental, Pie Rouge, Tarentaise et Jersiaise [82]. 

Certaines races sont plébicitées pour la composition de leur lait. Par exemple, la race Jersiaise 

est celle présentant les taux protéiques et butyreux les plus élevés parmi les races citées. La 

Pie Rouge présente une production moyenne de lait et des masses de matières grasses et de  
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protéines élevées également [82]. La race Brune est prisée notamment pour sa grande 

résistance face aux infections de la mamelle [83]. L'Abondance ou la Tarentaise ont une forte 

adaptabilité aux conditions d'élevage, notamment climatiques [84]. La race Salers permet, 

elle, la production de fromages AOC (Appellation d'Origine Contrôlée) Tradition Salers, et est 

également valorisée par son adaptabilité climatique et son utilisation pour la filière viande.  

Les races Bretonne Pie Noire ou Froment du Léon sont inclues dans des programmes de 

conservation, comptant respectivement 1 600 et 260 vaches en France [84].   

 

ii. Caprins laitiers 

Certaines races caprines laitières ont des effectifs réduits et permettent l'élevage dans des 

environnements particuliers. Les races Corse, Poitevine ou Des Fossés voient leurs effectifs 

augmenter à nouveau grâce à des programmes de conservation [84]. Des races minoritaires 

de caprins laitiers sont parfois privilégiées du fait de la transformation de leur lait en fromage, 

qui peut être AOC (Appellation d'Origine Contrôlée). C'est le cas par exemple du fromage 

Brocciu (fromage AOC) ou du fromage Brousse du Rove pour la race du Rove [85]. La race 

Poitevine est valorisée par les hautes qualités de fromageabilité de son lait [86].  

 

iii. Ovins laitiers 

Les races ovines laitières minoritaires sont généralement des races locales, avec une forte 

adaptabilité aux conditions d'élevage. C'est le cas, par exemple, des races Basco-Béarnaise ou 

Corse favorisées dans les zones montagneuses car ce sont des races rustiques [84]. En ovin 

laitier, tout comme en espèce caprine, des races sont également privilégiées du fait de la 

transformation de leur lait en fromages. On peut citer par exemple le Brocciu, pour la race 

Corse (fromage AOC), ou encore l'Ossau-Iraty pour les races Manech et Basco-Béarnaise 

(fromage AOC).  
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Figure 1 : Bovins de race Holstein (crédit photo : Alger MEEKMA [87]), Normande [88], et Montbéliarde [89] ; Caprins de race 
Alpine [90] et Saanen [91] ; Ovins de race Lacaune [92] et Manech Tête Noire [93] 

 

 

 

Figure 2 : Proportion de races bovines dans le cheptel de vaches laitières en France 
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b. Les races majoritaires 

i. Bovins laitiers 

Les races les plus représentées en France sont la Holstein (avec 2,5 millions de vaches 

laitières), la Montbéliarde (665 000 vaches) et la Normande (426 000 vaches) (Figure 1) [94]. 

Plus précisément, ces trois races représentent, d'après les chiffres de 2012, environ 98% du 

cheptel des vaches laitières françaises (70% pour la race Holstein, 16% pour la Montbéliarde 

et 12% pour la Normande) (Figure 2) [95].  

Les caractères de production, de taux protéique et butyreux sont les caractères laitiers 

importants. Le tableau ci-après regroupe les différentes données de ces caractères pour les 

trois principales races bovines laitières présentées ci-dessus (Tableau 3).   

 

1. Holstein 

La race Holstein est donc la race bovine laitière la plus répandue en France. Elle a comme 

caractéristique principale une forte production laitière : il s'agit de la race à la plus forte 

production de lait au monde, avec jusque 9 tonnes de lait produites par an [96], [97]. Les 

Holstein sont également prisées de par leur développement rapide [97]. Cette race est 

plébiscitée du fait de sa grande adaptabilité, notamment du point de vue conditions 

environnementales [98].  

 

2. Normande 

La race Normande est également une des races bovines majoritaires en France. 

Essentiellement élevée dans l'Ouest de la France et plus particulièrement en Normandie, cette 

race est particulièrement prisée pour son lait riche en matière protéique et adéquat pour la 

transformation en fromage. La production de lait de vaches Normande permet la production 

de Camembert de Normandie ou encore d'autres fromages tels que le Pont-l'évêque [84], [99].  
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Tableau 3 : Caractères de production laitière des trois principales races laitières françaises. Les vaches Holstein ont des 
productions de lait par an plus importantes que les deux autres races. Les Normande présentent des taux protéiques et 
butyreux plus élevés  

Moyennes Holstein Montbéliarde Normande 

Production 9 241 kg 6 933 kg 6 590 kg 

TP 32,0 ‰ 33,1 ‰ 34,7 ‰ 

TB 39,7 ‰ 38,9 ‰ 42,4 ‰ 
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3. Montbéliarde 

La race Montbéliarde est une race laitière française ayant des capacités de résistance 

importante, notamment du point de vue de la longévité, la fertilité mais aussi de la rusticité. 

Cette race présente une bonne résistance aux mammites [100]. Initialement concentrée en 

région Franche-Comté, cette race présente une bonne adaptabilité, aux différentes 

températures par exemple. Tout comme la race Normande, la Montbéliarde est 

majoritairement liée à la fabrication de fromages. C'est plus particulièrement le cas de la 

transformation du lait de Montbéliarde en fromage Comté (fromage AOC). Cette race a 

également le meilleur rapport taux butyreux/taux protéique parmi les principales races 

laitières et une très bonne capacité de production, avec près de 7,6 tonnes de lait par an [101], 

[102].  

ii. Caprins laitiers 

1. Alpine 

L'Alpine est la race caprine la plus représentée en France, puisqu'elle représente 55% des 

effectifs totaux de chèvres [90], [103]. Le lait de cette race est utilisé pour la fabrication de 

fromages. L'Alpine est caractérisée par une grande adaptabilité, pouvant convenir aux 

stabulations tout comme aux pâturages. La production laitière de cette race caprine se situe 

autour de 1 000 kg par lactation (Palhière et al., 2014).  

 

2. Saanen 

La Saanen est une race caprine laitière. Il s'agit de la seconde race caprine laitière, avec environ 

40% des effectifs totaux de chèvres en France. Dans le monde, il s'agit de la race caprine 

laitière la pus répandue [91], [105]. Cette race a une très bonne production laitière, aux 

alentours de 1 000 kg par lactation [104].  

  



56 
 
 

 

 

 

 

 

  



57 
 
 

 

iii. Ovins laitiers 

1. Lacaune 

La Lacaune est la première race ovine française en terme d'effectif avec près de 60% des 

effectifs totaux [17]. Il s'agit d'une race laitière et allaitante, essentiellement utilisée pour la 

fabrication de Roquefort [106]. Les Lacaune sont privilégiées pour leur excellente rentabilité, 

mais également pour leur adaptation à la mono-traite (une seule traite par jour), dans un 

contexte de production de lait hors production de Roquefort, pour laquelle l'AOP (appellation 

d'origine protégée) impose 2 traites, avec une perte de lait estimée de moins de 15% [107]. 

Pour comparaison, la race Préalpes-du-sud a une perte de lait estimée à plus de 34,5% lors de 

mono-traite en comparaison à une traite deux fois par jour [108]. Son adaptabilité lui permet 

d'être élevée dans des milieux géographiques différents.  

2. Manech Tête Noire 

La Manech Tête Noire est une race ovine laitière. Cette race présente le deuxième plus grand 

nombre d'animaux en race ovine laitière des Pyrénées. Il s'agit d'une race montagnarde, 

principalement élevée pour la fabrication de fromage Osau-Iraty [109]. Son adaptabilité et sa 

résistance aux changements thermiques en font une race prisée des éleveurs [110].  

 

 Génétique 

a. Etat des lieux : connaissances des génomes des ruminants 

Ces dernières années, l'évolution des connaissances scientifiques a permis le développement 

de techniques de séquençage des génomes (notamment le WGS : Whole Genome Sequencing 

ou Séquençage du Génome Entier). Les génomes de 73 espèces de ruminants ont désormais 

été séquencés [111]. L'obtention de ces séquences de génomes nécessite par la suite 

l'utilisation d'outils bioinformatiques (accessibles sur les sites tels qu'Ensembl 

(https://www.ensembl.org/index.html), UCSC (https://genome.ucsc.edu/), ou encore NCBI 

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) [112]) afin d'analyser ces séquences, de déterminer la 

position des gènes par exemple.  

https://www.ensembl.org/index.html
https://genome.ucsc.edu/
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figure 3 : Chromosomes bovins avec contigs assemblés. Chaque changement de couleur correspond à un changement d'un 
contig à un autre. La partie gauche de chaque chromosome représente les contigs de la version UMD3.1.1 et la partie droite 
représentent ceux de la version ARS [113] 
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Débutée fin 2003 [114], la séquence du génome bovin a été déterminée en 2009, à partir 

d'une vache de race Hereford, nommée Dominette 01449 [115]. Des données de séquençage 

moins profond d'individus de races Holstein, Angus, Jersey, Limousin, Norwegian Red et 

Brahman ont été ajoutées [114]. Les assemblages BCM4 et UMD2 ont été alors réalisés, en se 

basant sur des chromosomes artificiels bactériens (BACs) et du séquençage génome entier. En 

résumé, le génome est découpé en plusieurs fragments qui sont alors clonés et insérés dans 

des BACs. Les extrémités de ces BACs sont chevauchantes et leur ordre connu (fingerprinting). 

Chacun d'eux est alors séquencé, résultant en un ensemble de contigs, de fragments 

chevauchants [116]. L'assemblage BCM4 comporte 2,54 gigapaires de bases et plus de 90% 

des séquences sont assignées à un chromosome spécifique. L'assemblage UMD2 comporte lui 

2,86 gigapaires de bases et 91% des séquences sont assignées à un chromosome [114], [117]. 

La moindre couverture de l'assemblage BCM4 est expliquée du fait de l'utilisation de BACs : 

des régions du génome se situant en dehors de ces BACs ne sont alors pas prises en compte. 

Les régions dupliquées sont également plus nombreuses dans le BCM4 du fait du 

chevauchement de régions : des BACs peuvent se chevaucher, ces régions qui se sont 

superposées peuvent alors être considérées à tort comme dupliquées dans le génome. 

L'assemblage UMD2 a, lui, utilisé des données de comparaison entre données de séquences 

bovines et humaines notamment afin de pouvoir orienter et donc placer les contigs bovins à 

partir des données humaines [114], [117]. Les couvertures du génome pourront par la suite 

être améliorées, et les erreurs d'assemblage pourront être réduites grâce aux avancées 

technologiques [114], [117]. Désormais, la version la plus récente du génome bovin est ARS-

UCD1.2 [113]. Ce dernier assemblage comporte 2,7 gigapaires de bases. Ce nouvel assemblage 

a amélioré de dix fois la précision de l'assemblage par rapport à la précédente version [113]. 

L'amélioration de l'assemblage est permise par la réduction du nombre de contigs : cet 

assemblage ARS-UCD1.2 se compose de 345 contigs, l'assemblage précédent UMD3.1.1 

comporte 72 264 contigs. La continuité des séquences est donc augmentée de plus de 200 fois 

(Figure 3) [113].  
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La première séquence du génome caprin a été disponible à partir de fin 2012 : CHIR_1.0 [118]. 

En ce qui concerne les caprins, un mâle de race San Clemente a été choisi pour le nouvel 

assemblage ARS1 [119]. Tout comme pour l'espèce bovine, la précision de l'assemblage a été 

améliorée par l'utilisation de séquençage de lectures longues et donc la réduction du nombre 

de contigs. La continuité des séquences est donc augmentée d'environ 400 fois en 

comparaison de l'assemblage précédent [120]. Pour ce qui concerne la séquence du génome 

ovin, la première version date de 2010 (ISGC Ovis_aries_1.0/oviAri1) [121]. Le nouvel 

assemblage ovin est désormais Oar_rambouillet_v1.0. Une brebis femelle de race Rambouillet 

a été choisie pour le réaliser [122]. Dans cette espèce également le séquençage de lectures 

longues (PacBio long-read sequencing) est utilisé et permet une meilleure continuité des 

séquences et donc une amélioration de l'assemblage par rapport aux précédents [123], [124].  

Les données du site Ensembl, regroupant les informations d'assemblage et d'annotation, sont 

accessibles pour ces mêmes génomes de référence à l'exception de l'espèce ovine, pour 

laquelle la version Oar_v3.1 est utilisée [125]. Les derniers assemblages ont été réalisés avec 

des couvertures de 80X, 50X et 126X pour les bovins, caprins et ovins, respectivement. Leur 

taille est sensiblement la même pour ces trois espèces : 2,7 gigabases pour les bovins et 2,9 

gigabases pour les caprins et ovins [126]. On compte 2 180 séquences non placées dans le 

génome bovin, 29 875 non placées pour le génome caprin et 2 613 dans le génome ovin [119], 

[122], [127].  

Ces génomes comportent un nombre de paires de bases assez similaire : 2 715 853 792 paires 

de bases pour les bovins, 2 922 813 246 et 2 534 344 180 paires de bases pour les caprins et 

ovins. Le nombre de gènes codants est lui aussi très proche chez les trois espèces : 21 880 en 

bovin, 21 361 en caprin et 20 921 en ovin. Néanmoins, les nombres de variants de petite taille 

(notés "short variants") sont très dissemblables : 98 844 739 variants pour les bovins, 34 116 

678 pour les caprins et 60 323 418 pour les ovins [125], [128], [129]. Pour des tailles de 

génome similaires, les caprins ont près de trois fois moins de variants de petite taille identifiés 

que les bovins et près de deux fois moins que les ovins, d'après ces données d'Ensembl. Les 

ovins ont plus de 1,5 fois moins de variants que les bovins. Un plus grand nombre de 

recherches réalisées chez les bovins pourrait par exemple expliquer l'effectif de variants plus  
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Figure 4 : Localisation des différents types de variants génétiques caractérisés par leur 

probable impact, d'après Ensembl [130] 
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important  que chez les caprins ou ovins. Désormais divers outils sont disponibles en ligne, 

afin d'obtenir des annotations des génomes [115]. L'ensemble de ces outils permettent aux 

biologistes d'avoir un éventail de données et ainsi de détecter et d'étudier des mécanismes 

de plus en plus fins. 

 

b. Les variants génétiques 

Les variants génétiques sont des modifications dans la séquence d'ADN, qui apparaissent 

spontanément et peuvent ou non induire un changement de phénotype [131].  

Les variations génétiques peuvent être caractérisées par leur possible conséquence [132]. 

Généralement, les variations sont classées en trois types : les variations synonymes, ne 

modifiant pas l'acide aminé qui est traduit, les variations faux-sens, induisant une modification 

de l'acide aminé traduit, et les variations non-sens, qui induisent un codon stop prématuré et 

donc une protéine tronquée. Ces potentielles conséquences des variants sont réparties plus 

précisément selon des "SO term" (sequence ontology term). Plus de 30 ontologies de 

séquences sont listées à ce jour selon Ensembl (Figure 4) [130], [132].   

Un exemple d'ontologie est le "synonymous_variant", pour les variations ne modifiant pas le 

code d'acides aminés de la protéine résultant du gène impacté. D'autres SO caractérisent des 

variants génétiques impactant les acides aminés, de par la création d'un codon stop 

prématuré dans le cas du SO "stop_gained", ou en décalant le cadre de lecture via une 

insertion ou délétion d'un nombre de nucléotides non multiple de trois pour le SO 

"frameshift_variant" par exemple. Des variants d'épissage ou modifiant la protéine de par la 

modification de la séquence d'acides aminés ("missense_variant") sont également inclus. 

Chaque sequence ontology est associée à une valeur d'impact : si l'impact du variant est fort, 

modéré ou faible. D'autres ontologies ont un impact dit "modifier". Ces ontologies sont celles 

des variants situés dans un intron, dans les régions 5' ou 3' de gènes ou des régions régulatrices 

(site de fixation de facteurs de transcription par exemple), ou encore dans des régions 

intergéniques. Des variants de microARNs peuvent être assignés à l'ontologie 

"mature_miRNA_variant" [130], [132]. Les différentes variations génétiques peuvent être  
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                 Un SNP                                                                                       Une petite insertion 

                  C > A                                                                                     Insertion d'un nucléotide G 

 

Figure 5 : Exemple de SNP et de petite insertion 
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répertoriées en fonction de leur taille : changement d'un nucléotide, insertion ou délétion de 

quelques nucléotides. 

 

i. SNPs 

Les Single Nucleotide Polymorphisms (SNP) sont des polymorphismes (variations) d'une seule 

base, d'un seul nucléotide. Les variations sont alors notées de différentes façons selon les 

bases impactées : il s'agit de transitions lorsque ce sont alors des changements entre bases 

puriques ou entre bases pyrimidiques et il s'agit de transversion dans le cas d'inter-

changements entre purines et pyrimidines. En ce qui concerne la nomenclature, la notion de 

SNP et plus précisément de polymorphisme est utilisée seulement à la condition que la 

fréquence de l'allèle minoritaire (Minor Allele Frequency (MAF)), soit supérieure à 1%. Dans 

le cas contraire, il s'agira de mutations et non de polymorphismes [133]. Ces variants 

génétiques peuvent servir de marqueurs génétiques : des séquences polymorphiques 

facilement détectables, se situant tout au long du génome et pouvant ainsi servir de balises, 

de repères, dans le génome.  

 

ii. Petites insertions et délétions 

Les InDels sont des insertions et délétions de moins de 1 000 paires de bases [134]. Les petits 

InDels sont des insertions ou délétions de petites tailles, d'un faible nombre de nucléotides 

(Figure 5). Les petits InDels peuvent être caractérisés par des longueurs inférieures ou égales 

à 50 paires de bases [135], [136].  

 

iii. Autres polymorphismes  

Les microsatellites sont des répétitions de plus petites tailles (1 à 5 bases). Ces microsatellites 

ont été essentiellement utilisés comme marqueurs génétiques, du fait de leur abondance et 

de leur répartition tout au long du génome [137].   
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Un autre type de polymorphisme est la translocation, qui correspond à un déplacement en 

bloc de nucléotides au sein d’un même chromosome ou sur un autre chromosome. Ces 

translocations peuvent être robertsoniennes lorsque il y a fusion centrique des chromosomes 

ou des cassures dans les régions situées autour du centromère, ou réciproques lorsque le 

point de cassure est en dehors de ces régions. Pour exemple, la translocation robertsonienne 

1/29 (donc entre les chromosomes 1 et 29) est connue et recherchée en bovin car cause de 

baisse de fertilité, particulièrement chez certaines races comme la Blonde d'Aquitaine ou 

encore la Montbéliarde [138].   

Les copy number variations (CNV, variations du nombre de copies) sont des portions d'ADN 

d'au minimum 1 kilobase dont le nombre de copies diffère d'un individu à l'autre [139]. Ces 

variations sont distribuées au long du génome. Elles peuvent affecter une portion du génome 

plus grande que les SNPs et changer la structure de gène [140]. En bovin, des régions de CNV 

ont été étudiées dans des groupes d'animaux présentant des valeurs d'élevage forte ou faible 

pour les pourcentages de protéines et de matières grasses du lait. Certaines CNV sont 

retrouvées comme associées significativement à ces caractères de production laitière [140].   

 

c. Quantitative Trait Locus 

i. Définition 

Les QTL sont des régions génomiques responsables de caractères quantitatifs (Quantitative 

Trait Loci), tels que des caractères de production comme les caractères laitiers, de santé ou 

encore de reproduction. Lorsque 100% de la variance phénotypique est expliquée par le QTL, 

on est alors en présence d'un gène majeur. C'est le cas en ovin, pour des caractères de 

prolificité : les gènes majeurs BMP15, ou B4GALNT2 (plus communément appelé gène 

Lacaune) par exemple [141].  
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Figure 6 : Représentation de l'analyse de liaison  
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ii. Détermination de QTL 

La détermination de QTL se base sur une méthode statistique qui permet de lier les 

informations de phénotypes et de génotypes disponibles : des marqueurs moléculaires. Les 

marqueurs sont neutres pour le caractère quantitatif étudié et sont répartis tout au long du 

génome, afin de pouvoir associer un ou des marqueurs à toute zone génomique. Des 

dispositifs QTL ont ainsi pu être mis en place avant que les séquences tout génome aient été 

disponibles. On utilisait à l’époque d’autres types de marqueurs (microsatellites, gènes, 

fragments de séquence codante…).  

Des analyses de liaison, des analyses d'association ou des analyses combinant ces deux 

méthodes peuvent être utilisées pour la détection de QTL.  

Une analyse de liaison, ou étude de la transmission d'allèles entre apparentés, s'effectue en 

partant d'un parent hétérozygote pour un marqueur donné. Les données de sa descendance 

sont alors observées afin de déterminer si les moyennes des phénotypes observés (les 

performances) sont différentes en fonction de l'allèle qui est transmis (Figure 6) [142]. Des 

dispositifs familiaux peuvent alors être utilisés, comme les protocoles "petites-filles" (ou 

Grand-Daughter Design, GDD) [143].  

Une analyse d'association se base sur le principe du déséquilibre de liaison : la corrélation qui 

existe entre allèles de plusieurs locus distincts. Plus précisément, il s'agit du fait que des 

individus qui présentent un même allèle à un locus donné présentent souvent le même allèle 

pour des SNPs à proximité. Les gènes ne sont alors pas associés de façon aléatoire [144].  

Une analyse combinant ces deux types d'analyse est désormais possible grâce à la plus faible 

distance entre deux marqueurs, permise par les puces hautes densités. L'analyse combinée 

permet une puissance d'analyse importante, avec les déséquilibres de liaison analysés sur une 

population entière, couplée à une précision, une robustesse issue de l'analyse d'apparentés 

[145], [146].  

Ces analyses permettent de déterminer des régions génomiques qui comportent de nombreux 

SNPs et des gènes. Ces régions peuvent atteindre plus de 1 Mb. Le fait de détecter le SNP 

causal ou un gène responsable du caractère est complexe. En effet, le gène candidat peut être  
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Figure 7 : Proportion des différents caractères de QTL chez les ovins et bovins, présents dans la base de données AnimalQTLdb 
[152]  

 

Caractères laitiers Bovins Caprins Ovins 

α-lactalbumine X   

β-lactoglobuline X  X 

Caséine αs1 X  X 

Caséine αs2 X  X 

Caséine β X  X 

Caséine κ X  X 

Total des caséines X  X 

Total α-lactalbumine et β-lactoglobuline X  X 

Acides gras insaturés   X 

Acides gras monoinsaturés   X 

Acides gras polyinsaturés   X 

Acides gras saturés   X 

Production de lait X X X 

Taux de matières grasses (%) X X X 

Rendement en matières grasses (kg) X X X 

Taux protéique (%) X X X 

Rendement en protéines (kg) X X X 

Mammite clinique X   

Score cellulaire X  X 

Tableau 4 : Liste de caractères de QTL laitiers étudiés par [153]–[156] et Larroque et al. (communication personnelle) 
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défini comme étant le gène le plus proche du variant génétique qui possède la plus forte 

association statistique avec le caractère. Néamoins, le SNP causal peut être éloigné du gène 

candidat pour des raisons de déséquilibre de liaison par exemple [147]. L'utilisation d'autres 

données "omics" peut alors permettre d'aider à la priorisation des SNPs détectés. On peut 

citer pour exemple des outils comme ProGem, ADmiRE ou même la définition d'un score 

FAETH (Functional-and-Evolutionary Trait Heritability) [148]–[151].  

La base de données répertoriant les QTL animaux s’appelle AnimalQTLdb [157]. La dernière 

mise à jour, d'août 2020, regroupe les données de 2 335 publications. Des régions génomiques 

sont décrites pour sept espèces : vache, poisson-chat, poulet, cheval, porc, truite arc-en-ciel 

et mouton. Plus de 2 000 caractères sont ainsi pris en compte, avec plus de 178 000 

associations décrites. En ce qui concerne les bovins, 130 407 régions génomiques sont 

référencées, dont plus de 50 000 concernant des caractères laitiers. Pour les ovins, 3 099 

régions génomiques s'y trouvent dont 875 associées à des caractères laitiers. Des données de 

QTL en espèce caprines sont annoncées pour la prochaine mise à jour, prévue fin décembre 

2020 (Figure 7) [157]. 

Des bases de données complémentaires listent des régions génomiques également liées à des 

caractères quantitatifs, par exemple une base de données regroupant les QTL humains s'est 

développée, nommée QTLbase. À présent, de nombreux sous-types de QTL sont définis chez 

l'humain : des QTL reliés aux régulations épigénétiques (caQTL – Chromatin Accessibility – ou 

encore mQTL – DNA methylation –) ou encore aux régulations de la traduction (riboQTL – 

Ribosome occupancy  – ou pQTL – Protein expression – ) [158].  

Dans le cas des QTL laitiers, des caractères utilisés sont listés dans le tableau 4 (Tableau 4) 

[153]–[156]. Plusieurs QTL, donc plusieurs régions génomiques, sont détectés pour un même 

caractère. Et inversement, une même région génomique peut être affectée à plusieurs 

caractères différents. En effet, il peut y avoir des superpositions partielles ou complètes de 

régions génomiques QTL associées à un ou plusieurs caractères. Les caractères laitiers 

reprennent les principaux composants du lait et deux caractères de santé sont également pris 

en compte : MACL et CEL, caractère de présence de mammites cliniques (MACL) et de  
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comptage des cellules somatiques dans le lait (CEL), dont l'augmentation peut être un signe 

d'apparition de cette infection [153].   

Des SNPs ont été détectés par Sanchez et al. [153] dans des régions codantes du génome pour 

ces QTL laitiers, avec notamment le gène DGAT1, qui est lié à la variabilité des taux de matière 

grasse et de protéines en bovin [159] et le gène CSN2 qui est exprimé dans la glande 

mammaire et code une protéine majeure du lait [160].  

Sanchez et al. listent au total 22 gènes d'intérêt, dans 11 régions génomiques distinctes. Ces 

gènes sont des candidats pour expliquer une grande part du caractère associé, ici la 

composition protéique du lait [153].   

Néanmoins il reste toujours des QTL pour lesquels aucun variant dans les régions codantes n'a 

été détecté. Ces régions du génome n'expliquent pas la totalité de la variance phénotypique 

pour des caractères, puisque des facteurs autres, tels que des facteurs environnementaux ou 

le fait de la multi-génicité de caractères, entrent en considération [161].   

De plus, les régions codantes ne représentent qu'une faible proportion du génome entier (2% 

pour les gènes humains), et il a été estimé que 90% des SNPs associés à des pathologies 

humaines sont situés dans les régions ne codant pas des protéines, donc seuls 10% sont dans 

le codant [162].   
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Figure 8 : Couverture d'un catalogue URCEO de 1977 et exemple de description d'un animal en tant que père potentiel  
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 La sélection génomique 

 

a. Principes et but de la sélection génomique 

La sélection a pour objectif la prédiction de la valeur génétique d'animaux et donc la sélection 

d'animaux présentant des caractères d'intérêt. Cette sélection est possible grâce aux 

génotypages et phénotypages d'une population de référence, contenant un grand nombre 

d'animaux, ce qui permet ainsi d'établir un lien statistique entre génotype et phénotype. Ainsi, 

le génotypage d'un individu pour des marqueurs génétiques amène à la prédiction de son 

phénotype pour les caractères voulus. Les programmes de sélection génomique utilisent donc 

des marqueurs génétiques, et le génotypage se déroule grâce à des puces à SNPs regroupant 

ces marqueurs génétiques. Une amélioration possible de ces programmes pourrait être 

amenée par l'ajout de mutations causales détectées [155].   

 

b. Historique de la sélection 

i. Sélection génétique, évaluation sur descendance 

L'apparition et le développement de la génomique avec les possibilités de génotypages ont 

permis la mise en place de cette sélection précise d'animaux selon leurs performances, mais 

pour autant la sélection est utilisée depuis bien plus longtemps . En effet, les éleveurs de tout 

temps réalisaient des choix de reproducteurs selon leurs performances. Dès le XIXème siècle, 

les premiers livres généalogiques apparaissent, accompagnés des premières notions de 

sélection. Les performances des vaches et des filles des taureaux étaient alors scrutées, de 

façon à planifier les croisements dont il devait résulter des vaches présentant les 

performances voulues (testage sur descendance). Les premiers organismes de sélection en 

France, tels que Urceo (Union Régionale des Coopératives d'Elevage de l'Ouest), ont vu le jour 

dès la fin des années 1940, d'abord sous l'appelation de la Coopérative d'Insémination 

Artificielle. Ces organismes mettaient à disposition des éleveurs des catalogues des 

reproducteurs disponibles listant chacune des caractéristiques de ces pères potentiels, ainsi 

que de brèves données de filiation afin d'éviter la consanguinité (Figure 8).  
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Figure 9 : Chronologie de la sélection génomique bovine en France [95], [163] 

  

XIXème

siècle
•Premiers livres généalogiques

1950
•Création d'index de sélection

1970
•Techniques de séquençage

1980
•Etude du génome

2000
•1ères applications assistées par marqueurs en bovins

2001
•SAM1 : sélection assistée par marqueurs de 1ère génération 14 régions QTL 7 caractères

2008
•SAM2 : 50 régions QTL 25 caractères

2009
•Publication officielle des 1ers index génomiques de taureaux

2010
•Sélection génomique de 1ère génération : grâce à la puce ADN haute densité

2015
•3 000 régions QTL 40 caractères
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Des commentaires sur les performances attendues mais aussi sur les croisements les plus 

avantageux (en prenant en compte les caractéristiques des mères) étaient d’ores et déjà pris 

en compte et précisés pour chaque individu.  

 

ii. Sélection génomique 

Chez les bovins, des index de sélection ont été définis en 1950 : il s'agit pour les reproducteurs 

de leurs valeurs génétiques estimées. Par la suite, les techniques de séquençage et l'étude des 

génomes ont toutes deux permis une avancée technologique dans le domaine de la sélection, 

respectivement dans les années 1970 et 1980 (Figure 9). Par la suite, en 2000, les premières 

sélections assistées par marqueurs sont mises en place en bovins. Le principe de la sélection 

assistée par marqueurs se base sur l'identification d'allèles situés dans des QTL d'intérêt et 

leur suivi au long des générations. Pour cela, des marqueurs sont utilisés, puisque les 

polymorphismes causaux sont rarement identifiés. Ce sont des marqueurs proches, qui 

reflètent les impacts des gènes : on pourra donc identifier des marqueurs qui sont associés à 

des SNPs, notamment grâce à des puces à SNPs dont la puce 50K qui regroupe 54 000 SNPs. 

Les marqueurs recherchés sont associés à des allèles influant des caractères de production et 

permettent ainsi la prédiction de la valeur d'individu [164], [165]. Suivies en 2001, de SAM1 : 

la sélection assistée par marqueurs de première génération, pour 7 caractères ; SAM2, la 

deuxième génération, apparaît en 2008 et compte alors 25 caractères au total. SAM2 compte 

également un plus grand nombre de marqueurs et permet ainsi un meilleur suivi des régions 

génomiques d'importance (les QTL d'intérêt) : un suivi sur de plus nombreuses générations et 

même sur une population et non plus seulement sur une famille, mais aussi une définition de 

régions d'intérêt plus petites. L'année suivante, en 2009, les premiers index génomiques (soit 

des valeurs génétiques estimées [166]) de taureaux sont officiellement publiés, suite à quoi la 

sélection génomique de première génération est mise en place en grâce à la puce à ADN haute 

densité. Enfin, en 2015, 3 000 régions QTL pour 40 caractères différents sont comprises dans 

le programme de sélection génomique [95], [167].  
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Des index plus complexes sont maintenant développés, tels que l'INEL (INdex Économique 

Laitier) qui correspond à une formule mathématique : INEL = 0,98 (MP + 0,2 MG + TP + 0,5 TB) 

avec MP = matière protéique, MG = matière grasse et TB = taux butyreux [168]. Ce nouvel 

index INEL permet de regrouper plusieurs caractères d'importance en un seul index, qui 

permet d'avoir un index spécifique à la qualité du lait. Plus globalement, des index peuvent 

être regroupés en un seul index, l'index de synthèse (ISU) qui diffère selon les races. Il permet 

de placer un animal par rapport aux performances voulues de la race. Cet ISU regroupe des 

critères basés sur l'apport de l'animal : la production, la vitesse de traite, la morphologie, mais 

aussi des index de fertilité, et de santé en particulier de santé de la mamelle et longévité [169].  

La France a été un des pays pionniers dans l'évaluation génomique puisqu'il s'agit du premier 

pays européen à avoir publié ses index génomiques bovins [164]. Les diversités des 

programmes de sélection dans le monde reposent essentiellement sur les populations de 

référence utilisées pour définir les liens génotypes/phénotypes : plusieurs milliers d'animaux 

composent cette population dans des pays tels que les États-Unis, le Canada ou encore le 

Danemark [170].  

En espèce bovine, Interbull (International Bull Evaluation Service) a été créé dans les années 

1970, et à présent regroupe et compare les différentes évaluations génétiques et génomiques 

bovines. Il s'agit donc d'un service d'évaluation internationale ayant, entre autres buts, celui 

d'assurer la continuité de la comparabilité des différentes valeurs génétiques et génomiques 

entre pays [171].  

 

1. Mise en place de la sélection génomique en bovin  

La sélection génomique est en place en France chez les bovins depuis 2009, pour les bovins 

laitiers grâce à une population de référence de plus de 76 000 animaux au total, de races 

Prim'Holstein, Pie-Rouge, Brune, Normande, Montbéliarde, Abondance, Tarentaise, 

Simmental et Vosgienne [95], [172]. Les trois races bovines laitières majoritaires sont 

représentées en plus de 6 autres races. La race Pie-Rouge a été choisie de par sa proximité 

généalogique avec la race Prim'Holstein. La définition d'index précis en race Brune a été  
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permise par le biais d'une collaboration mondiale. Les races Abondance, Tarentaise, 

Simmental et Vosgiennes ont elles aussi été choisies, avec des tailles de population suffisantes 

pour avoir une population de référence permettant d'avoir des index précis [173]. La 

population de référence bovine se compose notamment de 30 000 taureaux en race Holstein, 

2 650 taureaux et 22 000 vaches de race Montbéliarde, 2 300 taureaux et 11 800 vaches 

Normande et plus de 6 000 taureaux de race Brune [174]. La population de référence en race 

Abondance compte 345 taureaux et 1 885 vaches, on dénombre également 301 taureaux et 1 

273 vaches Tarentaise, 339 taureaux et 215 vaches Simmental ainsi que 56 taureaux et 1 076 

vaches Vosgienne [173]. Tous les éleveurs bovins ont eu accès à la sélection génomique pour 

les femelles dès Janvier 2011. Plus de 230 000 bovins ont ainsi pu être indexés [173].  

 

2. Mise en place de la sélection génomique en ovin et caprin 

En ovin, le génotypage de grands nombres d'animaux a été mené dès 2002, afin d'améliorer 

la résistance à une pathologie ovine répandue : la Tremblante. Afin de contrer l'apparition de 

cette pathologie, l'état français a mis en place un programme de lutte en se basant sur cet 

outil qu'est la sélection génomique. En effet, le génotypage d'individus a été mené pour le 

gène PrP, qui est responsable de la maladie, dans ce cadre.  

La sélection génomique est en place depuis 2015 pour la race Lacaune lait, ce qui a été permis 

par la disponibilité de la puce à SNPs ovine SNP50 sur laquelle sont déposées des sondes pour 

détecter environ 50 000 SNPs, et depuis 2017 en races Manech tête rousse, Manech tête 

noire, Basco-Béarnaise et Corse [175], [176]. La population de référence en ovin laitier est 

composée de plus de 9 000 animaux : 5 368 béliers Lacaune, 2 238 Manech tête rousse , 667 

de race Basco-Béarnaise, 510 Manech tête noire et 243 Corse [176].  

En caprin, la sélection génomique est mise en place [177]. Une puce à SNPs caprine permettant 

de détecter plus de 50 000 SNPs a été mise en production et va donc permettre cette sélection 

génomique, d'autant qu'une population de référence de 825 boucs a également été mise en 

place [178], [179]. 471 animaux de race Alpine et 354 animaux de race Saanen composent cette 

population de référence [179].   
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 Les différentes régions du génome 

Le génome est l'ensemble du matériel, et donc de l'information génétique d'un organisme. Ce 

matériel génétique est contenu dans les cellules, sous forme d'ADN qui constituent les 

chromosomes. Des régions codantes (qui codent des protéines) mais également des parties 

non-codantes composent le génome. Chez les mammifères, les gènes codant des protéines 

ne représentent qu'environ 2% du génome [180]. Des données en bovin et ovin estiment la 

part des régions non-codantes à 99% [181]. Néanmoins, près de 80% du génome humain a 

une activité biochimique, même si cela n'aboutit pas directement à des protéines [182]. Les 

régions non-codantes sont d'autant plus importantes qu'on considère qu'environ 90% des 

SNPs identifiés comme étant associés à des pathologies humaines sont situés dans ce non-

codant [162]. Elles ne codent pas directement des protéines mais de ces régions peuvent 

découler des ARNs fonctionnels.  

 

a. Les régions codantes 

Les régions codantes sont généralement conservées entre espèces [183]. La conservation de 

régions génomiques entre espèces peut démontrer leur importance, le fait qu'elles aient un 

rôle nécessaire. Les régions codantes vont être traduites en protéines. Ces protéines sont 

considérées comme étant l'élément principal de la cellule, tant au niveau fonctionnel que 

structurel [184].  

 

b. Les régions non codantes 

L'essentiel du génome humain est composé d'ADN ne codant pas des protéines [185]. Ces 

régions non-codantes du génome avaient été nommées "Junk DNA" ou "ADN poubelle" lors 

de leur découverte car leur utilité n'avait pas encore été décelée [186]. En réalité, une grande 

partie des régions ne codant pas des protéines sont fonctionnelles [187]. De plus, ces 

séquences non-codantes sont parfois retrouvées dans différents organismes et avec un grand 

degré de conservation, ce qui permet de déduire qu'elles ont certainement une fonction [188].  



84 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Régulation de la transcription de gènes par répresseur, activateur et promoteur  
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Le non-codant a des rôles de régulation : ce sont des régions pouvant permettre de réguler la 

transcription de gènes. Elles peuvent définir "où et quand" des gènes sont actifs [189]. Ces 

régions régulatrices sont recherchées en amont du site de démarrage de la transcription 

(Transcription Start Site, TSS) [190]. On peut citer les rôles des activateurs (enhancers) : ces 

portions du génomes se fixent à des facteurs de transcription (des protéines pouvant réguler 

l'expression de gènes) et ainsi peuvent accroître l'expression de gènes associés [191]. On 

pourrait les qualifier d'"amplificateurs" de l'expression. Ces activateurs ont des relations fortes 

avec d'autres régions que sont les promoteurs [192], [193]. Les promoteurs sont des régions 

situées en amont et proches de gènes, qui jouent également un rôle de régulation de 

l'expression en interagissant avec des facteurs de transcription pour initier la transcription de 

gènes via leur faculté à être des sites de fixation pour l'ARN polymérase responsable de cette 

transcription. Une séquence de ces promoteurs est nommée TATA box, il s'agit d'une 

séquence très conservée sur laquelle se fixent des facteurs de transcription. Cela déclenche 

alors l'initiation du complexe de transcription de l'ARN polymérase et donc la transcription 

(Figure 10) [194]–[196]. Des polymorphismes dans ces régions non codantes peuvent induire 

des modifications de niveau d'expression de gènes. Par exemple, des SNPs ont été découverts 

dans le promoteur du gène IL10 chez l'humain, induisant un plus faible niveau d'expression de 

IL10 et parfois associés à des prédispositions à des pathologies telles que l'hépatite C [197], 

[198]. Plus globalement, des outils de prédiction de variants génétiques situés dans ces TATA 

box et associés à des pathologies sont développés. Ainsi, des SNPs sont prédits dans ces 

régions avec des liens avec des pathologies telles que l'obésité, l'athérosclérose, Alzheimer ou 

encore des maladies auto-immunes chez humaines [199]. Des polymorphismes peuvent 

influer sur des promoteurs de gènes et ainsi avoir un effet indirect sur des gènes. Chez la 

chèvre, un SNP affecte négativement le promoteur du gène de caséine CSN2 et pourrait donc 

avoir un effet sur la présence de caséine β dans le lait de chèvre [200]. D'autres régions non-

codantes peuvent être retrouvées dans des gènes ou être intergéniques. Des éléments ont la 

faculté de moduler l'expression de gènes, tels que les répresseurs (silencers), qui peuvent 

abaisser le niveau de transcription, ou les ARNs.  
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Figure 11 : Différentes classes d'ARN 
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On décompte plusieurs familles d'ARN ne codant pas des protéines. Ces ARNs n'amènent pas 

directement à la production de protéines, mais de nombreux systèmes biologiques sont 

impactés par les ARNs (Figure 11) [201].  

Les ARNs de transfert (ARNt) et ARN ribosomaux (ARNr) permettent l'assemblage d'acides 

aminés et sont ainsi impliqués dans la création de protéines [189]. Les ARNs de transfert sont 

considérés comme acteurs centraux de la machinerie de traduction permettant la synthèse 

de protéines en transportant les acides aminés (186).  

Les petits ARNs nucléaires (small nuclear RNA, snRNA) sont une classe d'ARNs non codants 

impliqués dans des évènements d'épissage [203].  

Les petits ARNs nucléolaires (small nucleolar RNA, snoRNA) sont longs de 60 à 300 paires de 

bases environ et interagissent avec d'autres ARNs, les ARNr, en les modifiant [203], [204]. Ils 

sont nécessaires pour la maturation du pre-ARNr [205]. Les snoRNA peuvent également cibler 

des snRNAs ou des ARNm [206].  

D'autres petits ARNs non codants tels que les "P-element-induced wimpy testis interacting 

RNAs", appelés piwiARNs (piARN), ou les small interfering RNAs appelés siARNs ont également 

été découverts chez les mammifères [207]. Les piARNs, longs de 24 à 30 nucléotides, ont des 

rôles de méthylation de l'ADN et de répression de transposons [204]. Un complexe est formé 

entre piARNs et protéines PIWI. Ce complexe peut alors supprimer l'expression d'éléments 

transposables via un clivage des transcrits, qui s'effectue grâce à l'appariement du piARN sur 

le transcrit, ou extinction de gène par l'hétérochromatine [204].  

Les longs ARNs non codants (long noncoding RNAs, lncRNAs) sont eux aussi des ARNs non 

codants, de plus de 200 nucléotides [203]. Peu d'entre eux ont une fonction bien identifiée, 

des rôles de régulation de gènes ont toutefois été mis en évidence [208]. Cette régulation peut 

s'effectuer via les promoteurs ou la stabilité de l'ARNm [203]. Les lncRNAs peuvent être 

circulaires ou linéaires. Ils peuvent être des médiateurs de modifications épigénétiques, dont 

l'accessibilité de la chromatine, ou également exercer des rôles de contrôle transcriptionnel, 

en induisant l'action de facteurs de transcription d'amplificateurs (enhancers) ou en 

interagissant avec des complexes d'initiation par exemple. Ils peuvent également exercer des  
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Séquence :  

 

 

Figure 12 : Structure en tige-boucle du précurseur d'un microARN (ici bta-let-7e). Les nucléotides orange composent le 
microARN mature, la région "seed" est composée des nucléotides 2 à 8 du mature, ici encadré en orange. 
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rôles de contrôle post-transcriptionnel, en interagissant dans des processus d'épissage ou de 

traduction d'ARNm [209]. Ces ARNs longs non codants sont impliqués dans des processus tels 

que l'inactivation de l'X chez les mammifères [204]. Leur impact de régulation peut s'effectuer 

de façon localisée : ils peuvent affecter l'expression de gènes codants situés proches d'eux 

(appelé phénomène de transvection) [209]. Ces ARNs non codants sont étudiés dans le cadre 

de pathologie humaines, d'immunité [210].  

Les lncRNAs ont également un rôle dans la régulation de microARNs : ils peuvent avoir la 

capacité de réduire la régulation des microARNs sur les ARNm [211]. Pour exemple, le lncRNA 

nommé CHRF a été étudié dans le cadavre d'une pathologie cardiaque humaine. CHRF peut se 

fixer sur le microARN miR-489 et ainsi réduire son expression [212].  

On peut citer, parmi les lncRNAs, les grands ARNs non codants intergéniques (large intergenic 

non-coding RNAs, lincRNAs) [204]. Ces ARNs sont conservés dans les génomes de 

mammifères. Un lincRNA régulé par p53 aurait un rôle dans la réponse transcriptionnelle à un 

dommage de l'ADN et donc dans le déclenchement de l'apoptose [213], [214].  

Les microARNs sont eux aussi des ARNs, ayant un rôle de régulation post-transcriptionnelle de 

l'expression de gènes.  

 

i. Les microARNs 

Les microARNs sont des petits ARNs non codants (Figure 5) [215]. Ces microARNs sont 

constitués de 17 à 22 nucléotides [216], [217]. Ils sont très conservés entre espèces et 

participent à la régulation post-transcriptionnelle de gènes via le ciblage d'ARN messagers 

(ARNm) en s’y appariant. Cet appariement s'effectue grâce à la région "seed" du microARN, la 

région de reconnaissance entre microARN et ARNm, longue de 7 nucléotides : les nucléotides 

2 à 8 du microARN. Par complémentarité de séquences, le ciblage d'ARNm cibles peut 

s'effectuer. Il existe également une région supplémentaire d'appariement entre microARN et 

ARNm, constituée des nucléotides 13 à 16 du microARN mature [218] (Figure 12).  
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Le premier microARN a été découvert en 1993, chez l'espèce modèle Caenorhabditis elegans. 

Il s'agit du microARN nommé lin-4 [219]. Par la suite, en 2000, le microARN let-7 a été identifié, 

encore une fois chez ce nématode C. elegans. Son rôle dans la transition entre le stade larvaire 

et le stade adulte, et donc son rôle dans un mécanisme complexe et essentiel a alors été 

détecté [220].  

Les différents éléments impliqués dans la biogenèse de microARNs ont été identifiés en 2001, 

pour DICER, et en 2003 pour DROSHA et le complexe d'inhibition induit par ARN (RNA-Induced 

Silencing Complex) : RISC [221], [222].  

Les microARNs ont un rôle important dans de nombreux processus biologiques, dont le 

développement d'organes : ce sont des régulateurs du développement, notamment de la 

glande mammaire [223].  

 

1. microARNs et espèces animales 

Le nombre de microARNs listés chez dans l'espèce humaine s'élève à 2654 microARNs. En 

murin, 1978 microARNs sont listés, et 437 chez l'espèce modèle Caenorhabditis elegans. Dans 

les espèces de ruminants laitiers, les nombres de microARNs diffèrent de 1025 microARNs 

bovins, 436 microARNs caprins à 153 microARNs ovins. Ces chiffres sont issus de la dernière 

version de miRBase (version 22.1, Octobre 2018), base de données de microARNs la plus 

utilisée [224].  

Des données de miRNomes, qui regroupent l'ensembles de microARNs détectés dans un tissu 

donné, permettent de comparer la présence ou absence de microARNs et leur abondance 

entre des espèces ou des races. Des miRNomes mammaires, listes de microARNs exprimés 

dans la glande mammaire, ont été réalisés par Le Guillou et al. chez les espèces murines et 

bovines [225]. Cette étude a permis de comparer la présence de microARNs dans la glande 

mammaire en lactation dans deux espèces distinctes. Un total de 164 microARNs sont 

identifiés en murin et 167 en bovin. Les profils d'abondance de ces microARNs sont très 

conservés entre bovin et murin. Parmi les 30 microARNs les plus exprimés dans la glande 

mammaire de chacune des espèce, 24 sont communs [225].  
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Des études se sont basées sur l'impact de la race sur le miRNome de glande mammaire ou de 

lait. Des différences d'abondance de microARNs ont été mises en évidence dans les miRNomes 

de lait entier entre races Holstein et Normande [226]. De même, des différences significatives 

ont été retrouvées dans les miRNomes de glandes mammaires de vaches en lactation entre 

races Holstein et Montbéliarde [227].  

 

2. Bases de données existantes 

Plusieurs bases de données ont été développées ces dernières années afin de lister les 

microARNs. Elles sont pour la plupart spécifiques : spécifiques d'espèces ou parfois même 

spécifiques d'une pathologie. On peut citer pour exemple des bases de données de microARNs 

associés à l'épilepsie ou au cancer chez l'Homme : respectivement EpimiRBase et miRCancer 

[228], [229], ou plus largement les pathologies humaines pour la base de données MSDD – 

MicroRNA SNP Disease Database [230].  

La base de données la plus généralement utilisée dans le cas des microARNs est miRBase, 

regroupant les microARNs de 271 espèces différentes [224]. Plus de 2 500 microARNs matures 

sont désormais listés chez pour l'espèce humaine, ciblant plus de la moitié des ARNm du 

génome. D'autres bases de données regroupent des microARNs d'animaux, plantes et virus, 

comme miRNEST 2.0 (pour plus de 400 espèces différentes) [231] ou encore miROrtho pour 

46 animaux [232]. Plus récemment, la base de données miRCarta a été créée et liste les 

microARNs de 148 espèces, en se basant seulement sur la prédiction de nouveaux microARNs 

[233]. Un outil nommé miRTools-Gallery contient plus de 1 000 outils pour l'étude des 

microARNs, comme l'identification ou la prédiction de cibles de microARNs [234]. Une 

nouvelle base de données regroupant les microARNs publiés de ruminants laitiers a été créée 

lors de cette thèse : RumimiR. Il s'agit d'une base de données regroupant les données de la 

littérature, listant les microARNs décrits et ajoutant des informations sur ceux-ci (races des 

animaux, échantillons, contexte d'étude, etc…) lorsqu'elles sont décrites. La création de 

RumimiR a donné lieu à une publication, et est décrite dans ce manuscrit. 
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Figure 13 :  Biogenèse des microARNs 
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3. Biogenèse de microARNs 

La biogenèse du microARN se déroule en 5 grandes étapes : du gène de microARN au 

microARN mature, dans le noyau de la cellule puis dans le cytoplasme. La première de ces 

étapes se déroule dans le noyau il s'agit de la transcription, par l'ARN polymérase Pol II, d'un 

gène de microARN en microARN primaire. Celui-ci va ensuite être clivé lors de la 2ème étape, 

par une ARN polymérase Pol III, une enzyme Rnase III –ou ribonucléase 3– en l'occurrence 

Drosha et DGCR8 ("DiGeorge Critical Region 8") en un précurseur de microARN.  

Drosha et DGCR8 composent ensemble un complexe spécifique, permettant cette 

transformation d'un pri-microARN en un pré-microARN en excisant le pri-microARN. Ce pré-

microARN –ou précurseur de microARN– est facilement reconnaissable de par sa structure en 

tige-boucle (stem-loop) caractéristique. Par la suite, ce pré-microARN va être exporté du 

noyau vers le cytoplasme par l'Exportin-5, et est alors pris en charge et clivée par l’enzyme 

Rnase III Dicer. Le microARN duplex ainsi formé devient un microARN mature par 

l'intervention d'une protéine Argonaute (Ago), qui va alors prendre en charge le microARN 

mature, devenir le complexe RISC, comprenant Ago et le microARN, et donc permettre la 

présentation du microARN mature à des ARNm cibles (Figure 13).  

 

4. Mode d'action 

Le rôle des microARNs est la régulation de l'expression de gènes, de façon post-

transcriptionnelle [235]. Les microARNs s’apparient donc à des ARNm cibles, et une répression 

de la traduction ou une dégradation de l'ARNm ciblé peuvent être observées. Ces mécanismes 

sont mis en place selon l'appariement du microARN à cet ARNm au niveau du site de 

reconnaissance du microARN, appelé "seed". Une complémentarité plus élevée induira la 

dégradation, plus faible ce sera une répression de traduction [236]–[238]. La régulation des 

microARNs a lieu dans 48% des cas par une répression de la traduction, dans 29% des cas il 

s'agit d'une dégradation de l'ARNm. Pour 23% des cas le microARN agit via une combinaison 

de ces deux actions, dans le cas d'études chez la souris [239].  
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Une fixation de microARNs dans une autre région d'ARNm (hors 3'UTR) est également 

possible: dans la région séquence codante ou CDS (Coding Domain Sequence) [240]. Dans le 

cadre d'une étude sur le cerveau de souris, la fixation de microARN en 3'UTR et la fixation en 

CDS ont des fréquences respectives de 40% et 25%. D'autres sites de fixation sont présents 

mais moins fréquents : 12% des fixations se font au niveau d'introns, ou encore 1% au niveau 

de la région 5'UTR [241].  

Un microARN peut cibler plusieurs ARNm, tout comme un ARNm peut être ciblé par plusieurs 

microARNs. On compte parfois entre 100 et 200 cibles pour un seul microARN [242], [243]. 

Ceci est notamment dû à l'imperfection possible de la complémentarité entre microARN et 

ARNm cible.  

 

ii. Variants de microARNs 

La première notion de SNPs dans les microARNs est apparue en 2005, dans une étude sur 

l'Homme [244]. Par la suite, la distinction a été faite entre les SNPs affectant l'expression du 

microARN et ceux affectant l'expression d'ARNm cibles.  

Les variants génétiques de microARNs sont essentiellement étudiés chez l'humain, surtout 

dans le cadre de pathologies. Dans ce cadre, les études se basent sur les SNPs associés à la 

susceptibilité (la hausse ou la diminution du risque d'apparition de la pathologie) ou associés 

au pronostic, à l'espérance de vie (lorsque la pathologie est présente).  

De très nombreuses pathologies sont étudiées dans ce cadre de variants génétiques de 

microARNs : des cancers, asthmes ou autre maladies auto-immunes [245]–[247]. Des bases 

de données telles que miRSNPs ou MSDD regroupent les microARNs et leurs polymorphismes 

associés à des pathologies [230], [248].  

Une étude de 2007 a défini qu'environ 10% des pré-microARNs humains contient des SNPs, et 

moins de 1% des microARNs ont des SNPs dans leur région seed [249]. Les polymorphismes 

des microARNs ont des impacts différents selon leur localisation.  
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Figure 14 : Impacts potentiels de mutations de microARNs dans le précurseur  
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1. SNPs affectant l'expression du microARN 

Les variants génétiques situés dans le précurseur d'un microARN peuvent moduler le niveau 

d'expression du microARN. En effet, ils peuvent modifier la biogenèse du microARN : les 

différents éléments permettant d'aboutir à un microARN mature ciblent des régions du pri-

microARN ou du pré-microARN. De ce fait, un polymorphisme dans ces régions peut induire 

une non prise en charge et donc une biogenèse qui ne peut se faire correctement. Une baisse 

d'expression de microARN peut alors être observé, et peut induire une diminution du nombre 

de microARNs matures. L'action de régulation de gènes ciblés par ce microARN est alors elle 

aussi moins importante : ces gènes peuvent donc s'exprimer davantage. Des modifications de 

la structure du microARN peuvent impliquer une altération du processus de maturation du 

microARN (Figure 14).  

Une étude sur le cancer du sein a montré l'importance de variants de microARNs. Dans cette 

étude, un SNP est détecté dans le précurseur du microARN miR-146a. Ce microARN cible 

BRCA1/BRCA2 qui sont des gènes connus comme étant fortement liés à la survenue du cancer 

du sein. Ce variant génétique implique une baisse de l'expression du microARN mature, et ce 

miR-146a est alors associé au risque de survenue du cancer du sein. Également dans cette 

publication, un second SNP est retrouvé. Il est situé dans le précurseur du microARN miR-27a 

qui est, lui, de type oncogène. Ce variant implique une baisse de l'expression de ce microARN 

mature. Du fait du caractère oncogène-like de ce gène, ce variant baisse l'expression de ce 

gène et a contrario du variant du miR-146a a un effet protecteur du cancer du sein [250].  
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Figure 15 : Impacts potentiels de mutations de microARNs dans la région "seed" 

  

 

microARNs Impacts Espèce Références 

miR-21 Exprimé abondamment dans la glande mammaire Bovin [251] 

miR-23a Exprimé abondamment dans la glande mammaire Bovin [251] 

miR-24 Exprimé abondamment dans la glande mammaire Bovin [251] 

miR-143 Exprimé abondamment dans la glande mammaire Bovin [251] 

miR-30b Gouttelettes lipidiques 

Croissance des souriceaux 

Murin [252] 

miR-145 Synthèse acides gras dans le lait Caprin [253] 

miR-24 Métabolisme des acides gras Caprin [254] 

miR-103 Synthèse matière grasse dans le lait Caprin [255] 

miR-30e Métabolisme des acides gras Caprin [256] 

miR-15a Métabolisme des acides gras Caprin [256] 

miR-15a Expression des caséines Bovin [257] 

miR-141 Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [258] 

miR-484 Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [258] 

miR-500 Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [258] 

miR-486 Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [259] 

miR-29a Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [260] 

miR-29b Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [260] 

miR-29c Ciblage de gènes majeurs pour la lactation Bovin [260] 

miR-181 Synthèse matière grasse dans le lait Bovin [261] 

miR-33a Métabolisme lipidique Bovin [262] 

miR-152 Métabolisme lipidique Bovin [262] 

miR-224 Métabolisme lipidique Bovin [262] 

miR-183 Métabolisme lipidique Bovin [263] 

miR-424(322)/503 Involution Murin [264] 

Tableau 5 : Synthèse de résultats de liens entre microARNs et production laitière 
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2. SNPs situés dans la région seed 

Dans le cas de variants génétiques situés dans la "seed" du microARN, on peut observer une 

modification d'ARNm cibles. Plus précisément, un variant génétique situé dans la région de 

reconnaissance du microARN avec ses ARNm cibles peut induire, du fait alors d'un 

appariement modifié, d'une non reconnaissance d'un ARNm cible. De ce fait, un ARNm et donc 

un gène qui devrait être modulé par ce microARN ne l'est pas : il n'y a pas de régulation post-

transcriptionnelle. Parfois, un variant peut engendrer la reconnaissance d'une nouvelle cible : 

un ARNm qui n'est pas une cible du microARN, mais la présence de celui-ci induit la possibilité 

d'un appariement entre ce microARN et l'ARNm. Dans ce cas, on peut observer une régulation 

post-transcriptionnelle de cette nouvelle cible, et donc la modulation de l'expression d'un 

nouveau gène (Figure 15).  

 

iii. Lien microARNs et production laitière 

Différents microARNs ont d'ores et déjà été identifiés, notamment chez les ruminants, comme 

étant liés et donc impliqués dans des caractères laitiers (Tableau 5).  

Tout d'abord, la présence de microARNs est effective dans le lait (dans le colostrum et le lait 

mature) et plus précisément dans différentes fractions du lait [265], [266]. Le colostrum 

présente une plus forte quantité de microARNs que le lait mature, essentiellement des 

microARNs liés à l'immunité et au développement [267]. Dans la glande mammaire 

l'expression des microARNs présents est modulée par le stade de lactation, probablement dû 

à leurs divers rôles (prolifération cellulaire, lipogenèse, immunité, apoptose, par exemple) 

[268]. Chez la vache, environ 10% des microARNs sont différentiellement exprimés entre les 

stades de lactation et non-lactation [258]. Des microARNs peuvent aussi être marqueurs de 

l'état pathologique de la glande mammaire, dans le cas de présence ou non de mammites 

[269], [270].  
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Parmi les microARNs liés à des caractères laitiers, certains d'entre eux, comme les miR-21, 

miR-23a, miR-24 ou encore miR-143 n'ont pas de rôle précis défini : ils sont exprimés 

abondamment dans la glande mammaire chez des vaches Holstein, suggérant un impact sur 

la production du lait, via le développement de ce tissu par exemple [251].  

D'autres microARNs ont des rôles dans la production et/ou la composition du lait décrits plus 

précisément. L'impact du microARN miR-30b sur la lactation a été étudié par Le Guillou et al. 

grâce à des souris transgéniques surexprimant le microARN dans les cellules épithéliales 

mammaires. Un défaut de formation de gouttelettes lipidiques a été observé : les gouttelettes 

lipidiques sont moins nombreuses mais d'une aire plus grande en moyenne dans la glande 

mammaire de souris transgéniques que dans celle de souris contrôle. De plus, la croissance 

des souriceaux nourris par un lait issu de ces souris transgéniques est en moyenne 37% moins 

importante à 15 jours après naissance que celle de souriceaux nourris par un lait de souris 

non-transgéniques [252].   

Le microARN miR-126-3p est en lien avec le métabolisme lipidique, dans la glande mammaire, 

de par sa régulation de FASN (fatty acid synthase) qui est un gène pouvant avoir un impact sur 

le pourcentage de matière grasse dans le lait [271], [272]. Le microARN miR-150 a lui été 

étudié pour son action sur des gènes tels que FASN, comme dans l'étude précédente, mais 

aussi OLAH ou STAT5B, essentiels pour lactation et un intermédiaire du récepteur de la 

prolactine respectivement. Cela entraîne une modification de la lactation et plus précisément 

de la synthèse lipidique [273]. L'expression constitutive de ce microARN a pour conséquence 

une réduction de la synthèse d'acides gras, et chez les souriceaux étudiés Heinz et al. ont 

observé une hausse de la mortalité [273].  

Des études se concentrant sur le lien entre microARN et lactation ont également été réalisées 

chez des ruminants, essentiellement bovins et caprins. Le rôle du microARN miR-145 dans la 

synthèse d'acides gras dans le lait a été mis en avant en culture cellulaire par Wang et al., en 

2017, dans des cellules épithéliales mammaires caprines [253]. Précédemment, le microARN 

miR-24 a également été identifié comme impliqué dans le métabolisme des acides gras en 

cellules épithéliales mammaires caprines [254].  
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Toujours chez les caprins, le microARN miR-103 est un régulateur de la synthèse de matière 

grasse dans le lait, qui est par ailleurs plus exprimé lors de la lactation (en milieu de lactation) 

qu'en dehors de cette période. Une surexpression de ce microARN a permis de mettre en 

évidence son rôle tant sur le plan de la synthèse de matière grasse (avec pour conséquence 

une accumulation des gouttelettes adipeuses) que son rôle de régulation de gènes tels que 

FASN et SCD, qui sont inclus dans le processus de synthèse et d'insaturation des acides gras 

[274].  

D'autres publications ont également mis en évidence l'impact de divers microARNs sur des 

caractères laitiers, tels que la régulation du métabolisme des acides gras du lait par miR-30e 

et miR-15a en culture cellulaire chez des cellules épithéliales mammaires caprines [256]. Le 

microARN miR-99a-3p a lui une incidence sur le taux de calcium dans le lait chez les caprins 

[275].  

En bovin également, des études se sont basées sur le lien microARN/production et 

composition du lait. Le microARN miR-15a a été étudié mettant en avant son rôle dans la 

régulation de lactation et son impact sur les caséines dont l'expression diminue lors de la 

transfection de ce microARN sur des cellules bovines [257]. Des microARNs tels que miR-141, 

miR-484, ou encore miR-500 ont été décelés comme potentiellement essentiel à la lactation 

chez les bovins, particulièrement de par leur ciblage de gènes majeurs pour ce phénomène : 

STAT5 et HK2 [258]. Ces gènes sont impliqués dans la lactation car il s'agit respectivement d'un 

intermédiaire de la prolactine essentiel au développement des alvéoles dans la glande 

mammaire et HK2 est un gène impliqué dans le transport de glucose et exprimé seulement 

lors de la lactation [276]–[279]. Une étude sur des vaches de race Holstein a mis en évidence 

l'importance du microARN miR-486 sur la lactation par l'intermédiaire de sa régulation du 

gène PTEN ainsi que des gènes AKT ou mTOR. Sa surexpression in vitro dans des cellules 

épithéliales mammaires provoque une augmentation des concentrations de composants tels 

que la β-caséine ou le lactose [259]. Ces gènes cibles AKT et mTOR sont eux connus comme 

partie intégrante d'une voie de signalisation impliquée dans la synthèse protéique dans la 

glande mammaire bovine [280]. En race Holstein, les microARNs miR-29 affectent la lactation 

: les miR-29a, miR-29b et miR-29c ciblent les gènes DNMT3A et DNMT3B mais aussi peuvent  
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réguler l'expression du gène de la caséine CSN1S1 en modifiant la méthylation de son 

promoteur. Des conséquences sur la synthèse de protéines du lait, le taux de lactose et de 

lipides sont alors possibles [260]. On peut également citer l'étude de Lian et al. qui ont mis en 

évidence le lien entre le microARN bta-miR-181 et la synthèse de matière grasse du lait ou 

encore Shen et al. liant les microARNs bta-miR-33a, bta-miR-152 et bta-miR-224 et le 

métabolisme lipidique en cellules épithéliales mammaires primaires dérivées de deux vaches 

Holstein produisant des taux de matières grasses très différents [261], [262].  

Le rôle du microARN bta-miR-183 dans ce même métabolisme, avec l'implication du gène de 

la prolactine, a été mis en évidence récemment en cellules épithéliales mammaires bovines 

[281].  

Une étude utilisant la souris comme animal modèle cite le cluster de microARN miR-

424(322)/503 (comprenant les miR-424(322) et miR-503) comme étant un élément régulant 

l'involution de la glande mammaire [264]. L'expression de ce cluster de microARNs étant plus 

élevée lors de l'involution que lors des autres étapes (puberté, gestation, lactation 

notamment) et les souris KO pour miR-424(322)/503 montrant un défaut d'involution, le rôle 

biologique important de ce cluster lors de l'involution de la glande mammaire est alors décrit 

[264].   

Plusieurs études mettent en évidence le rôle de polymorphismes situés dans les régions 3'-

UTR, impactant le ciblage de microARNs, dans la modification de caractères laitiers. Le 

polymorphisme du gène de la caséine CSN1S1, chez la chèvre avec l'impact sur le ciblage par 

miR-101 a été étudié [282]. En bovin, les gènes NCF4 ou A2M en lien avec la susceptibilité aux 

mammites [283], [284], ou encore OLR1 ou FAD2 en lien avec la synthèse de matière grasse 

[285], [286] et leurs polymorphismes dans les régions de fixation des microARNs sont mis en 

évidence. De même pour le gène AMPKɣ1 et l'impact de son SNP dans la région 3'UTR sur la 

production de lait en race Holstein ou encore le gène du récepteur de la prolactine PRLR [200], 

[287].   
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Résultats 

 Création d'une base de données de microARNs de ruminants 

Étudiant les microARNs des espèces bovines, caprines et ovines dans un contexte de 

production laitière, il est important d'évaluer la quantité de microARNs présents dans ces 

espèces de ruminants. Non seulement les microARNs officiellement répertoriés et nommés, 

donc recensés dans miRBase, mais également tous ceux détectés et décrits dans les 

publications.  

Comme décrit dans l'introduction de cette thèse, la base de données de microARNs existante 

et la plus usitée à ce jour est miRBase [288]. Il s'agit d'une base de données, créée en 2006 

listant les microARNs connus et publiés pour des espèces animales et végétales [288].  

La dernière version de cette base de données miRBase est en date d'Octobre 2018. À ce jour, 

un total de 1 025 microARNs matures bovins, 436 microARNs matures caprins et 153 

microARNs matures ovins sont présents dans miRBase. 

Néanmoins, cette base de données n'est pas complète, puisque des données publiées issues 

de séquençage haut débit ne sont pas prises en compte pour le moment : seules 5% de ces 

données y sont présentes [289]. La base de données n'est donc pas exhaustive et, de plus, des 

informations importantes dans le cadre d'études d'animaux tels que les ruminants, comme la 

race ou le tissu dans lesquels ont été décelés le microARN, ne sont pas précisées pour chaque 

microARN. Dans un contexte de production laitière chez les ruminants, ces critères et 

particulièrement la race de l'animal est une information d'importance.  

Afin d'établir une liste exhaustive et détaillée des microARNs de ces espèces de ruminants 

laitiers, il a été décidé de créer une base de données détaillée regroupant l'ensemble des 

microARNs décrits dans la littérature en bovin, caprin et ovin. Cette base liste l'ensemble des 

données tout en y apposant des détails décrits dans la publication associée tels que le tissu 

d’origine des microARNs décrits, la race, le stade de lactation, l'âge des animaux, le contexte 

de l'étude : quelles conditions ont été observées (nutrition, pathologie, production…), 

notamment.  
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Cette base de données, nommée RumimiR, est donc une base de données de microARNs de 

ruminants publiés exhaustive et détaillée, offrant des possibilités de tri des données selon les 

différentes informations ajoutées. Pour cela elle est mise à jour environ deux fois par an afin 

d’y ajouter les microARNs nouvellement décrits. La version des génomes utilisés est elle aussi 

mise à jour lorsque c'est nécessaire. Elle est donc adaptée pour des recherches sur les 

ruminants. Elle est accessible gratuitement en ligne à l'adresse http://rumimir.sigenae.org/.   

Des microARNs issus de 89 publications différentes sont détaillés à ce jour dans cette base de 

données RumimiR, pour un total de 13 182 microARNs. Pour chacun de ces microARNs, les 

informations collectées sont rassemblées dans 29 champs différents. Ces informations 

concernent le microARN en tant que tel, avec sa séquence, sa position, la publication dans 

laquelle est décrit le microARN avec sa référence et le lien associé. De plus, des informations 

sont précisées au sujet de l'étude menée et des échantillons : la race, l'âge ou encore le stade 

de lactation des animaux sont mentionnés lorsque c'est le cas dans la publication associée. 

Les logiciels utilisés pour la détection de ces microARNs ainsi que les éventuels critères utilisés 

pour déterminer les microARNs sont notés.  

Un code de faux-positivité est élaboré à partir de données ajoutées pour chaque microARN. 

Ce code prend en compte 4 critères, qui peuvent être des indices sur la réelle existence des 

microARNs : i) sa présence ou non dans RumimiR au préalable, en effet un microARN déjà 

décrit et donc détecté dans une autre publication a plus de chance d'être un vrai microARN ; 

ii) son positionnement multiple ou non, puisque un microARN dont la position sur le génome 

est multiple ne peut être définie précisément et est possiblement un faux-positif ; iii) son 

identité de séquence avec un microARN humain et/ou murin, car un microARN présentant 

une identité de séquence avec un microARN d'une autre espèce a plus de chance d'être réel ; 

iv) s’il s'agit d'une partie d'un autre petit ARN (snoRNA, tRNA, snRNA ou rRNA), dans ce cas la 

faux-positivité est probable puisqu'il s'agirait en réalité d'un autre petit ARN tronqué. Ce code 

permet d'évaluer rapidement selon ces quatre critères si le microARN semble être un "vrai" 

microARN ou s’il pourrait s'agir d'un faux-positif.  

  

http://rumimir.sigenae.org/
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Parmi les 4 301, 2 750 et 6 131 microARNs bovins, caprins et ovins, respectivement, que 

compte la base de données RumimiR, les taux de microARNs avec des codes de faux-positivité 

comportant entre 0 et 2 unités "1", donc remplissant au maximum deux des quatre critères 

de faux-positivité définis ci-dessus s'élèvent à plus de 89%.  

Ce travail a fait l'objet d'un article publié dans le journal Database (Oxford). Les données 

mentionnées dans l'article représentent un nombre moins élevé de microARNs décrits ci-

dessus car l'article se base sur la version de Juin 2019, une nouvelle version mise à jour est 

maintenant en ligne (10 715 microARNs issus de 78 publications dans la version de Juin 2019 

décrite dans l'article).  

La création de cette base de données RumimiR a permis de lister l'ensemble des microARNs 

publiés dans les trois espèces de ruminants laitiers qui nous intéressent : bovins, caprins et 

ovins.  

Une perspective pour cette base de données est l'ajout d'autres espèces, pour lesquelles les 

informations consignées dans RumimiR seraient aussi utiles. L'ajout de variants génétiques 

décrits de microARNs (aussi nommés "miRSNPs") est également une perspective.  

Ce travail a fait l'objet d'une publication, citée cinq fois pour le moment, ajoutée ci-dessous : 

"RumimiR: a detailed microRNA database focused on ruminant species" BOURDON C., 

BARDOU P., AUJEAN E., LE GUILLOU S., TOSSER-KLOPP G., LE PROVOST F. ; Oxford (Database) 

doi: 10.1093/database/baz099 (2019) [290].  
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ABSTRACT  12 

The ever-increasing use of Next Generation Sequencing technologies to explore the genome has 13 

generated large quantities of data in recent years. Numerous publications have described several 14 

thousand sequences of microRNAs, all species included. A new database (RumimiR) has been created 15 

from the literature to provide a detailed description of microRNAs for three ruminant species cattle, goats 16 

and sheep. To date, 2,887, 2,733 and 5,095 unique microRNAs from bovine, caprine and ovine species, 17 

respectively, are included. In addition to the most recent reference genomic position and sequence of 18 

each microRNA, this database contains details about the animals, tissue origins and experimental 19 

conditions mentioned in the publications. Identity to human or mouse microRNA is also indicated. The 20 

RumimiR database allows data filtering by selecting microRNAs on the basis of defined criteria such as 21 

animal status or tissue origin. For ruminant studies, RumimiR supplements the widely used miRBase 22 

database, by using complementary criteria to allow browsing and filtering, and integrates all newly-23 

described published sequences. The principal goal of this database is to provide easy access to all the 24 

ruminant microRNAs described in the literature. 25 

 26 

INTRODUCTION 27 

MicroRNAs are small, highly conserved, non-coding RNAs  approximately 22 nucleotides in length (1) 28 

that participate in the post-transcriptional regulation of genes through their impact on targeted 29 

messenger RNAs (mRNAs). This phenomenon can lead to translation repression or degradation of the 30 

targeted mRNAs and depends on the base-pair binding of the microRNAs to their target via a recognition 31 

site, the "seed" sequence (2, 3).  32 

Many studies currently use Next Generation Sequencing (NGS) technology to explore the 33 

transcriptome, notably in a context of microRNA discovery. A significant amount of data is thus being 34 

generated, which can attain more than 1,000 microRNA sequences in a single publication (4, 5). 35 
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Regularly updated tools for data exploration are therefore required and essential. Animal, plant and virus 36 

microRNAs are already listed in several databases, such as miRNEST 2.0 (covering more than 400 37 

different species) (6) or miROrtho which contains 46 animal genomes (7). Some databases are 38 

restricted to human microRNAs in a disease context, such as EpimiRBase (microRNAs associated with 39 

epilepsy) (8), miRCancer (microRNAs and cancer) (9) or MSDD, the MicroRNA SNP Disease Database 40 

(genetic variants affecting microRNAs in a disease context) (10). The recent miRCarta database (11), 41 

which lists microRNAs for 148 species, is solely based on the prediction of novel microRNAs. A 42 

database portal, miRToolsGallery, which contains more than 1,000 tools for studying, identifying or 43 

predicting the targets of microRNAs, has recently been set up (12). The database most widely used at 44 

present is miRBase, which was created in 2006 by Griffiths-Jones and collaborators at the University of 45 

Manchester (13), and lists  microRNAs for 271 species (14).  46 

Studies in cattle, goats and sheep have often focused on production traits such as dairy and 47 

meat products (15–17), health (mastitis resistance (18, 19) or reproduction (fertility and fecundity (20–48 

22)). Due to genome conservation between the three species, the miRNomes (all microRNAs expressed 49 

in a tissue or cell type) are relatively similar. However there are some differences, as well as those 50 

between breeds (23). This explains the importance of generating a database that includes all three 51 

species, together with specific information on the breed and physiological status of the animals, as this 52 

is frequently lacking in the most commonly-employed databases.  53 

RumimiR provides a single access portal to an integrated database containing all the information 54 

currently published on ruminant microRNAs. RumimiR is freely available online at the following URL: 55 

http://rumimir.sigenae.org/.  56 

This database offers an exhaustive list of bovine, caprine and ovine microRNAs, collected from 57 

the literature. Pertinent information, notably in the context of dairy production, has also been added to 58 

the description of each mature microRNA and a filtering option for all these data is included. The entire 59 

database (and data filtered by applying one or more filters) can be downloaded in different formats. 60 

Moreover, past database versions are traceable and downloadable. 61 

 62 

MATERIALS AND METHODS 63 

Data collection and processing 64 

RumimiR contains data collected from all publications describing ruminant microRNAs, which 65 

corresponds to the 78 publications cited in PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). The 66 

references for all these publications are listed in Supplementary Data (Supplementary Figure 1). Titles 67 

and authors, with a hyperlink to the publication, are provided. RumimiR includes all known microRNA 68 

sequences, as well as those described as "novel" in the publications, which are not always found in the 69 

miRBase database. All microRNA sequences were obtained from publications (usually from the text, 70 

figures or supplementary data). The microRNA sequences included in RumimiR database are 71 

http://rumimir.sigenae.org/
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processed and filtered by the authors of each publication. The RumimiR data were standardized by 72 

aligning the sequences to a unique reference genome for each species. For this purpose, Blast was 73 

implemented using the NCBI tool (24), based on the latest available versions of the reference genome 74 

(UMD3.1.1 for bovine, ARS1 for caprine and Oar v4.0 for ovine). The parameters used for the blast 75 

analyses were the NCBI Blastn tool ("Somewhat similar sequences") and general default parameters 76 

(short queries, expected threshold: 1,000, word size: 7) (24). In the event of multiple alignments, with a 77 

query cover and 100% identity on the genome, the position of the microRNA sequence could be 78 

identified from a Blast of the precursor sequence. Multiple positions were obtained for 344 sequences, 79 

even after applying the precursor sequence, when this was available in the publication. These 80 

microRNAs have therefore been listed in the RumimiR database without their position, but the number 81 

of positions on the genome is shown in the "multi-mapping" column (the chromosome, start and end 82 

columns are therefore blank). Characterization of a new microRNA was refined by comparing its 83 

sequence with small nucleolar RNA (snoRNA), transfer RNA (tRNA), ribosomal RNA (rRNA) and small 84 

nuclear RNA (snRNA) sequences. Indeed, part of the snoRNA structure, the stem loop, is almost 85 

identical to that of microRNA (25) and tRNAs with three hairpin loops might also be confused with 86 

microRNA. To prevent this, the sequences were therefore compared with all species snoRNA and 87 

bovine tRNA present in snoRNABase v3 (26) and GtRNAdb 2.0 (27), respectively, and with the bovine, 88 

caprine and ovine rRNA and snRNA sequences present in BioMart, an Ensembl tool (28). When a 89 

microRNA displayed 100% identity with a snoRNA, tRNA, rRNA or snRNA over its entire length, it was 90 

retained in the RumimiR database but this information is indicated in the "small RNA" column. A home-91 

made Python script was applied which compared the microRNA sequences with those extracted from 92 

the above-mentioned database (Supplementary Figure 2). Finally, each microRNA was assigned a 93 

RumimiR identification number: “Rum-species ID-XXXXX”. The species IDs for cattle, goats and sheep 94 

are BTA, CHI or OAR, respectively, and XXXXX is an incremental five-digit number. To add information 95 

about a microRNA listed in the RumimiR database, a search was done to determine its identity with 96 

human or mouse microRNA. If it had a 100% sequence match with a known microRNA over the full 97 

length of the shorter sequence, using the miRBase database (release 22), it was considered identical 98 

(14). These identities were verified by applying a Python script to compare the sequences with other 99 

microRNA sequences and those extracted from miRBase (Supplementary Figure 2), and to indicate 100 

any "strict" homology with human or mouse microRNA. This step was included because of the large 101 

number of publications, and hence details, available for human and mouse microRNAs. All these 102 

processes for adding microRNAs to the RumimiR database (Figure 1, blue box) were used to create a 103 

four-digit false positive code representing four positions, each with a value of “0” or “1” (0000 to 1111). 104 

A “1” in first position means that the microRNA has multiple genomic locations, a “1” in second position 105 

means that the microRNA is not already listed in the RumimiR database (a microRNA occurring in 106 

different publications is more likely to be a true microRNA). A “1” in third position means that the 107 
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microRNA has homology with small RNAs and a “1” in fourth position means that the microRNA has no 108 

identity with either human or mouse microRNA present in miRBase. One or more values of this 4-digit 109 

code can be filtered out. A microRNA with a code of 1111  is most likely to be a false positive. This 110 

indication is to enable RumimiR users to select those microRNAs that they consider as having an 111 

acceptable false positive score.  112 

All microRNAs, and most of the features described in the literature, have therefore been documented in 113 

the RumimiR database. All the microRNA sequences are noted, as is the presence (or not) of isomiRs 114 

(microRNA sequences at the same genomic position, with almost identical sequences).  These almost 115 

identical sequences are highlighted in a specific column ("isomiRs") in RumimiR and also if the 116 

microRNA sequence belongs to a known microRNA family. The database also contains details of the 117 

number of animals studied, their breeds, ages and lactation stage, as well as the tissue of origin, if this 118 

was mentioned in the publication.  119 

The RumimiR website was built using HTML5 technology (https://dev.w3.org/html5), the bootstrap front-120 

end framework (https://getbootstrap.com - v4.0.0) with additional jQuery user interface elements 121 

(http://jquery.com - v3.2.1), DataTables jQuery plug-in for the data table (https://datatables.net -122 

v1.10.16) and the plots were implemented by using the Highcharts JavaScript library 123 

(http://www.highcharts.com - v6.2.0). RumimiR has been successfully tested on Chrome (version 49 124 

and later) and Firefox (version 57 and later). The data, in JSON format, were provided to the DataTables 125 

jQuery plug-in by setting the ajax option to the address of the JSON data source. All statistics, charts 126 

and drop-down lists have been built into the data-based fly to make any updates as easy as possible. 127 

The Blast tool was developed using Perl-CGI. 128 

The “Traceability and Archives” box, on the website shows the history of the various RumimiR database 129 

versions and allows the user to download entire datasets from current and past versions. 130 

 131 

RESULTS AND DISCUSSION 132 

Content of the RumimiR database 133 

The RumimiR database currently contains 10,715 different microRNAs for three ruminant species: 2,887 134 

for cattle, 2,733 for goats and 5,095 for sheep. The average numbers of microRNAs described per 135 

publication for bovine, caprine and ovine species are 66, 136 and 340, respectively. The microRNA data 136 

were collected from 44 publications for bovines, 19 for ovines and 15 for caprines (Figure 2). The 137 

difference in numbers of microRNAs reported for cattle and goats, as compared to sheep, is due to the 138 

wider use of NGS technologies in ovine species. More precisely, 16,041 sequences, corresponding to 139 

10,715 different mature microRNAs, are present in the RumimiR database, the difference being due to 140 

the presence of isomiRs.  344 microRNA sequences are indicated as having multiple locations (multi-141 

mapping). The microRNAs listed in RumimiR have identities with 889 human or mouse microRNAs: 142 

11.78% of the described microRNAs show sequence identities with both human and mouse microRNAs 143 

and 4.66% present sequence identity with only one human or one mouse microRNA. Comparisons with 144 

https://dev.w3.org/html5
https://getbootstrap.com/
http://jquery.com/
https://datatables.net/
http://www.highcharts.com/
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snoRNA, tRNA, rRNA and snRNA sequences revealed that 48 microRNAs displayed sequence 145 

identities with part of a tRNA, 47 with part of a snoRNA, 34 with part of a rRNA and 9 with part of a 146 

snRNA.  147 

The importance of each microRNA is evaluated from the false positive score. Around 50% of the 148 

microRNAs (56.1% in bovine, 51.2% in caprine and 49.8% in ovine species) have a score with a low 149 

risk of being false positive (code with 0 or 1 “1”). Moreover, almost every microRNA has a code with 0 150 

to 2 “1” (98.3% in bovine, 92.8% in caprine and 99.4% in ovine species) (Figure 3 and Supplementary 151 

Figure 3). Each scores are representing with the corresponding encoding: for example, the scores of 1 152 

are due to the absence of identity with a mouse and human microRNA, in the three species. In fact, 153 

when other elements appeared (i.e. small RNA or multi-mapping) there are often associated with 154 

another false positivity element, as seen in the Figure 3.  155 

Most of the microRNAs listed in RumimiR have the expected length (20-24 nucleotides) (1), with 99.27% 156 

having 17-25 nucleotides. The microRNA length distributions in bovine and caprine species are similar 157 

(Figure 4A) with 91% of bovines and 84% in caprines having 20-24 nt. The length distribution in ovine 158 

species is unusual (55% having 20-24 nt). The numbers of microRNAs with lengths of 17-18 nt and 159 

those with 21-22 nt are similar. The proportion differs if only those microRNAs with weak false positive 160 

code are considered, but the percentage of microRNAs with lengths of 17 - 18 nt is still high (around 161 

25%) (Figure 4B).Most of the ovine sequences with lengths of 17 and 18 nt were obtained from a single  162 

paper (4). The authors explained, in their discussion, that they had discovered a large number of new 163 

microRNAs because they had not applied the commonly-used restricting pre-screening. All sequences 164 

detected at a low count level or with a low sample frequency were considered. Most of the ovine 165 

sequences with lengths of 17 and 18 nt correspond to new microRNAs. 166 

The majority of microRNAs in the database were taken from studies based on differences 167 

between breeds, developmental stages (mainly in a context of meat production) or  immune response 168 

(comparison of  healthy animals with  those suffering from mastitis, a widely-studied pathology in 169 

ruminants) (Figure 5). The different issues addressed in the publications were implemented as filtering 170 

options in the RumimiR database. Thus 40  different breeds (17 bovine, 14 caprine and 9  ovine breeds,  171 

both  meat and dairy), are  represented along with about 30 tissues and body fluids  such as milk (29, 172 

30), adipose tissue (4), mammary gland (31–33) and ovaries (22, 34, 35). Around half of the microRNAs 173 

described in the RumimiR database are associated with a single tissue (these “specific” microRNAs are 174 

highlighted by the symbol “ ”). While the probability of a microRNA being a false positive decreases if 175 

it is described in several studies, some of the microRNAs described only once can be specific to a breed, 176 

tissue, physiological stage or particular condition. 177 

Age was mentioned in 38% of the publications and more than 30 different ages have been listed. 178 

Some studies described the differential expression of microRNAs throughout development, and at 179 

different ages, which is why several ages might be considered in a single publication. The same was 180 

true of lactation stages. All these figures will increase as the database is updated. The numbers of 181 
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microRNAs common to all three ruminant species, or sequences common to these species and to 182 

human and mouse sequences, or specific to each species, are presented in Figure 6. Between 80.24% 183 

and 88.82 % are species-specific microRNAs. 184 

RumimiR is limited to three ruminant species, unlike miRBase which is the most widely used 185 

and complete database in terms of the number of species covered (plants, animals and viruses). 186 

However, this restriction enabled us to generate a more detailed database containing all the microRNAs 187 

described in different publications as well as numerous features. Six times more microRNAs are listed 188 

in the RumimiR database for bovine, caprine and ovine species than in miRBase: 10,715 in RumimiR 189 

versus 1,614 in miRBase. Although the latest miRBase release (v22) is quite recent (October 2018), it 190 

included only 5% of the data available on deep sequencing of small RNA (14).The risk of assembling 191 

all microRNAs mentioned in the literature is still to include  false positive microRNAs which is why this 192 

risk has been evaluated for each sequence. Thus RumimiR offers a complete and more precise 193 

microRNA database for cattle, goats and sheep and should therefore be of value to scientists working 194 

on livestock species.  195 

The RumimiR database is extensive because it lists all the features mentioned in the 196 

publications (unlike miRBase and other databases), the data are homogenized (with blast on the same 197 

reference genomes for example), and because information is included about the identity, small RNAs, 198 

etc. In addition, the RumimiR database combines the results of a multitude of studies in a single location.  199 

 200 

User interface 201 

The web interface is user-friendly, allows visualization of all the microRNAs described in bovine, caprine 202 

and ovine species, and provides at minimum the genomic position (chromosome, start and end) of each 203 

microRNA. Some, or all the columns can be selected to obtain the sequence, name, tissue or other 204 

features of the study and of the microRNAs, by clicking on the appropriate name in the "show/hide 205 

columns" box (Figure 7).  206 

The features available for the various microRNAs, such as the sequence, related publications, 207 

name, isomiRs, family, tissue origin, breed, condition studied, and others are listed in the 29 columns 208 

shown in Table 1. 209 

Users can also visualize those microRNAs of solely personal interest by selecting the 210 

corresponding column (sequence and/or tissue and/or breed, etc.), and then using the "search" box to 211 

define different options such as "by position" (chromosome, start, end), "by source" (species, breed, 212 

tissue) or "by feature" (conditions, method, software) (Figure 7). The above-mentioned criteria can also 213 

be applied to filter all the mature microRNAs listed.  A sequence or key word can also be entered in the 214 

"Search" box to extract a list of the relevant data in the results table. The name of each microRNA in the 215 

“name” column is the one given in the original publication. If specific requests are selected, the 216 

appropriate filtered data appear and can be downloaded in several formats (Excel, CSV, Fasta or GFF). 217 
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Users can thus obtain all the data that they require, appropriately filtered, and rapidly. They can also 218 

download the entire database without applying any filters.  219 

For clarity, some statistics and graphs which summarize the data presented in the database 220 

(Supplementary Figure 4), are provided in the online version.  These include, amongst others, the date 221 

of the latest update, the number of sequences listed and the number of publications involved. The 222 

distribution of microRNAs by species and by breed is presented graphically, as is the distribution by 223 

tissue origin. 224 

 RumimiR also includes an alignment tool so that sequences can be submitted for analysis and 225 

the corresponding microRNAs sorted according to the resulting hits.  226 

 227 

Future extensions  228 

The NGS approach is generating extensive data and the number of microRNAs will continue to rise in 229 

the near future. This new data will be integrated and the database regularly updated (at least twice a 230 

year) so that it remains exhaustive. Identity with human or mouse microRNAs will be checked each time 231 

that a new release of miRBase becomes available. The three ruminant species probably contain a 232 

comparable number of microRNAs as the difference between the numbers of bovine (2,887), caprine 233 

(2,733) and ovine (5,095) microRNAs could be due to the more intense efforts assigned to ovine 234 

sequencing. However the numbers of human or mice microRNAs in the latest release of miRBase are 235 

2,654 and 1,978 respectively. MicroRNA detection in ruminant species, as compared to humans and 236 

mice, may have reached saturation. In addition, the numbers will probably evolve as the genome 237 

assemblies are updated and the same quality of contiguity and annotation is attained as for human and 238 

mouse species.  239 

One potential extension for RumimiR might be to add genetic variants of ruminant microRNAs 240 

("miRSNPs" for microRNA and Single Nucleotide Polymorphisms). First those linked with dairy QTL, 241 

and then those associated with health or meat QTL. Publications on these genetic microRNA variations 242 

are indeed increasingly numerous. For example, in humans, the MSDD database has been created 243 

exclusively for miRSNPs linked to human diseases (10). In the same way, the RumimiR database could 244 

be completed by including ruminant miRSNPs. Other features and filters will be added depending on 245 

the features described in the literature and the needs of the scientific community. Evolution of the 246 

reference genomes will also be considered, to take into account the genomic positions of microRNAs in 247 

the latest versions of the reference genomes. The RumimiR database could also be extended to include 248 

other livestock species.  249 

 250 

Conclusion 251 

The RumimiR database contains an exhaustive list of all microRNAs described in publications pertaining 252 

to three livestock species: cattle, goats and sheep. This database supplements miRbase, one of the 253 

most widely used microRNA databases, by including  various features mentioned in the literature which 254 
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are important  in the context of animal production and dairy traits, notably the breeds of animals studied 255 

or the tissues in which the microRNAs were  described. RumimiR can be used to retrieve specific 256 

microRNAs and thus provide additional information about the livestock species and a clearer 257 

understanding of the context in which these microRNAs were discovered. The database will be regularly 258 

updated and will continue to be exhaustive. RumimiR, by standardizing and centralizing information from 259 

a large number of publications, constitutes a unique tool that presents and describes all known 260 

microRNAs in ruminants. 261 
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TABLE AND FIGURE LEGENDS 373 

 374 

Figure 1. Procedure followed to include microRNAs and their associated features in the RumimiR 375 

database. 376 

From each publication (black rectangle), the microRNA sequences and their features (orange 377 

rectangles) were extracted and included in the RumimiR database. Several analyses were performed 378 

to expand the description of the microRNAs collected (blue rectangles): determination of chromosomal 379 

position in the latest reference genome of each species (using the NCBI Blastn tool), search for 380 

redundancy with microRNAs already present in the RumimiR database, search for identity with other 381 

small microRNAs to compare the sequences, search for identity with human or mouse microRNAs 382 

present in miRBase. *: using a home-made Python script. 383 

 384 

Figure 2.  Number of microRNAs per publication. 385 

A- Plain bars: average number of microRNAs described per publication for each species. Hatched 386 

bars: the number of publications on each species. 387 

B- Cumulative number of microRNAs described per year in each species. 388 

 389 

Figure 3. Proportion of microRNAs according to the false positive score in bovine.  390 

 Sequences without a “1-value are more likely to be true microRNAs and those with 4 1-values are less 391 

likely to be microRNAs. 392 

Figure 4. microRNA length distributions across species.  393 

The red, blue and orange lines correspond to the percentages of bovine, caprine and ovine microRNAs, 394 

respectively, based on their length (in nucleotides (nt)). The grey dotted line represents all the 395 

microRNAs listed in RumimiR.  396 

A- Percentage of all sequences collected in RumimiR 397 

B- Percentage of sequences with a low false positive score (0 and 1). 398 

 399 

Figure 5Number of microRNAs according to the conditions studied. 400 

The different topics presented here are in line with the issues addressed in the publications. 78 401 

publications were considered and each article is mentioned only once. Each microRNA was counted 402 

several times, if they were described in several publications corresponding to different topics. 403 

 404 

Figure 6. Number of microRNAs common to different species. 405 

A- Venn diagram showing bovine, caprine and ovine unique microRNAs listed in the RumimiR 406 

database. 407 

B- Venn diagram showing bovine, caprine and ovine microRNAs listed in the RumimiR database 408 

together with the human and mouse microRNAs listed in miRBase (release 22). 409 
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 410 

Figure 7. User interface for “search and browse”.  411 

Columns can be selected so that only specific features will be visible. The search box allows the 412 

detection of microRNAs present in the RumimiR database as a function of the selected choices. The 413 

results can be exported in different formats, such as Excel or Fasta. 414 

 415 

Table 1. List of columns presenting the microRNAs and features detailed in the RumimiR database. 416 

Grey lines indicate a feature that is present in RumimiR but not in miRBase. 417 

 418 

SUPPLEMENTARY DATA 419 

Supplementary Figure 1. List of publications used to collect microRNA data. 420 

MicroRNAs from 78 publications were collected and included in this first version of the RumimiR 421 

database.  Publications 1 to 44 correspond to bovine studies, 45 to 63 to caprine studies and 64 to 78 422 

to ovine studies. 423 

 424 

Supplementary Figure 2. Python script descriptions. 425 

 426 

Supplementary Figure 3. 427 

 428 

Supplementary Figure 4. Graphs presented in the online version. 429 

Detailed data are available online for each figure.  (http://rumimir.sigenae.org/). 430 

 431 

 432 

http://rumimir.sigenae.org/
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Figure 2 434 
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Figure 3  435 
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Table 1 440 

Chr 

Genomic position of the microRNA Start 

End 

Multi-mapping Number of localisations in case of multi-mapping (with 100% query cover and 100% 

identity) 

Sequence Sequence of the mature microRNA 

Publication Publication in which the microRNA is described 

Name Name assigned to the microRNA 

IsomiRs Name of isomiRs of the microRNA (sequence and genomic position almost identical) 

RumimiR ID Name of the microRNA with the RumimiR nomenclature 

Family microRNA family to which the microRNA is affiliated 

Tissue Tissue in which the microRNA was discovered 

Breed Breed used during the study 

Study conditions Conditions prevailing during the study 

Lactation stages Lactation stages of the animals studied 

Age Age of the animals studied 

Species Species of the animals studied (bovine, caprine or ovine) 

Number Number of novel microRNAs described in the publication 

Cut-off Cut-off point used in the publication to detect novel microRNAs 

Method Method used to detect novel microRNAs 

Number and breed Number of animals studied in each breed 

Reference genome UMD3.1.1, ARS1 or Oar v4.0 

Bioinformatics tools 

used 

Software used in the study for the microRNA detection 

Condition details Details of study conditions (i.e. number of animals per condition) 

5p/3p If the microRNA is 5p or 3p 

Strand (+/-) Strand in which the microRNA is situated 

Star sequence Sequence of the star microRNA 

Matching seed Known microRNA with the same seed 

small RNAs If the microRNA described is in fact part of a snoRNA, tRNA, snRNA or rRNA 

hsa homology Similarity with a human microRNA 

mmu homology Similarity with a mouse microRNA 

False-positive code  Four-digit false positive code  

 



136 
 
 

 

  



137 
 
 

 

 Détection de variants génétiques d'intérêt en bovin, caprin et ovin 

 

La première partie de cette thèse consiste en la détection de variants génétiques de 

microARNs exprimés dans la glande mammaire ou présents dans le lait et situés dans des "QTL 

laitiers ou mammites". Les trois espèces de ruminants laitiers que sont les bovins, caprins et 

ovins ont été analysées. Cette détection de variants s'effectue grâce à un script bio-

informatique développé en langage Python, permettant d'établir une liste des variants 

d'intérêt dans notre cas à partir de données initiales. Ces données initiales sont l'ensemble 

des variants génétiques, des localisations des régions de QTL laitiers/mammites et des 

microARNs exprimés dans la glande mammaire ou présents dans le lait. Un même script bio-

informatique a été créé et modulé pour pouvoir être utilisé dans le cadre de détection de 

variants génétiques d'intérêt dans les trois espèces. Les filtres sont par la suite appliqués 

successivement sur ces données de départ.  

Un total de 59 124 variants bovins d'intérêt sont alors détectés. En caprin, ce nombre s'élève 

à 13 427 et 4 761 variants en ovins. Parmi eux, 44 variants bovins sont situés dans la région 

"seed" du microARN, et 1 des variants détectés est situé dans cette région spécifique en 

caprin, de même en ovin. Un total de 511 microARNs bovins sont impactés par ces variants 

génétiques détectés. Ce nombre s'élève à 100 microARNs caprins et 106 microARNs ovins. Un 

total de 20 microARNs sont impactés par des variants génétiques d'intérêt dans les trois 

espèces étudiées : à la fois en bovin, caprin et ovin. Par la suite, les régions QTL laitiers et 

mammites sont ajoutées comme filtre dans ce script. En bovin, 4 679 variants sont alors 

détectés, parmi lesquels 26 sont situés dans un précurseur de microARN, 10 d'entre eux sont 

situés dans un microARN mature dont 3 dans la région "seed". En caprin, 127 variants 

génétiques sont alors détectés, tous situés en-dehors du précurseur de microARN. En ovin, il 

n'y a pas de variant génétique détecté en ajoutant ce filtre de région QTL.  
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Ce script bioinformatique, utilisé et adapté pour les trois différentes espèces de ruminants 

laitiers (bovins, caprins et ovins), a permis de détecter des variants génétiques d'intérêt dans 

un contexte de production laitière. Ce script pourra donc par la suite être adapté pour la 

recherche de variants dans d'autres espèces ou de variants d'autres ARNs non codants, sous 

réserve que les données initiales nécessaires soient disponibles.  

Ce travail a fait l'objet d'une publication en cours de soumission à Scientific Reports, ajoutée 

ci-après.  
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Abstract 16 

Background: 17 

microRNAs are small noncoding RNAs that have important roles in the lactation process and 18 

milk biosynthesis. Some polymorphisms have been studied in various livestock species from 19 

the perspective of pathology or production traits. To target variants that could be the causal 20 

variants of dairy traits, genetic variants of microRNAs expressed in the mammary gland or 21 

present in milk and localized in dairy quantitative trait loci (QTLs) were investigated in bovine, 22 

caprine, and ovine species. 23 

Results: 24 

In this study, a total of 59,124, 13,427, and 4,761 genetic variants in microRNAs expressed in 25 

the mammary gland or present in milk were identified in bovine, caprine, and ovine species, 26 

respectively. A total of 4,679 of these detected bovine genetic variants are located in dairy 27 

QTLs. In caprine species, 127 genetic variants are localized in dairy QTLs. In ovine species, no 28 

genetic variant was identified in dairy QTLs. 29 

 30 

Conclusions: 31 

This study leads to the detection of microRNA genetic variants of interest in the context of 32 

dairy production, taking advantage of whole genome data to identify microRNA genetic 33 

variants expressed in the mammary gland and localized in dairy QTLs. 34 

 35 

Keywords: 36 

microRNA, genetic variants, QTL, dairy traits, miRNomes, bovine, caprine, ovine 37 

  38 
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Background 39 

 40 

MicroRNAs are small noncoding RNAs of approximately 22 nucleotides in length that are 41 

highly conserved between species 1. They are involved in posttranscriptional gene regulation 42 

through their impact on messenger RNAs (mRNAs). This interaction will lead to the repression 43 

of the translation process or to the degradation of the targeted mRNAs, depending on the base-44 

pair binding between the microRNA and the mRNA in the recognition site, the seed sequence 45 

2. MicroRNAs have important roles in mammary gland development, lactation and milk 46 

biosynthesis 3–5. Mammary miRNome data, listing the microRNAs expressed in the mammary 47 

gland or present in milk, are available in bovine and caprine species 6,7. In the Holstein breed, 48 

the mammary gland miRNomes were described in cows with mastitis 8 and healthy cows 6. 49 

The miRNomes of whole milk in Holstein and Normande breeds 9, milk fat in Holstein breeds 50 

10 and milk fat, whey and somatic cells in Holstein breeds 11 are also available. In caprine 51 

species, the mammary gland miRNome is available from lactating Alpine goats 7. In ovine 52 

species, however, no mammary gland data were available until recently, with the publication 53 

of a miRNome by Wang et al. 12. 54 

Either single nucleotide polymorphism (SNP) or InDel (small insertion or deletion) variations 55 

may alter microRNAs via their biogenesis or impact on mRNA. Indeed, if the genetic variant is 56 

located within the seed region, it may affect the binding between the microRNA and targeted 57 

mRNAs and thus lead to the nonrecognition of targeted mRNAs or, in contrast, to the 58 

recognition of novel mRNAs or novel targets 13. If the genetic variant is located in another part 59 

of the microRNA or in its flanking regions, the microRNA expression level may be impacted 14. 60 

MicroRNA polymorphisms have been studied in various livestock species, such as chicken, 61 

porcine, and bovine, from the perspective of pathology or production traits. Wu et al. (2019) 62 

found a genetic variant in pri-miR-26a-5p, the primary transcript of miR-26a-5p, inducing a 63 

modification of the secondary structure of the microRNA gene 15. The abundance of the 64 

mature microRNA is decreased when the mutation is present, impacting chicken egg 65 
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production traits 15. Similarly, a SNP in porcine miR-208b was predicted to affect the secondary 66 

structure of pri-miR-208b and therefore the expression of the microRNA precursor pre-miR-67 

208b, the mature microRNA, and the expression of the targets SOX-6 and MYH7 genes. 68 

Differences in mRNA levels affect the density of muscular fibers and thus muscle and meat 69 

quality traits 16. 70 

In bovine species, a genetic variant in the seed region of bta-miR-2899 was detected (chr18: 71 

42,198,087 G > A), localized in a QTL affecting the somatic cell score (SCS), and associated with 72 

the presence of mastitis. Cows with the AA genotype had a significantly lower SCS than cows 73 

with the GG or GA genotype. An impact on the targeted mRNA SPI1, which is a potential 74 

candidate factor for inflammation in the bovine, was also investigated. The SPI1 relative 75 

expression in mammary glands of cows with bta-miR-2899 with the AA genotype was 76 

significantly higher than those with the GA or GG genotype 17. 77 

Bovine, caprine and ovine ruminants provide 86% of the world milk production 18. In these three 78 

species, the improvement of dairy traits has always been a core objective of breeding programs 79 

and remains in the era of genomic selection. In genomic evaluation, breeding values are usually 80 

predicted using SNP beadchips. The markers used for the genomic evaluation do not necessarily 81 

have biological function in the genetic determinism of the trait considered, but, being spread 82 

across the genome, some of them are in linkage disequilibrium with the causal polymorphisms 83 

and capture part of their effect. Although using sets of neutral markers for genomic evaluation 84 

is efficient, adding causal variants could improve the reliability of the estimated genomic 85 

breeding values, as mentioned by Oget et al., who compared different methods 19. 86 

Accounting for causal variants in genomic prediction models could increase the genomic 87 

selection accuracy. Numerous studies conducted in all three species described genomic 88 

regions or quantitative trait loci (QTLs) associated with dairy traits. Some of these QTLs are 89 

currently available in the public AnimalQTLdb database 20, and additional studies have listed 90 

QTLs for milk production, milk composition, and mastitis resistance traits (see, for example, 91 

19,21–23). However, the identification of causal mutations is still challenging. 92 
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Missense mutations located in the DGAT1 and PAEP genes were known to be causative for 93 

milk production and composition 22,24–26. DGAT1 encodes an enzyme involved in fatty acid 94 

metabolism in milk, while PAEP encodes β-lactoglobulin, which is the most abundant whey 95 

protein in bovine milk. In addition to these two examples, causal variants located in coding 96 

regions of genes are scarce, and most of the candidate variants that are proposed as causative 97 

for quantitative traits, and in particular dairy traits, are located in noncoding regions. Indeed, 98 

noncoding regions represent approximately 98% of mammalian genomes and have functional 99 

impacts on biological processes 27–29. In the GWAS (genome-wide association studies), 100 

approximately 90% of the candidate variants are localized within these noncoding regions 101 

which can have regulatory roles 30,31. Transcription start sites, enhancers or promoters of 102 

genes are noncoding regions leading to the activation of genes in different tissues 32–35. 103 

Noncoding RNAs, which are not translated into proteins, could modulate gene expression and 104 

impact biological systems, such as milk production or development of the mammary gland 105 

36,37. 106 

Some microRNA variants still remain unexplored. The aim of this study was to detect putative 107 

causal microRNA variants that could influence dairy traits in three ruminant species. To target 108 

microRNA variants that could potentially be the causal variants for these traits, only genetic 109 

variants of microRNAs expressed in the mammary gland or present in milk and localized in 110 

dairy QTLs were investigated. To this end, we developed a pipeline to filter microRNA genetic 111 

variants from whole-genome variants in bovine, caprine and ovine species. 112 

 113 

 114 

 115 

 116 

 117 

 118 
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Material and Methods 119 

1. In silico detection of genetic variants 120 

a. VCF files 121 

Similar processes were used for the three bovine, caprine and ovine species. The genomic 122 

variation SNPs and small InDels, defined as insertions or deletions shorter than 60 bp located 123 

in microRNA genes, were identified using three INRAE databases, as described in Table 1 38,39. 124 

Small genomic variations located in bovine microRNA genes were identified using a bovine 125 

database containing approximately 28 million SNPs and InDels using whole-genome sequence 126 

data from 351 animals corresponding to 16 different breeds 38. Annotation of this database 127 

was performed using Variant Effect Predictor v81 (VEP) 40. 128 

For caprine species, the microRNA small genomic variations were identified using VCF files 129 

containing approximately 87 million SNPs and InDels produced from whole genome 130 

sequences for 1,159 animals, corresponding to 102 Capra hircus breeds as well as 8 other 131 

capra species for 35 of the animals: Capra aegagrus, Capra caucasica, Capra pyerenaica, Capra 132 

falconeri, Capra ibex, Capra nubiana, and Capra siberica. These data are accessible thanks to 133 

the VarGoats project (last update: 1,159 goats, November 7th, 2019), corresponding to a 134 

resequencing program of 1,000 goat genomes 39,41. 135 

For ovine species, the VCF files used contained approximately 38 million SNPs from 87 animals 136 

representing 12 different breeds and 1 crossbreed. 137 

Briefly, sequence alignments against the UMD3.1 bovine reference genome 42 were carried 138 

out using the Burrows-Wheeler Alignment tool (BWA-v0.6.1-r104) 43 with the "aln" option. 139 

The NCBI Capra hircus ARS1 assembly release 102 was used for the caprine species, and 140 

Oar_v4.0 version was used for the ovine species. The removal of potential PCR duplicates was 141 

performed using the MarkDuplicates tools from the Picard package version 1.4.0 (Broad 142 

Institute, http://picard.sourceforge.net). Only properly paired reads with a mapping quality of 143 

at least 30 (−q = 30) were retained. The resulting BAM files were subsequently used to the 144 

variant calling, using the Genome Analysis Tool Kit 2.4–9 (GATK) version and GATK-145 

http://picard.sourceforge.net/
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UnifiedGenotyper 44. All the identified variants were then annotated using the Ensembl 146 

Variant Effect Predictor (VEP) v81 tool 40 based on the Ensembl version 81 transcript set and 147 

using dbSNP build 143. The SnpEff v4.3 tool permits variant annotation and prediction of their 148 

effects in caprine and ovine species 45. Finally, the effect of the amino acid changes in bovine 149 

was predicted using SIFT v5.2.2 46,47. 150 

In caprine species, the process differed in the calling variants step: the SAMtools tool version 151 

1.6 was used at this step as well as the GATK version 3.6 tool 44. BCFtools version 1.6 and 152 

Freebayes version 1.1.0 were also used 48. 153 

 154 

b. BED files 155 

i. QTL  156 

In the three species, the QTLs detected for each trait in French breeds are given in Table 2. For 157 

each QTL, the genomic location, the nature of trait affected, and the breed(s) in which it was 158 

found were specified in the BED file. 159 

In cattle, dairy QTLs are those reported in the studies of Sanchez et al. and Tribout et al. 23,49. 160 

From daughter yield deviations, 84 QTLs were identified for milk production (milk, protein and 161 

fat yields), milk composition (protein and fat content) and mastitis resistance (clinical mastitis 162 

and somatic cell counts) in 6,321 Holstein, 2,515 Montbéliarde and 2,203 Normande bulls 23. 163 

In addition, 34 QTLs were identified for milk protein composition (s1, s2,  and -caseins, 164 

-lactoglobulin and -lactalbumin) predicted from the mid-infrared spectra in 2,306 Holstein, 165 

2,967 Montbéliarde, and 2,737 Normande cows 49. A total of 1,019 QTL data were listed for 166 

the three breeds and the different traits, corresponding to 118 distinct QTLs. In each study, 167 

confidence intervals of the QTLs were defined by the positions of the SNPs included in the 168 

upper third of the GWAS peak. As a result, the regions spanned a total length of almost 401 169 

megabases, with a mean length of 815 kb (Table 2). 170 

In caprine studies, 82 QTLs for five different traits (fat content, protein content, fat yield, 171 

protein yield, and milk yield) were studied in two French alpine and Saanen dairy breeds 22. 172 
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Due to different reference genomes (Assembly CHIR_1.0 versus ARS1 (GenBank accession 173 

GCA_001704415.1)), the positions of the 82 QTLs were transposed to the ARS1 goat assembly. 174 

This step was carried out by selecting the 100 first and the 100 last nucleotides in each 175 

confidence interval of the QTLs using the Genome Data Viewer tool on NCBI 50. Then, the 176 

flanking regions of each QTL were blasted via the online NCBI tool 177 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ - 51). The NCBI megablast tool ("Highly similar sequences") and 178 

the general parameters applied were those by default (short queries, expected threshold: 179 

0.05) 51. The QTL coordinates on the ARS1 genome version were deduced from the BLAST 180 

results. As a result, the 82 regions corresponded to a total length of almost 18 megabases, 181 

with a mean length of 226 kb (Table 2). 182 

In ovine species, 107 dairy QTLs were available for Manech Tête Rousse and Lacaune breeds 183 

in the publication of Oget et al. 19 and INRAE unpublished data (Hélène Larroque, personal 184 

communication). The QTL regions were transposed to the Oar_v4.0 genome version through 185 

the UCSC LiftOver tool 52. Seventeen traits are represented in these dairy QTLs, listed in Table 186 

2. These 107 regions corresponded to a total length of almost 77 megabases, with a mean 187 

length of 1,197 kb. 188 

 189 

ii. miRNomes 190 

To characterize the microRNAs expressed in the mammary gland and/or present in milk, dairy 191 

miRNomes were used. The miRNomes of bovine mammary glands with or without mastitis 192 

and the miRNomes of milk or different fractions of milk were used. A total of 1,063 microRNAs 193 

are listed in these data sets 6,8–11. For each listed microRNA, its genomic locations in the 194 

UMD3.1 bovine genome and its name were indicated. 195 

In caprine species, the mammary gland miRNome data were available from Mobuchon et al. 196 

7. A total of 239 microRNAs are listed, and their genomic locations in the ARS1 genome version 197 

were used. 198 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
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In ovine species, no mammary gland or milk miRNome data were available when the script 199 

was developed. Therefore, to prioritize ovine microRNAs detection, bovine and caprine 200 

miRNome data were used for the ovine species. 201 

 202 

c. Data filtering 203 

Files containing genomic variants, QTLs and miRNomes were combined and further analyzed 204 

using an in-house Python script. This script consisted of a cascade of several filtering steps 205 

allowing the selection of genetic variants located in dairy and/or mastitis QTLs, within 206 

microRNA gene regions expressed in the mammary gland and/or present in milk. The script 207 

used the microRNA, miRNome and frequency data as filters added in this script. First, only 208 

biallelic variants affecting microRNAs were further filtered from the annotated VCF files. 209 

Second, we selected genetic variants that impact microRNAs present in the dairy miRNome. 210 

Finally, the variants with a frequency higher than 0.01 were selected and corresponded to our 211 

miRNA genetic variant panel (Figure 1a). 212 

Then, the QTL data filter was added to this whole script to be more precise and more stringent. 213 

Only genetic variants located in dairy or mastitis QTLs were selected. Then, the microRNA, 214 

miRNome and frequency filters were processed (Figure 1b). This panel also contained 215 

different features from the original three files, such as their genomic position, nature of 216 

reference, alternative alleles and their frequencies, the impacted microRNA, the breed in 217 

which the variant is polymorphic, and the QTL traits in which the variant was located. 218 

Additional filters were applied to the variants to classify them as follows: i) variants located in 219 

microRNA precursors (in the seed, the mature microRNA out of the seed or in the precursor 220 

microRNA out of the mature) or ii) in flanking regions of different sizes (50, 100, 500 or 1,000 221 

base pairs upstream or downstream of the microRNA precursor), which were predefined 222 

according to the literature data 53–58, and iii) in bovine species, CpG island or transcription 223 

factor binding site (TFBS) elements that could have an impact on gene expression were added 224 

to the scripts. These data were based on UCSC (https://genome.ucsc.edu) for the CpG islands 225 

and on Bickhart et al. for the TFBS data in bovine 59. 226 

https://genome.ucsc.edu/


149 
 
 

 

2. Prediction of mRNA targeted by microRNAs 227 

 228 

The TargetScan release 7.2 bioinformatic tool was used to determine putative mRNA targets 229 

of microRNAs of interest (http://www.targetscan/) in bovine, caprine and ovine species based 230 

on the bovine database. This tool predicts and lists mRNAs that are potential targets of each 231 

microRNA. The target prediction is based on the complementarity between the microRNA and 232 

mRNAs in the seed sequence corresponding to nucleotides 2 to 7 60, which is the recognition 233 

site in the microRNA. Additionally, the transcripts from in silico prediction were compared to 234 

the transcriptome data of the bovine mammary gland during lactation and the dry period 61. 235 

 236 

Results 237 

1. Detection of dairy microRNA genetic variants 238 

Out of a total of 28 million genetic variants in bovine, 87 million in caprine, and 38 million 239 

variants in ovine species, 138,442, 26,777 and 4,769 microRNA variants were identified, 240 

respectively. 241 

Of them, only the variants located in the microRNA genes of the dairy miRNomes were 242 

retained, i.e., 895 bovine, 239 caprine and 906 ovine microRNAs. After this filter, 59,843, 243 

13,427, and 4,763 variants were kept in bovine, caprine, and ovine species, respectively. 244 

Finally, in bovine, the selection of genetic variants with a frequency higher than 0.01 led to a 245 

total of 59,124 genetic variants (SNPs and small InDels) of microRNAs expressed in the 246 

mammary gland or present in milk. Among them, 360 genetic variants were located in a 247 

microRNA precursor, with 213 microRNAs presenting at least one variant. Of them, 101 248 

variants were located in 75 mature microRNAs, including 44 in a seed region of 37 different 249 

microRNAs (Table 3). The 58,764 additional genetic variants were located in flanking regions 250 

of microRNAs. In caprine species, 13,427 microRNA genetic variants were filtered, with 100 251 

microRNAs presenting at least one variant. Of them, 33 variants were located in a precursor 252 

http://www.targetscan/
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of 24 different microRNAs, including four variants in three mature microRNAs and one genetic 253 

variant in a seed region of chi-miR-425. The script with ovine data resulted in 4,763 microRNA 254 

genetic variants in 106 different microRNAs. Of them, 33 variants were located in the 255 

precursor of 19 microRNAs, with six of them in five mature microRNAs and one variant in the 256 

seed region of oar-miR-539 (Table 3). In addition, the microRNA miR-539 presented a genetic 257 

variant in bovine species in a 100 bp-flanking region of this microRNA. 258 

In these analyses, five microRNAs (miR-93, miR-215, miR-671, miR-874, and miR-1307) had 259 

variants in their precursor in both bovine and caprine species (Figure 2). These five microRNAs 260 

are very similar in the two species, with the same seeds and, therefore, the same predicted 261 

mRNA targets. They differ by only one nucleotide at the 3' end of the mature sequence (Figure 262 

3a). 263 

Four microRNAs, miR-30b, miR-148a, miR-150, and miR-654, had variants in both bovine and 264 

ovine species (Figure 2). The microRNAs had very similar sequences with identical seeds and 265 

therefore the same predicted mRNA targets (Figure 3b). 266 

Out of the 28 million bovine genetic variants (SNPs and InDels), 59,124 were variants of 267 

microRNAs expressed in the mammary gland or present in milk, of which 4,679 were located 268 

in dairy QTLs. Of these, 1,044, 573, 140, and 69 variants were located within 1 kbp, 500 bp, 269 

100 bp, and 50 bp flanking regions of 80, 77, 56, and 38 different microRNAs, respectively 270 

(Table 4). Twenty-six variants, located in 21 different microRNA precursors, were found in QTL 271 

regions associated with six different dairy traits: protein content, protein yield, fat content, 272 

fat yield, somatic cell count, and milk yield. These 26 genetic variants corresponded to 22 273 

SNPs, two insertions (one and two nucleotides) and two single nucleotide deletions (Table 5). 274 

Eight genetic variants (6 SNPs, 1 insertion and 1 deletion) were identified in seven different 275 

mature microRNAs in QTL associated with five traits: protein content, protein yield, fat 276 

content, fat yield, and somatic cell count. Finally, three SNPs were present in the seed regions 277 

of three different microRNAs, bta-let-7e, bta-miR-2888 and bta-miR-449b, in QTL regions 278 

associated with protein content, protein yield, and fat yield. Out of the 26 genetic variants 279 

located in microRNA precursors, 20 were found in Holstein, four in Normande, and one in 280 
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Montbéliarde breed, and one genetic variant was found in both the Holstein and 281 

Montbéliarde breeds. The frequency of the variants as well as their positions within CpG 282 

islands were also considered in this study (Table 5). A total of 74 microRNA genetic variants, 283 

including four microRNA precursors, are located in CpG islands. None of the microRNA 284 

variants located in QTL regions were located in TFBS. 285 

The same approach led to a total of 127 genetic variants in caprine species. These variants 286 

impacted only one microRNA, chi-miR-22. All of those variants were located upstream and 287 

downstream of the precursor microRNA, and the nearest was located 14 nucleotides apart 288 

from the precursor. These genetic variants were located in a dairy QTL associated with fat 289 

yield. They were identified in 73 caprine breeds, including the Alpine and Saanen dairy breeds. 290 

No variant was found in the microRNA miR-22 in bovine species. 291 

In ovine species, no genetic variant was identified using this bioinformatic script. 292 

In the three dairy species, the analysis led to 511, 100 and 106 microRNAs showing at least 293 

one variant in bovine, caprine, and ovine species, respectively, without considering 294 

colocalization with dairy and mastitis QTLs. More specifically, five microRNAs had variants only 295 

in caprine species, while 23 microRNAs had variants only in ovine species. Finally, 20 296 

microRNAs had genetic variants in all three ruminant species (Figure 4). 297 

 298 

2. Prediction of putative mRNA targets 299 

To find a functional link between microRNAs impacted by the genetic variants detected (Table 300 

3) and dairy traits, the putative mRNA targets of microRNAs were predicted using in silico 301 

analyses. 302 

miR-539, showing a variant in its seed sequence in the ovine, has 5,300 putative target mRNAs, 303 

including 63 and 31 mRNAs that are up- and down-regulated, respectively, in the mammary 304 

gland during lactation versus non-lactation periods. The miR-425 with a variant in its seed 305 

sequence in caprine species is predicted to have 1,621 putative target mRNAs, 25 of which 306 
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were found to be dysregulated in the mammary gland during lactation versus non-lactation 307 

periods (5 were down-regulated and 20 were upregulated). 308 

Among the 305 transcripts that are predicted as putative targets of the microRNA miR-874, 309 

with genetic variants in both bovine and caprine microRNA precursors, four putative targets 310 

of miR-874 are shown to be differentially expressed between lactation and non-lactation 311 

periods 61. ESRRA (estrogen-related receptor alpha) and ATF3 (activating transcription factor 312 

3) are upregulated during the lactation period compared to the non-lactation period, while 313 

GREB1 (growth regulation by estrogen in breast cancer 1) and CD248 (CD248 molecule) are 314 

down-regulated 61. 315 

For the microRNA miR-1307, which is polymorphic in both bovine and caprine species, 11 316 

putative targets were found in the bovine mammary gland transcriptome data. Ten of them 317 

were reported to be upregulated (ADAM12, AGPAT6, FASN, MT1A, PMM2, PTPRT, RND1, 318 

SLC2A4, SULF2, and THBS2), and one of them was found to be downregulated (PRR15L), during 319 

lactation versus non-lactation periods 61. 320 

 321 

3. QTL information depending on species 322 

On average, 21.8, 4.6, and 1.7 variants per kbp were detected in bovine, caprine, and ovine 323 

species, respectively. 324 

The addition of the "dairy and mastitis QTL" filter led to a large decrease in the number of 325 

genetic variants. To compare the data, differences in QTL information available in the three 326 

species were studied. 327 

The number of QTLs differed depending on the species. In the bovine, caprine and ovine 328 

species, the QTLs cover 401.5, 18.0, and 76.9 Mbp of the genome, respectively. The mean size 329 

of the QTLs, between the bounds of the confidence interval, varies between species: 815 kb 330 

in bovine, with QTL sizes from 190 to 4,156,369 bp, approximately 226 kb in caprine, with a 331 

range of 174,986 to 403,132 bp, and approximately 1,234 kb in ovine species, from 766,403 332 

to 1,997,460 bp. Therefore, the number of QTLs and the length of the genome covered by 333 



153 
 
 

 

these regions were much higher in bovine than in the two other species. The total size of the 334 

QTLs in bovine is more than fivefold longer than that observed in ovine and more than twenty-335 

two fold longer than that in caprine species (Figure 5). In bovine QTLs, the number of variants 336 

in microRNA genes reached 11.65 per megabase, and 7.06 caprine QTLs were identified.  337 

 338 

 339 

Discussion 340 

 341 

MicroRNA genetic variants are well studied in humans to diagnose or provide a prognosis for 342 

diseases such as cancer or cardiovascular disease 62–65. MicroRNA databases, in particular the 343 

MSDD (MicroRNA SNP Disease Database) 66 and the miRSNP database 67, have been developed 344 

in this context. Other databases, such as EpimiRBase or miRCancer, provide access to the 345 

microRNAs linked with human databases 68,69. 346 

Approximately 10% of human microRNA precursors contain SNPs, with less than 1% located 347 

in seed regions 70. 348 

In the present study, microRNA genetic variants were studied in the context of dairy traits and 349 

in three different dairy ruminant species: bovine, caprine, and ovine species. 350 

A total of 59,124, 13,427, and 4,763 genetic variants in microRNAs expressed in the mammary 351 

gland or present in the milk were identified in bovine, caprine, and ovine species, respectively. 352 

Although the number of whole-genome variants investigated in this study was higher in 353 

caprine (87 million) and ovine (38 million) species than in bovine (28 million) species, a much 354 

higher number of variants in microRNA expressed in the mammary gland or present in milk 355 

was observed in bovine species than in the two other species. These differences in genetic 356 

variant amounts might be due to the amount of data existing in the different criteria. 357 

Knowledge of the different genomes, the number of genetic variants in the different species, 358 
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and the number of microRNAs described in dairy miRNomes are different depending on the 359 

species. 360 

In this study, the microRNAs listed in mammary miRNomes were used. A total of 895 bovine 361 

microRNAs, including 701 microRNAs detected in mammary gland 6,8, 239 caprine microRNAs 362 

and 106 ovine microRNAs were then retained. These differences likely explain the larger 363 

number of microRNA genetic variants in bovine than in the two other species.  364 

As an example, a total of 59,124 microRNA genetic variants were detected in bovine species. 365 

Research on genetic variants of interest in bovine species using caprine miRNome data instead 366 

of bovine data led to 18,184 microRNA genetic variants. This is in the same order as the caprine 367 

results, which leads to 13,427 caprine microRNA genetic variants. The mammary miRNomes 368 

seem therefore to be an important factor explaining the difference in the number of genetic 369 

variants of interest in the three studied species. The lack of data regarding the caprine and 370 

ovine mammary data may explain the difference in results between species.  371 

Of the variants found in microRNAs expressed in the mammary gland and present in milk, 372 

4,679; 127; and 0 genetic variants were identified in dairy QTLs in bovine, caprine and ovine 373 

species, respectively. 374 

In addition, the total size of the dairy QTL was longer in bovine species than in ovine (five-fold 375 

shorter) and caprine (twenty-two-fold shorter) species. Thus, the total genome length in 376 

which the microRNA genetic variants were searched was longer in bovine species, which could 377 

explain a part of the differences we observed in the three species: the number of variants 378 

detected per QTL megabase is 1.65 higher in bovine than in caprine species.  This difference 379 

in the size of dairy QTLs may also be induced by the difference in criteria used to define the 380 

QTLs. 381 

More precisely, the difference in the number of variants in the three dairy ruminant species is 382 

highlighted by the mean number of genetic variants of interest (genetic variants of microRNAs 383 

expressed in the mammary gland or present in milk) per kilobase: this number is more than 384 
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four-fold higher in bovine species (21.8 variants per kb) than in caprine species (4.6 variants 385 

per kb) and more than 12-fold higher than in ovine species (1.8 variants per kb). 386 

Some of the microRNAs found to contain at least one genetic variant of interest appear to 387 

have links with dairy traits. These links can appear through some of their putative mRNA 388 

targets, which are genes involved in dairy trait determinism, or through the literature, 389 

describing some of them as actors in milk traits. AGPAT6, impacting milk composition 71, or 390 

the leptin LEP genes, impacting milk production 72,73, are putative targets of microRNAs such 391 

as bta-miR-2888, miR-1307 and miR-425. Another putative target, PRLR, has an effect on milk 392 

fatty acid composition 74. 393 

Some microRNAs with genetic variants identified in this analysis, such as miR-143 and miR-25 394 

in ovine or miR-150 in both bovine and ovine species, were found to be involved in milk fatty 395 

acid and protein metabolism. For example, the microRNAs miR-143 and miR-25 were found 396 

to be involved in the regulation of milk fat synthesis 75,76, while miR-150 was associated with 397 

the lactation process and milk protein production 77. 398 

Among the five microRNAs presenting a genetic variant in their precursor, some are involved 399 

in immune responses or dairy traits. For instance, miR-93 expression is higher in bovine 400 

colostrum than in mature milk 78, and miR-874 is upregulated between the galactopoiesis and 401 

involution lactation stages in Canadian Holstein cows 10,79. 402 

The microRNAs miR-30b and miR-150 have variants in both bovine and ovine species. Both 403 

were previously associated with lactation: overexpression of miR-30b caused a lactation 404 

defect in mice 4, and the expression of miR-150 resulted in the suppression of mRNAs involved 405 

in lipid synthesis during secretion 77. 406 

The miR-103 and miR-107 microRNAs contain genetic variants in all three species studied. 407 

These two microRNAs belong to the same microRNA family and thus show identical seed 408 

sequences in bovine, caprine and ovine species 80. 409 

The causal role of these variants on dairy traits remains to be demonstrated, but they 410 

constitute potential candidate variants for some of the dairy QTLs identified in ruminants. 411 
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Variants we highlighted in this study in microRNAs could therefore be added to genomic 412 

prediction models and participate in the improvement of genomic selection. 413 

Conclusions 414 

 415 

This study led to the detection of microRNA genetic variants of interest in the context of dairy 416 

production, taking advantage of whole genome sequence data to identify microRNA genetic 417 

variants expressed in the mammary gland and localized in some dairy QTLs. A perspective of 418 

this study is to choose some genetic variants and characterize them to test their potential 419 

functional impacts. 420 

 421 
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Figure legends 630 

Figure 1: Data filtering process without (a) and with (b) the dairy and mastitis QTL filter. 631 

From the genetic variants in the VCF file, different filters were added to kept the 632 

variants of interest.  633 

Table 1: Information on bovine, caprine and ovine genetic variants files.  634 

Table 2: Dairy traits affected by the Quantitative Trait Loci, with the breed for bovine, 635 

caprine, and ovine species. The abbreviations of the trait annotations are specified in 636 

the table.  637 

Table 3: Number of microRNA genetic variants detected, with and without the dairy QTL 638 

filter, for the three different species.  639 

Figure 2: Number of microRNAs presenting at least one variant in a precursor in bovine, 640 

caprine and ovine species. Five microRNAs present variants both in bovine and caprine 641 

species. Four microRNAs present variants both in bovine an d ovine species.  642 

Figure 3: a) Nucleotidic sequence of the five microRNAs presenting genetic variants in the 643 

precursor of both bovine and caprine species. The differences are located at the end of each 644 

microRNA. b) Nucleotidic sequence of the three microRNAs presenting genetic variants in the 645 

precursor of both bovine and ovine species. The seed regions of the microRNAs are indicated 646 

between the black traits. 647 

Table 4: Number of detected bovine microRNA genetic variants of interest, according to 648 

their locations. The number of microRNAs presenting at least 1 variant was mentioned, 649 

as well as the number of variants with a frequency ≥ 0.10 and those located in CpG 650 

islands.  651 

Table 5: Description of the 26 genetic variants detected in the precursor of microRNAs in 652 

bovine QTLs.  653 

Figure 4: Number of microRNAs presenting at least one variant in bovine, caprine or 654 

ovine species and common variants.  655 

Figure 5: Total size of the whole QTLs depending on the species, in megabases (Mb).  656 
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Figure 1: Data filtering process without (a) and with (b) the dairy and mastitis QTL filter. 677 

From the genetic variants in the VCF file, different filters were added to kept the 678 

variants of interest.  679 

a)        b) 680 
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Table 1: Information on bovine, caprine and ovine genetic variants files.  681 

 Number of variants Number of animals Number of breeds 

Bovine 28 million 351 16 

Caprine 87 million 1,159 (+ 35) 102(+ 8 other capra 

species) 

Ovine 38 million 87 12 + 1 crossbreed 

682 
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Table 2: Dairy traits affected by the Quantitative Trait Loci, with the breed for bovine, 682 

caprine, and ovine species. The abbreviations of the trait annotations are specified in 683 

the table.  684 

Trait  
Bovine Caprine Ovine 

Holstein Normande Montbéliarde Alpine Saanen Lacaune Manech 

-lactalbumin content a-LA X X X     

-lactoglobulin content b-LG X X X   X  

s1- casein content as1-CN X X X   X X 

s2- casein content as2-CN X X X   X X 

-casein content b-CN X X X   X X 

-casein content k-CN X X X   X  

Total caseins s-CN X X X   X X 

Milk yield MILK X X X X X X  

Fat yield FAT X X X X X X  

Protein yield PROT X X X X X X  

Fat content FC X X X X X X  

Protein content PC X X X X X X  

Somatic cell score SCS X X X X X X  

Clinical mastitis CM X X X     

Monounsaturated fatty acids MUFA      X X 

Polyunsaturated fatty acids PUFA      X  

Unsaturated fatty acids UFA      X X 

Saturated fatty acids SFA      X X 

Solid proteins SP       X 
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Table 3: Number of microRNA genetic variants detected, with and without the dairy QTL 685 

filter, for the three different species.686 

 WITHOUT QTL DATA DAIRY QTL 

Total Precursor Mature Seed Total Precursor Mature Seed 

BOVINE 59,124 360 101 44 4,679 26 10 3 

CAPRINE 13,427 33 4 1 127 0 0 0 

OVINE 4,761 33 6 1 0 0 0 0 
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 Figure 2: Number of microRNAs presenting at least one variant in a precursor in bovine, 686 

caprine and ovine species. Five microRNAs present variants both in bovine a nd caprine 687 

species. Four microRNAs present variants both in bovine and ovine species. 688 
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Figure 3: a) Nucleotidic sequence of the five microRNAs presenting genetic variants in 

the precursor of both bovine and caprine species. The differences are located at t he end 

of each microRNA. b) Nucleotidic sequence of the three microRNAs presenting genetic 

variants in the precursor of both bovine and ovine species.  

The seed regions of the microRNAs are indicated between the black traits.  

a) 

 

 

 

 

b)  
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Table 4: Number of detected bovine microRNA genetic variants of interest, according to 

their locations. The number of microRNAs presenting at least 1 variant was mentioned, 

as well as the number of variants with a frequency ≥ 0.10 and those located in CpG 

islands.  

 

Variant location 
Number of variants / Number of 

different microRNAs 

Variants with 

frequency  ≥ 10% / Number of 

different microRNAs 

Number of variants in CpG 

islands / Number of different 

microRNAs 

Seed region 3 / 3 0 0 

Mature microRNA 8 / 7 1 / 1 0 

microRNA precursor 26 / 21 8 / 8 4 / 4 

± 50 bp 69 / 38 33 / 20 17 / 8 

± 100 bp 140 / 56 66 / 33 27 / 10 

± 500 bp 573 / 77 291 / 61 50 / 14 

± 1 000 bp 1,044 / 80 597 / 78 74 / 24 
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Table 5: Description of the 26 genetic variants detected in the precursor of microRNAs in 

bovine QTL regions.  

Chr Position 
Reference 

allele 
Alternative 

allele 
Breed 

Frequency 
alternative 

allele 
microRNA QTL trait Localisation 

3 102923794 G A Holstein 0.136 bta-mir-2415 
Milk yield &  

Quantity of proteins 
Precursor 

4 114614954 T G Holstein 0.047 bta-mir-671 
Milk yield & Fat 

content 
Precursor 

5 30251690 G C Holstein 0.673 bta-mir-2425 Protein yield Precursor 

5 30952192 T G Holstein 0.038 bta-mir-2426 Protein yield Precursor 

5 62117780 G A Holstein 0.019 bta-mir-135a-2 Fat content Precursor 

5 84244517 G A 
Holstein & 

Montbéliarde 
0.071 & 

0.017 
bta-mir-2436 

Fat content &  
Fat yield 

Precursor 

5 101542291 C T Holstein 0.019 bta-mir-2284r Fat yield Precursor 

5 118347364 C CT Holstein 0.012 bta-mir-2284h Protein yield Precursor 

6 99976608 T C Normande 0.048 bta-mir-2446 Protein yield Mature  

6 99976613 G A Holstein 0.013 bta-mir-2446 Protein yield Precursor 

7 50687460 T C Holstein 0.210 bta-mir-874 Fat content Precursor 

7 63886927 C CCA Holstein 0.026 bta-mir-2461 
Quantity of proteins 

& Fat content 
Mature  

15 34628957 C T Holstein 0.296 bta-mir-2313 Fat content Precursor 

18 56407853 TC T Holstein 0.056 bta-mir-150 Quantity of proteins Precursor 

18 56407916 T G Holstein 0.013 bta-mir-150 Quantity of proteins Mature  

18 58015050 G A Holstein 0.051 bta-let-7e Quantity of proteins Seed  

18 61145895 G T Normande 0.012 bta-mir-371 Protein yield Precursor 

19 38542897 CG C Holstein 0.304 bta-mir-2886 
Protein yield &  

Somatic cell count 
Mature  

19 39081170 T C Holstein 0.903 bta-mir-152 Somatic cell count Precursor 

20 23967291 G T Normande 0.083 bta-mir-449b Fat yield Seed  

20 23967292 T A Normande 0.083 bta-mir-449b Fat yield Mature  

21 36134549 C T Montbéliarde 0.121 bta-mir-2888-1 Protein yield Precursor 

21 36134560 T G Montbéliarde 0.044 bta-mir-2888-1 Protein yield Mature  

25 35300154 G C Holstein 0.051 bta-mir-2388 Protein yield Precursor 

25 35300168 G A Holstein 0.756 bta-mir-2388 Protein yield Precursor 

29 45520815 C T Holstein 0.294 bta-mir-2408 Protein yield Precursor 
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Figure 4: Number of microRNAs presenting at least one variant in bovine, caprine or 

ovine species and common variants.  
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Figure 5: Total size of the whole QTL regions depending on the species, in megabases 

(Mb). 
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 Validation de variants de microARNs détectés 

a. Contexte 

Cette partie de la thèse a pour objectif de mieux comprendre les mécanismes moléculaires et 

donc les potentiels impacts fonctionnels de variants de microARNs.  

Suite à la détection de variants génétiques de microARNs exprimés dans la glande mammaire 

ou présents dans le lait et localisés dans des QTL laitiers, des variants génétiques peuvent être 

ajoutés sur des puces à ADN (puces à SNPs) utilisés dans le génotypage pour la sélection 

génomique de ces espèces. Ces variants ainsi ajoutés pourront alors être validés : cette 

technique permet de réaliser un nombre important de génotypages des variants de 

microARNs, aboutissant ainsi à la possibilité de les imputer par la suite. En effet, les présences 

de ces variants pourront être statistiquement déterminées à partir des génotypages 

disponibles d'animaux pour lesquels on dispose de données de performances. Ces données 

permettront de réaliser de nouvelles analyses d’associations (de type GWAS), et ce sur des 

animaux différents de ceux utilisés lors des étapes de détection de variants et d'études 

d'associations préalables. Cette partie de validation permet de confirmer des liens génotype-

phénotype et donc de valider des variants détectés. 

 

b. Matériel et méthodes 

i. Validation de variants génétiques via puces à SNPs 

Des variants génétiques détectés sont sélectionnés selon des critères définis ci-après, afin 

d'être apposés sur les puces à SNPs bovines et caprines. La puce à SNPs bovine est nommée 

EuroG10K (Illumina), comportant environ 10 000 SNPs. La puce caprine 50K est utilisée pour 

des variants génétiques détectés en espèce caprine. Cette puce à SNPs regroupe et permet 

un génotypage pour un total de plus de 50 000 SNPs. Les variants choisis le sont selon des 

critères d'importance potentielle du variant génétique : i) La localisation du variant génétique 

est prise en compte : les variants situés dans une région "seed" ont été sélectionnés 

prioritairement car ils ont un potentiel impact fonctionnel sur l'expression d'ARNm ;  
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ii) la localisation du variant dans un îlot CpG est également pris en compte : les variants situés 

dans ces régions peuvent avoir un potentiel impact sur la transcription via notamment des 

phénomènes de méthylation ; iii) l'importance d'après la littérature du microARN associé est 

un troisième facteur de sélection ; et iv) la présence dans le lait du microARN est également 

prise en compte (en privilégiant les variants génétiques impactant des microARNs ayant une 

plus forte présence dans le lait). De manière générale, la bibliographie et les taux de présence 

des microARNs comportant des variants dans le lait sont des critères permettant de prioriser 

des variants pour leur ajout sur la puce bovine. La localisation intronique de variants 

génétiques est également un critère.  

En caprin, la détection de variants génétiques a dans un premier temps été effectuée à partir 

d'un fichier de variants de 594 animaux, par la suite une mise à jour regroupant 1 159 animaux 

a été utilisée. L'ensemble des 34 variants génétiques d'intérêt détectés à partir des données 

des 594 animaux en espèce caprine, lors de l'analyse avec le critère de localisation dans une 

région de QTL laitier, ont pu être apposés sur la puce à SNP caprine 50K. En ce qui concerne 

l'espèce bovine, 44 variants génétiques sont sélectionnés selon les critères définis, parmi les 

4 679 variants détectés, et ajoutés à la puce bovine LD bovine EuroG10K (Illumina) v2. Au 

préalable, 50 variants génétiques ont été sélectionnés : deux d'entre eux sont ajoutés du fait 

de leur localisation dans une région "seed", 26 pour leur localisation dans une région CpG 

associée à une importance du microARN dans la littérature pour des critères laitiers ou une 

présence dans le lait, 10 variants génétiques ont été choisis car détaillés dans la littérature 

pour leur impact sur des caractères laitiers, 9 variants pour leur présence forte dans le lait et 

finalement trois variants génétiques sont sélectionnés pour leur localisation intronique. Par la 

suite, six variants génétiques n'ont pas passé les critères de qualité afin de pouvoir être ajoutés 

sur la puce, c'est pourquoi 44 variants génétiques sont apposés sur la puce à SNPs bovine. 

Pour le moment, nous sommes dans l'attente de la mise en circulation de ces puces à SNPs et 

du génotypage d'un nombre d'animaux suffisants.  
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Tableau 6 : Caractéristiques des trois variants génétiques validés en bovin grâce aux données de GWAS, pour des critères de 
taux butyreux (tb), taux protéique (tp) et de matière protéique (mp). 

  

Chr Position Allèle de 

Référence 

(0) 

Allèle 

Alternatif 

(1) 

Race Freq_0 Freq_1 microARN Caractère -LOG(p-value) 

27 36262931 T G 
Montbéliarde  

Normande 

0.557 

0.488 

0.443 

0.512 
bta-mir-486 tb 

9.4 

7.4 

3 15480606 A G 
Normande  

Holstein 

0.314 

0.519 

0.686 

0.481 
bta-mir-92b tp 7.6 

18 580150150 G A Holstein 0.948 0.051 bta-let-7e mp 8.9 
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ii. Validation de variants génétiques via études de GWAS 

Cette étape de validation de variants génétiques est réalisée en espèce bovine grâce à des 

données de GWAS. Ces données de GWAS comptent 27 millions de variants génétiques 

imputés, à partir des données disponibles pour une population de référence [153]. Trois 

études GWAS sont utilisée, basées sur des animaux de race Holstein, Normande et 

Montbéliarde [153], [154], [291]. Ces études sont décrites dans l'introduction de ce manuscrit.  

 

c. Résultats 

i. Ajout de variants sur puces à SNPs 

L'ajout de ces variants génétiques sur les puces à SNPs a été effectué mais pour le moment le 

nombre de génotypages réalisés n'est pas suffisant pour permettre la validation de variants 

par cette méthode. Il faudra attendre un nombre d'animaux génotypés sur ces puces à SNPs 

suffisant pour pouvoir par la suite en déduire d'éventuels liens phénotypes-génotypes et donc 

valider des variants génétiques par cette méthode.  

ii. Validation par études de GWAS 

En utilisant ces données de GWAS, trois variants génétiques de microARNs sont validés : il 

s'agit de bta-let-7e chr18:58015050 G>A, bta-miR-486 chr27:36262931 T>G, et bta-miR-92b 

chr3:15480606 A>G. Ces variants sont associés à une valeur de –log(p-value) supérieure à 7 

(donc une p-value inférieure à 1e-7), et donc considérés comme significatifs [292]. Cette valeur 

de –log(p-value) correspond à une indication de la significativité statistique de l'association 

entre génotype et phénotype pour le variant sélectionné. Les variants situés dans les régions 

flanquantes du précurseur de bta-miR-486 et bta-miR-92b sont associés à des caractères de 

matières grasses et de taux de protéines dans le lait, respectivement. Le variant génétique 

situés dans la région "seed" du microARN bta-let-7e est, lui, associé au caractère de quantité 

de protéines dans le lait (Tableau 6). Le variant génétique impactant bta-miR-486 est détecté 

dans les races Montbéliarde et Normande, le variant bta-miR-92b est lui détecté en races 

Holstein et Normande. En ce qui concerne le variant génétique situé dans la région "seed" du 

bta-let-7e, celui-ci est détecté seulement en race Holstein.  
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d. Conclusion 

Cette étape de validation de variants génétiques, qui ont été détectés grâce au script bio-

informatique, est réalisée de deux manières distinctes. Tout d'abord, des variants génétiques 

bovins et caprins détectés sont ajoutés sur les puces à SNPs bovine et caprine respectivement. 

Un grand nombre d'animaux peut donc être génotypés pour ces 44 variants génétiques bovins 

et 34 variants caprins. Des liens génotypes-phénotypes pourront alors être établis et 

permettre une éventuelle validation de certains de ces variants génétiques. Cette méthode a 

des implications à plus long terme, puisqu'il faut attendre la mise en circulation de ces puces 

à SNPs et le génotypage d'un nombre d'animaux suffisants pour analyser les résultats et faire 

des études d'association.  

L'autre méthode de validation est l'utilisation en bovin de données de GWAS. Cela a permis la 

validation de lien génotype-phénotype pour trois variants génétiques, impliquant trois 

microARNs distincts, ainsi que trois caractères laitiers différents. Cette validation a été 

effectuée sur des données existantes, donc avec des résultats immédiats.  

Les impacts fonctionnels potentiels de ces trois variants génétiques bovins validés sont alors 

testés.  
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Tableau 7 : Caractéristique du variant génétique situé dans la région "seed" du microARN bta-let-7e. 

 

 

 

 

 

 

Figure 16: Précurseur du microARN bta-let-7e, avec le microARN mature en marron. Le variant génétique détecté est encadré 
en rouge 
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 Etudes des potentiels impacts de variants de microARNs validés 

a. Contexte 

En espèce bovine, trois variants génétiques de microARNs ont été détectés, puis validés par 

des études d'associations génotype-phénotype. Les impacts fonctionnels potentiels de ces 

variants génétiques sont alors étudiés.  

Ceux-ci peuvent différer selon la localisation du variant, dans les régions flanquantes du 

précurseur de microARN ou dans la séquence du microARN mature.  

Si le variant génétique est situé dans la région "seed" du microARN, donc dans le site de 

reconnaissance entre le microARN et des ARN messagers cibles, ce changement de nucléotide 

peut compromettre la reconnaissance d'un ARN messager qui est considéré comme étant une 

cible du microARN et/ou même provoquer la reconnaissance d'un ARN messager comme 

nouvelle cible.  

L'un des variants validés précédemment dans cette étude est situé dans la région "seed" du 

microARN bta-let-7e : il s'agit du nucléotide 8 du microARN mature (Tableau 7 & Figure 16).  

A contrario, si le variant génétique se situe en-dehors de cette région spécifique du microARN, 

l'impact ne se situera pas au niveau de la reconnaissance directe de l'ARN messager cible, mais 

au niveau de l'expression du microARN lui-même. En effet, cela pourra impacter la biogenèse 

du microARN à diverses étapes, via les prises en charge par Drosha ou DICER par exemple. 

Dans ces cas, la maturation du microARN primaire en précurseur de microARN ou la 

maturation en microARN mature pourront être compromises, respectivement, et ainsi aboutir 

à une modification de l'expression du microARN. Dans notre cas, son expression dans la glande 

mammaire pourrait être impactée. Une étude a mis en évidence une corrélation entre 

l'expression d'un microARN dans la glande mammaire et sa présence dans le lait [293]. C'est 

pourquoi l'étude de variants génétiques situés dans ces régions se déroule en utilisant des 

échantillons de lait et non des biopsies de glande mammaire.  
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Chr Position 
Allèle de 

référence 

Allèle 

alternatif 
Race 

Fréquence 

référence 

Fréquence 

alternatif 
microARN Caractère 

Distance du 

précurseur 

3 15480606 A G Normande 0.314 0.686 bta-mir-92b tp 119 pb 

27 36262931 T G 
Montbéliarde 

Normande 

0.557 

0.488 

0.443 

0.512 
bta-mir-486 tb 990 pb 

Tableau 8 : Caractéristiques des variants génétiques impactant les microARNs bta-miR-92b et bta-miR-486 et détectés dans 
des caractères QTL de taux protéique (tp) et taux butyreux (tb) respectivement.  
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Les variants génétiques validés impactant les microARNs bta-miR-92b et bta-miR-486 sont 

situés dans les régions situées en amont ou en aval de la séquence du microARN respectif et 

donc pourrait influer sur cette expression.  

Le variant génétique impactant le bta-miR-92b est situé à une distance de 119 paires de bases 

en amont du précurseur du microARN. Le variant impactant le microARN bta-miR-486 est, lui, 

situé à 990 paires de bases du précurseur (Tableau 8).  

Les études réalisées ont pour but, dans le cas de bta-let-7e, de déterminer des cibles 

potentielles de ces variants génétiques et ensuite d'évaluer l'impact potentiel de l'allèle G et 

de l'allèle A sur l'expression de ces ARNm dans les cellules épithéliales mammaires bovines. 

Dans le cas de bta-miR-486 et bta-miR-92b, le but est d'analyser la présence de ces microARNs 

dans le lait de vaches selon le génotype des animaux pour le variant détecté et voir si leur 

présence est différente en fonction du variant étudié.  

Afin de s'assurer des bonnes méthodes de prélèvement et conservation de lait destiné à 

l'analyse de la présence de microARNs dans le lait, une expérimentation préalable a été 

nécessaire. Cela a permis de vérifier l'intégrité de microARNs. En effet, la conservation de 

microARNs dans le lait a été évaluée selon le temps passé par le lait à température ambiante 

ou à 4°C, afin de définir un délai maximal entre la traite et la congélation des laits.  

 

b. Etude des impacts potentiels du variant bta-let-7e  

i. Matériel et méthodes 

1. Culture cellulaire 

La lignée de cellules épithéliales mammaires bovines BME-UV1 est utilisée pour les 

expérimentations de transfection [294]. Cette lignée a l'avantage d'être une lignée bovine 

pour laquelle nous disposons des données de RNAseq suite aux travaux de thèse de Lenha 

Mobuchon [295]. Environ un million de cellules sont cultivées à 37°C, avec 5% de CO2, en 

monocouches dans des flasques de culture en plastique. Le milieu de culture est composé 

comme suit : le DMEM-F12 (Sigma), le RPMI 1640 (Sigma) et le NCTC-135 (Sigma) sont ajoutés  
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à des proportions de 5:3:2 par volume. Ils sont associés à de l'α-lactose (0,10%) (Sigma), source 

d'énergie. De la lactalbumine (0,10%) (Sigma), qui est source d'acides aminés.  De la glutamine 

(2,5 µg/mL) (Eurobio) qui est un acide aminé permettant la croissance cellulaire, par la 

synthèse de protéines. De l'holo-transferrine (5 µg/mL) (Sigma) qui est utilisée dans le milieu 

de culture pour le transport de fer et sa faculté à détoxifier d'autres métaux. Du glutathion est 

ajouté (1,2 mM) (Sigma), pour son rôle antioxydant. De l'acide ascorbique (10 µg/mL) (Sigma), 

qui correspond à la vitamine C, qui est un facteur de croissance et qui permet le maintien du 

potentiel d'oxydo-réduction. Des hormones comme l'insuline bovine (1 µg/mL) (Sigma), de 

l'hydrocortisone (1 µg/mL) (Sigma) et de la progestérone (0,5 µg/mL) (Sigma) sont ajoutées 

dans le milieu de culture. Des antibiotiques sont ajoutés : de la pénicilline-streptomycine (50 

UI/mL). Enfin, un sérum permettant l'adhérence et la prolifération cellulaire est utilisé : du 

SVF (sérum de veau fœtal) décomplémenté (10% vol/vol) (Gibco).  

Ce milieu est changé trois fois par semaine, les cellules arrivant à confluence tous les trois à 

quatre jours.  

 

2. Prédiction d'ARNm cibles 

La prédiction in silico de cibles putatives du microARN bta-let-7e comportant l'allèle de 

référence puis comportant l'allèle alternatif est effectuée avec le logiciel TargetScan custom 

release 5.2 (http://www.targetscan.org/vert_50/seedmatch.html) en sélectionnant l'espèce 

bovine [237]. Parmi les cibles prédites, nous avons sélectionné les ARNm ciblés par le 

microARN bta-let-7e seulement lorsque l'allèle de référence est présent, d'une part, et 

seulement lorsque l'allèle alternatif est présent, d'autre part. De plus, ces deux listes de cibles 

ont été réduites aux ARN messagers suffisamment exprimés dans les cellules BME-UV1, selon 

nos données de RNAseq, pour garantir des niveaux d'expression détectables lors des analyses.   

 

  

http://www.targetscan.org/vert_50/seedmatch.html
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3. Transfection 

Afin de déceler les potentiels impacts de la mutation détectée de bta-let-7e sur des ARNm 

cibles, les cellules BME-UV1 sont transfectées avec le microARN présentant l'allèle G ou l'allèle 

A. Afin de préparer la transfection par lipofectamine, les cellules sont transférées en plaques 

24 puits, à raison de 50 000 cellules par puit. Après 24 heures, selon les conditions, le 

microARN avec l'allèle de G (bta-let-7e, assay ID MC10438 - ThermoFisher) ou l'allèle A (avec 

dans ce cas utilisation d'un mimic réalisé sur-mesure "custom", à partir de la séquence du 

microARN mature présentant l'allèle alternatif – ThermoFisher) est transfecté. Pour ce faire, 

10 µM de mirVana® miRNA mimic sont transfectés en utilisant de la Lipofectamine® RNAiMAX 

(ThermoFisher), selon les instructions du fabricant, associé à de l'OptiMEM (ThermoFisher) 

qui est un milieu de culture recommandé lors de l'utilisation de réactifs de transfection de 

lipides cationiques tels que la Lipofectamine®, puisqu'il permet d'éviter d'utiliser le SVF qui a 

pour impact une diminution du taux de transfection [296], [297]. Ces mimics sont transfectés 

dans les cellules BME-UV1 durant 48h.  

Afin de valider la transfection, un témoin positif de transfection est également utilisé sur la 

même plaque : le BLOCK-iT™ Alexa Fluor® Red Fluorescent Control (Ambion™), qui permet de 

visualiser la transfection par sa couleur rouge apparente. Pour cela, des cellules sont cultivées 

sur des lamelles de verre et transfectées avec ce BLOCK-IT™ Alexa Fluor®, puis la fixation des 

cellules est réalisée grâce à une solution de 4% PFA (ParaFormAldehyde) en PBS (Phosphate 

Buffered Saline) – pendant 20 minutes à 4°C. Après trois lavages, les lamelles sont montées 

sur des lames, en utilisant ensuite un milieu de montage contenant du DAPI. L'observation de 

la transfection s'effectue ensuite au microscope.  

Un contrôle positif afin de valider l'impact d'un microARN transfecté sur l'expression d'un 

ARNm est également utilisé : le mirVana® mimic miR-1 (référence 4464062), dont on connaît 

l'impact sur un ARNm cible (TWF1). Un contrôle a été ajouté : dans ce cas les cellules restent 

48h dans un milieu comprenant l'optiMEM et la lipofectamine, sans "mimic".  

Ces expérimentations de transfections sont répétées trois fois.  
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Gène Sens (Forward) Antisens (Reverse) 

OSTF1 5'-GCAGATATTGTACAGTTGCTTCTGG-3' 5'-CAGGGCCAGCTTCTTCTCAT-3' 

SLC25A24 5'-CCCCTCTGGATCGTCTGAAAG-3' 5'-TCTCCAAAGCGAGCGGATAC-3' 

EIF4G2 5'-GGACAGTCGAAGGATATGCCA-3' 5'-GCTGAAGCTTTGGCACTTGAT-3' 

EEF2K 5'-CAAGCTCTGGGGAGAGGAGT-3' 5'-TCTCCTTCAGCTCTATGATGCAC-3' 

TWF1 5'- GGCATCCAAGCAAGTGAAGA-3' 5’-GCTTCCTACACGACCCAATCA-3' 

PPIA 5'-GGTGACTTCACACGCCATAATGGT-3' 5'-GGACAAGATGCCAGGACCTGTATG-3' 

Tableau 9 : Séquences des amorces utilisées en qPCR pour les 4 ARNm testés, l'ARNm contrôle positif et le gène de référence 
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4. Extraction d'ARN 

Des ARNs totaux sont utilisés pour l'analyse de ce variant génétique. Ils sont extraits soit à 

partir des cellules BME-UV1 après transfection. L'extraction d'ARNs totaux à partir de cellules 

s'effectue après rinçage des cellules avec du PBS.  

L'extraction est réalisée grâce au RNA NOW kit (Ozyme), en suivant les instructions 

d'utilisation du fournisseur, en y ajoutant une étape de précipitation sur la nuit afin 

d'optimiser la précipitation des ARNs de petite taille (dont les microARNs). Les ARNs sont 

repris dans 30 µL d'eau final.  La concentration et la pureté des ARNs extraits sont mesurées 

par spectrophotométrie, grâce à un Nanodrop™, ND-1000.  

 

5. Reverse transcription et PCR quantitative 

L'étape de transcription inverse (reverse transcription, RT) est réalisée en utilisant la 

SuperScript Vilo (11754-050, Invitrogen) en suivant les instructions d'utilisation du 

fournisseur, à 42°C pendant 60 minutes puis à 85°C pendant cinq minutes.  

L'expression des ARNm est analysée par PCR quantitatives (qPCR), qui sont réalisées après 

choix des amorces grâce aux outils Primer-blast (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/) pour les ARN messagers choisis ainsi que pour TWF1, cible du miR-1 utilisé comme 

contrôle positif. La normalisation des mesures d'expression est réalisée en fonction de celle 

du gène de référence de la Peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A) : PPIA, utilisé comme 

gène de référence dans des analyses d'expression dans des cellules épithéliales mammaires 

bovines [298]. Les séquences des amorces choisis pour ces différents gènes sont présentées 

ci-après (Tableau 9).  

Les qPCR sont réalisées en utilisant le Absolute Blue QPCR Mix, SYBER Green® selon les 

instructions d'utilisation du fournisseur. Les cycles de seuil (threshold cycles, Ct) obtenus sont 

normalisés, et les résultats sont ensuite exprimés en tant que niveau d'expression relatif par 

l'application de la méthode des 2- ΔΔCt [299].  

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
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6. Séquençage et traitement des données 

Les ARNs extraits à partir des cellules transfectées sont séquencés (Genewiz) en RNA-seq, avec 

une sélection polyA grâce au NovaSeq Illumina, avec un RNA-seq brin-spécifique (Illumina 

NovaSeq 2x150 bp sequencing). Les ARNs de départ ont des RIN (RNA integrity number) de 

7,7 à 10,0. L'indexage et l'alignement sont réalisés grâce à l'outil STAR (STAR-2.5.1b) [300], 

avec pour génome de référence la version UMD3.1, Ensembl release 81 [301] du génome 

bovin, version utilisée lors de la détection de variants. Ensuite, une étape de nettoyage est 

réalisée avec le logiciel cutadapt, version 1.14 [302]. L'alignement peut alors être effectué sur 

le génome bovin, suivi de l'étape de quantification des transcrits grâce à RSEM, version 1.3.0 

[303].  

 

7. Analyses statistiques  

Les présences des ARN messagers dans les cellules BME-UV1 selon la transfection du 

microARN bta-let-7e avec allèle G ou allèle A et la comparaison avec les transfections 

contrôles, sont analysées statistiquement avec un test de Wilcoxon, en utilisant le logiciel R, 

version 3.5.1 (R Development Core Team, 2013, http://www.R-project.org/). Le seuil de 

significativité est placé à une p-value p < 0.05.  

Les données de séquençage haut débit sont analysées sous R, avec les packages ade4 et vegan 

pour les analyses multivariées [305], [306, p. 4], par analyse en composant principale (ACP), 

suivie d'une ANOVA afin de déterminer les axes significatifs [307]. Les différentiels de niveaux 

d'expression sont analysées par limma et plus précisément via une transformation voom des 

données [308], [309]. Les analyses différentielles sont réalisées en utilisant la procédure de 

Benjamini-Hochberg afin de calculer une p-value ajustée [310].  

  

http://www.r-project.org/
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Figure 17 : Résultats relatifs du niveau d'expression de OSTF1 et SLC25A24 détecté en BME-UV1 selon l'allèle présent dans le 
microARN bta-let-7e transfecté 
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ii. Résultats 

1. Prédiction d'ARNm cibles 

Un total de 716 ARNs messagers sont prédits comme étant de potentielles cibles du microARN 

bta-let-7e avec l'allèle G et des 593 cibles potentielles lorsque l'allèle A est présent. Quatre 

ARNm faisant partie des 1000 transcrits les plus exprimés dans les cellules BME-UV1 sont 

choisis parmi eux : un ciblé uniquement par le bta-let-7e lorsque l'allèle A est présent : OSTF1 

(Osteoclast Stimulating Factor 1), et trois ciblés uniquement par le bta-let-7e lorsque l'allèle G 

est présent : SLC25A24 (Solute Carrier Family 25 Member 24), EEF2K (Eukaryotic Elongation 

Factor 2 Kinase) et EIF4G2 (Eukaryotic translation Initiation Factor 4 Gamma 2).  

 

2. Expression de cibles prédites 

L'étude de l'effet potentiel du variant génétique situé dans la région de reconnaissance des 

ARNm cibles du microARN bta-let-7e sur l'expression d'ARNm a été réalisée. Les niveaux 

d'expression de quatre ARNm cibles putatives du microARN sont analysées par RT-qPCR. 

Concernant les gènes EIF4G2 et EEF2K, on ne détecte pas de différence significative du niveau 

d'expression relative à celle du gène de référence PPIA entre les échantillons issus des cellules 

transfectées avec le microARN comportant l'allèle G et ceux issus des cellules transfectées 

avec le microARN comportant l'allèle A. L'allèle A induit une réduction d’expression des 

transcrits OSTF1 comparativement à l'allèle G (expression réduite de 14%, avec une p-value 

inférieure à 0,05) (Figure 17).  

En ce qui concerne SLC25A24, une réduction d’expression est induite par l'allèle G. Son 

expression relative est significativement plus faible (-57%, p<0.05) en présence de l'allèle G 

(Figure 2).  

L'expression de 2 ARNm étudiés a donc été significativement modulée par la présence de bta-

let-7e comportant l'allèle G ou l'allèle A.  
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Figure 18 : Résultats des analyses statistiques des données de RNAseq 
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3. Séquençage et traitement des données 

Afin d'avoir une vision plus globale de l'impact potentiel du variant situé dans la région "seed" 

du microARN, un séquençage d'échantillons issus des expériences en culture cellulaire est 

réalisé. Le séquençage des 9 échantillons issus de l'expérimentation de culture cellulaire avec 

transfections est effectué : 3 échantillons Contrôle, 3 échantillons avec transfection du 

microARN bta-let-7e présentant l'allèle G et 3 échantillons avec transfection du microARN bta-

let-7e présentant l'allèle A. À la suite de l'étape d'indexage et d'alignement des données de 

séquences brutes, une étape de nettoyage est réalisée conduisant à l'élimination de 0,5% des 

séquences. Environ 38 millions de lectures par échantillon sont obtenus. Le mapping (la 

cartographie) peut alors être effectué sur le génome bovin de référence UMD3.1 qui a été 

choisi afin d'être en concordance avec l'étape de détection de variants d'intérêt qui a été 

réalisée à partir de cette version. Par la suite, le logiciel RSEM permet un alignement contre le 

transcriptome et l'étape de quantification des transcrits exprimés est alors effectuée. Les 

données de comptages et les Transcrits par Millions (TPM) sont obtenus. Un total de 26 740 

transcrits uniques sont alors obtenus, après élimination des transcrits sans variation : 

possédant le même comptage pour les neuf échantillons, ce nombre s'élève à 16 395 transcrits 

au total.   

Un total de 45 transcrits est trouvé différentiellement exprimé entre la condition Contrôle 

pour une p-value de 0,05, sans transfection du bta-let-7e et la condition bta-let-7e G ; 18 

transcrits le sont toujours pour une p-value de 0,05 entre Contrôle et bta-let-7e A, indiquant 

une influence du microARN bta-let-7e, quel que soit l'allèle présent, sur l'expression de 

transcrits. Certaines p-valeurs seraient donc à la limite de la significativité entre Contrôle et 

bta-let-7e A et significatives entre Contrôle et bta-let-7e G, tout en ayant des comptages 

proches, de fait, entre bta-let-7e G et bta-let-7e A.  

Néanmoins, aucun transcrit ne présente de différence d'expression significative en RNAseq 

entre la condition de transfection du microARN présentant l'allèle G et celle du microARN 

présentant l'allèle A. De fait, il ne semble pas y avoir eu d'impact sur le transcriptome des 

cellules transfectées, incluant les gènes SLC25A24 et OSTF1, qui présentaient des différentiels 

d'expression entre ces conditions en RT-qPCR (Figure 18).  
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c. Test de l'intégrité de microARNs dans le lait à température ambiante et à 4°C 

Afin de s'assurer de la conservation des microARNs dans les échantillons de lait que nous 

avons utilisés pour étudier les potentiels impacts de variants, cette étude préalable de 

l'intégrité des microARNs dans le lait a été réalisée au préalable.  

Les laits de trois animaux différents sont utilisés pour effectuer des tests de conservation de 

microARNs : deux animaux de race Holstein et un animal de race Normande. Deux conditions 

de conservation sont testées, correspondantes aux deux possibilités au domaine expérimental 

où les laits ont été collectés : une conservation à température ambiante (23°C) et une 

conservation à 4°C. Les laits étaient préalablement conservés à -80°C en tube de 12 mL. 

Chacun a alors été décongelé à 4°C, pendant 5 heures, puis divisé en 14 aliquots de 500 µL, 

qui ont été laissés à 23°C ou 4°C, pendant sept temps différents. Ces temps de conservation 

des laits permettent de créer une cinétique, pour suivre l'évolution des microARNs en fonction 

du temps. A chaque point de cinétique, les échantillons correspondants sont recongelés afin 

d'arrêter les temps étudiés. Les temps étudiés sont les suivants : 0 (immédiatement après 

aliquotage de l'échantillon), 30 minutes, 1h, 2h, 4h, 6h et 18h. L'impact sur le niveau de 

présence de deux microARNs dans le lait sera alors évalué : le microARN bta-miR-92a et bta-

miR-99a. Un total de 42 échantillons est donc analysé : trois laits, deux conditions de 

conservation, sept temps par condition.  

Ensuite, l'évaluation de la dégradation éventuelle des microARNs est analysée par la méthode 

de droplet digital PCR (ddPCR), à partir d'un même volume de RT (1 µL) et non pas à partir 

d'une même concentration. Ce volume de 1 µL de RT a été choisi selon les résultats de 

concentrations d'ARNs totaux obtenus au Nanodrop, afin de s'assurer d'avoir des 

concentrations d'ARNs se situant dans la gamme de fonctionnement optimal de la ddPCR pour 

chacun des échantillons, ce en se basant sur les concentrations en ARNs les plus faibles et les 

plus fortes détectées parmi les échantillons. De ce fait, il ne doit pas y avoir de phénomène de 

saturation de la technique par une trop grande quantité du microARN détecté.  

La quantification des microARNs bta-miR-92a et bta-miR-99a est effectuée par ddPCR, avec 

les amorces décrites ci-avant.  
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Figure 19 : Concentration des microARNs bta-miR-92a et bta-miR-99a selon le temps de conservation des laits à 4°C et à 
température ambiante. Les diminutions moyennes significatives sont annotées avec un astérisque (p<0,05, tests statistiques 
Wilcoxon).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 20 : Concentration des microARNs selon les temps et la méthode de conservation 

 

Tableau 10 : Taux moyen de diminution de la concentration des microARNs miR-92a et miR-99a entre les temps 0h et 18h de 
conservation à 4°C ou à température ambiante (TA). 

 
miR-92a - 4°C miR-99a - 4°C miR-92a - TA miR-99a - TA 

 
42,61% 56,00% 71,90% 84,34% 
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La présence relative des microARNs bta-miR-92a et bta-miR-99a dans des échantillons de lait 

de 3 animaux différents maintenus à température ambiante, d’une part, et à 4°C, d’autre part, 

est évaluée au cours du temps pendant 18h (Figure 4). Ces microARNs ont été choisis car ils 

sont souvent utilisés comme gène de référence dans la glande mammaire ou dans le lait et 

donc ils sont estimés comme ayant une expression stable [298], [311].  

Les résultats de chacun des microARNs étudiés selon les temps et mode de conservation sont 

présentés dans la figure ci-contre (Figures 19 et 20).  

On observe alors une diminution de la teneur en microARNs lors de la conservation à 4°C au 

long des 18h et ce dès 30 minutes, mais avec une significativité seulement entre les temps 0h 

et 18h (p<0,05, tests statistiques Wilcoxon). De même dans le cas d'une conservation à 

température ambiante, avec dans ce cas une diminution de la concentration qui est 

significative entre les temps 6h et 18h (et donc entre chacun des temps entre 0h et 6h en 

comparaison au temps 18h).  

Les plus fortes diminutions sont donc visibles entre les temps 0h et 18h, avec des diminutions 

d'expression allant de 27,50% à plus de 99% (Tableau 10).  

Au vu de ces résultats, la proposition de l'unité expérimentale d'une conservation des 

prélèvements des laits pendant 2 heures maximum avant congélation des prélèvements a été 

validée, et permet l'étude de la présence de microARNs dans le lait.  

Les laits des 128 vaches sélectionnées ont été conservés à température ambiante pendant un 

maximum de 1h41 après prélèvement. D’après les résultats précédents, les bonnes conditions 

sont réunies pour permettre l’analyse de la présence des microARNs sans craindre un biais lié 

à leur dégradation.  
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d. Etude des impacts potentiels des variants bta-miR-486 et bta-miR-92b 

i. Matériel et méthodes 

1. Échantillons  

Des échantillons de lait et de sang ont été prélevés sur un total de 99 vaches de races Holstein 

et 29 vaches de race Normande, à l'unité expérimentale (UE) INRAE du Pin au Haras. Les 

échantillons de lait entier sont conservés en tubes de 12 mL et en aliquots de 500 µL à -80°C.  

 

2. Génotypage des vaches  

Le génotypage de chacune des 128 vaches pour les deux variants génétiques (les variants 

impactant les microARNs bta-miR-92b et bta-miR-486) est réalisé afin de valider les données 

de génotypages prédites par l'équipe G2B à l'INRAE de Jouy-en-Josas.  

Ce génotypage est réalisé à partir du sang par la méthode RFLP. L'étape de d'amplification 

d'ARN sur le sang est réalisée grâce au kit TerraTM PCR Direct Polymerase Mix. Les amorces 5'-

CTGGGCTTCCAGGATAACAA-3' (Sens) et 5'-TGAGGAGGTGATTTCCAAGG-3' (antisens) sont 

utilisées pour le génotypage du variant associé au microARN bta-miR-486. Les fragments 

amplifiés, de 788 paires de base, sont alors coupés par l'enzyme de restriction Tse I. Les 

fragments les plus longs sont donc ceux non coupés, présentant l'allèle T. Les amorces 5'-

CCCCAGGAAAGATAACAGCA-3' (sens) et 5'-CTTCTCCCTCCCCTTACCAC-3' (antisens) sont 

utilisées pour le génotypage du variant associé au microARN bta-miR-92b. Les fragments 

amplifiés ont une taille de 562 paires de bases. L'enzyme de restriction Acu I est choisie pour 

couper ces fragments. Les résultats sur gels permettent de différencier les différents 

génotypes. Pour le génotypage du variant bta-miR-92b, l'enzyme de restriction coupe lors de 

la présence de l'allèle G. Les fragments les plus longs sont donc ceux non coupés, présentant 

l'allèle A.  
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3. Extraction d'ARN 

Des ARNs totaux sont utilisés pour l'analyse de chacun des deux variants génétiques. Ils sont 

extraits à partir de lait entier congelé à -80°C. L'extraction est réalisée grâce au RNA NOW kit 

(Ozyme), en suivant les instructions d'utilisation du fournisseur, en y ajoutant une étape de 

précipitation sur la nuit afin d'optimiser la précipitation des ARNs de petite taille (dont les 

microARNs). Pour 34 échantillons de lait, le kit TRI REAGENT (Ozyme) fut utilisé à la place du 

RNA NOW du fait de l'arrêt de la commercialisation du précédent, en suivant les instructions 

du fournisseur et là aussi en y ajoutant une étape de précipitation sur la nuit des petits ARNs. 

Les ARNs sont repris dans 30 µL d'eau final. La concentration et la pureté des ARNs extraits 

sont mesurées par spectrophotométrie, avec les données des ratios de longueurs d'onde 

A260/A280 et A260/A230 grâce à un Nanodrop™, ND-1000.  

 

4. Reverse transcription et PCR quantitative 

La présence des deux microARNs dans le lait est analysée par la méthode de droplet digital 

PCR (ddPCR), pour chaque échantillon d'ARN issu du lait de vaches présentant divers 

génotypes pour les allèles détectés associés aux microARNs bta-miR-486 et bta-miR-92b. 

Cette technologie permet une meilleure détection des microARNs en faible présence dans le 

lait que la qPCR. Leur détection en RT-qPCR a été évaluée au préalable, résultant en des 

valeurs de Ct trop élevées, ce qui ne permettait pas de faire des analyses d'expression des 

échantillons. Grâce à des données de miRNomes de lait réalisés au sein de l'équipe, la forme 

présentant le plus de comptage, donc la plus présente, du microARN bta-miR-92b et bta-miR-

486 est identifiée. Il s'agit d'isoformes, de séquences du microARN différant d'un petit nombre 

de nucléotides, souvent aux extrémités du microARN mature, avec une séquence seed 

identique. L'isoforme majoritaire du microARN bta-miR-92b dans le lait a la séquence suivante 

: 5’-UAUUGCACUCGUCCCGGCCUCC-3’. Un primer a été défini pour l'amplifier spécifiquement 

(TaqMan® ID Custom Assay). Dans le cas du microARN bta-miR-486, l'isoforme majoritaire 

dans le lait à pour séquence 5'-UCCUGUACUGAGCUGCCCCGAG-3', ce qui correspond à un 

primer déjà existant, le TaqMan® ID 001278, Applied Biosystems.  
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La ddPCR est réalisée selon les instructions des fournisseurs Applied et BioRad. Les étapes de 

transcription inverse pour la PCR quantitative sont effectuées avec le kit TaqMan® microRNA 

Reverse Transcription. La solution finale de RT (15 µL) est composée de 7 µL de mix RT, 3 µL 

des primers spécifiques (5X) et 5 µL d'une solution d'ARN (correspondant à 100 ng d'ARN). La 

RT est ensuite effectuée selon les recommandations suivantes : 16°C pendant 30 minutes, 

42°C pendant 30 minutes et 85°C pendant 5 minutes. La solution finale de ddPCR est 

composée de 17,67 µL de master mix, 1 µL de TaqMan mRNA assay (20X) et 1,33µL de la RT 

précédemment effectuée. Les conditions de thermocycleur sont alors les suivantes : 95°C 

pendant 10 minutes, puis 40 cycles de 95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute, 

avant un dernier cycle (95°C pendant 15 secondes et 60°C pendant 1 minute). Les microARNs 

utilisés pour la normalisation sont bta-miR-92a (TaqMan® ID 000431, Applied Biosystems) et 

bta-miR-99a (TaqMan® ID 006254, Applied Biosystems), définis comme gène de référence 

dans le lait bovin dans les études de Lai et al. et Bougarn et al. [298], [311].  
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Figure 21 : Gel de typage bta-miR-92b 

 

 

Génotype bta-mir-92b 
Nombre d'individus de 

race Holstein 

Nombre d'individus de 

race Normande 
Nombre d'individus total 

A/A 16 (16,16%) 9 (31,03%) 25 

A/G 57 (57,58%) 12 (41,38%) 69 

G/G 26 (26,26%) 8 (27,59%) 34 

Tableau 11 : Nombre de vaches par génotypage pour le variant génétique impactant bta-miR-92b. 

 

Génotype bta-miR-486 
Nombre d'individus de 

race Holstein 

Nombre d'individus de 

race Normande 
Nombre d'individus total 

G/G 28 (28,28%) 9 (31,03%) 37 

G/T 53 (53,54%) 19 (65,52%) 72 

T/T 18 (18,18%) 1 (3,45%) 19 

Tableau 12 : Nombre de vaches par génotypage pour le variant génétique impactant bta-miR-486. 
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5. Analyses statistiques 

Pour les analyses de présence de microARNs dans le lait selon le génotype, pour les variants 

des microARNs bta-miR-486 et bta-miR-92b, des analyses de variance ANOVA sont réalisées 

sous R afin d'observer le potentiel effet d'autres facteurs que le génotype, tels que l'effet de 

la race ou de la période de prélèvement (et donc ainsi de l'alimentation des vaches) ou encore 

le nombre de lactations.  

 

ii. Résultats 

1. Génotypage des vaches 

128 vaches sont génotypées par RFLP pour les deux variants génétiques. En ce qui concerne 

le variant génétique impactant le microARN bta-miR-92b, 19,5% des vaches sont homozygotes 

A/A, environ 53,9% des vaches sont hétérozygotes et 26,6% sont homozygotes G/G (Figure 

21, Tableau 11).  

Le génotypage des 128 vaches pour le variant impactant le microARN bta-miR-486 conduit à 

28,9% des vaches étant homozygotes G/G, 56,3% sont hétérozygotes G/T et 14,8 % sont 

homozygotes T/T (Tableau 12).  

Ces résultats de génotypage peuvent ensuite être comparés aux données de prédiction de 

génotypes par imputation effectuée par l'équipe G2B. En ce qui concerne le variant impactant 

bta-miR-92b, les génotypages diffèrent pour 15 d'entre eux avec les prédictions effectuées, 

soit 11,7% des animaux. Deux hétérozygotes AG étaient prédits AA, onze hétérozygotes 

étaient prédits GG et deux homozygotes AA étaient prédits hétérozygotes. En ce qui concerne 

le variant impact bta-miR-486, 5 individus, soit 3,9% des animaux présentent un génotypage 

différent entre l'analyse RFLP et la prédiction : trois hétérozygotes étaient prédits 

homozygotes TT alors que deux homozygotes TT étaient prédits hétérozygotes.  
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Figure 22 : Présence du microARN bta-miR-92b dans le lait de vaches selon leur génotypage pour le variant d'intérêt 

 

 

 

Figure 23 : Présence du microARN bta-miR-486 dans le lait de vaches selon leur génotypage pour le variant d'intérêt 
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2. Analyse de la présence des microARNs dans le lait 

L'abondance des microARNs bta-miR-486 et bta-miR-92b est évaluée dans le lait de vaches de 

races Holstein et Normande, présentant les différents génotypes (homozygotes opposés et 

hétérozygotes, et ce pour chacun des deux variants génétiques).  

La présence des deux microARNs étant trop faible dans le lait pour être évaluée par qPCR, 

avec des Ct supérieurs à 30 pour les microARNs bta-miR-92b et bta-miR-486, la ddPCR est 

utilisée.  

L'analyse de la présence du microARN bta-miR-92b dans le lait ne montre pas de différence 

significative selon les génotypes au variant (Figure 22).  

En ce qui concerne le variant génétique situé dans une région flanquante du microARN bta-

miR-486, comme dans le cas de bta-miR-92b, l'analyse de la présence du microARN dans le 

lait ne montre pas de différence significative selon les génotypes au variant (Figure 23).  

Des analyses ANOVA avec modèle d'expression permettant de prendre en compte l'effet non 

seulement des génotypes mais aussi de la race, de l'alimentation et du nombre de lactation 

des individus ont été réalisées, sans que des différences significatives soient observées.  
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Discussion et perspectives 

L'objectif de cette thèse est de détecter, valider puis évaluer les potentiels impacts 

fonctionnels de variants génétiques de microARNs exprimés dans la glande mammaire ou 

présents dans le lait et situés dans des QTL laitiers et mammites. De fait, cela a permis 

d'effectuer une analyse globale de ces variants de microARNs : de leur détection à leurs effets 

potentiels. Dans la littérature, les études réalisées se basent principalement soit sur la 

détection de variants génétiques de microARNs, soit sur l'analyse de leurs impacts.  

Dans l'espèce humaine, l'étude de variants génétiques de microARNs s'effectue 

particulièrement dans le cadre d'études de pathologies d'un point du vu de susceptibilité, soit 

de hausse ou de baisse du risque d'apparition de la pathologie, ou de pronostic d'espérance 

de vie (pour exemple : [245], [312]–[314]). Dans ce cadre pathologique, quatre variants 

génétiques sont régulièrement étudiés : miR-146a C>G rs2910164, miR-149 T>C rs2292832, 

miR-196a2 T>C rs11614913 et miR-499 A>G rs3746444 [315]–[319]. La base de données 

regroupant les variants génétiques associés aux microARNs (comprenant les variants de 

microARNs et de régions 3'UTR de gène cible) associés à des pathologies chez l'Humain MSDD 

a été créée en 2017 et regroupe les données de plus de 2000 publications [230]. Cette base 

de données liste un total de 525 associations pour 197 SNPs et 164 pathologies au total. Au 

moins l'un des quatre variants cités ci-dessus est retrouvé dans plus de 38% des associations 

dans cette base de données (201 sur les 525 recensées). Pour exemple, une pathologie telle 

que le cancer du sein est associée à trois d'entre eux : les variants de miR-146a, miR-196a2 et 

miR-499 [230]. Des publications basées sur le développement de carcinome hépatocellulaire 

ou sur la susceptibilité au cancer du sein étudient les potentiels impacts de ces quatre variants 

génétiques [316], [320]. C'est également le cas lors d'études menées sur d'autres cancers, sur 

la perte récurrente de grossesse idiopathique ou encore sur les risques de maladie 

coronarienne [245], [315], [317].  

Dans les résultats obtenus lors de cette thèse, des variants génétiques bovins ont été 

retrouvés dans des régions flanquantes du pré-miR-196a associés à des caractères liés aux 

mammites.  
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 Détection de variants 

En termes de détection de variants de microARNs, Zorc et al. ont réalisé en 2012 un catalogue 

pour six espèces (humain, souris, poulet, chimpanzé, rat et poisson zèbre) de polymorphismes 

situés dans la région "seed" de microARNs [321]. Par la suite, en 2015, les polymorphismes 

situés dans les pré-microARNs, les microARNs matures et les régions "seed" ont été ajoutés 

dans ce catalogue [322]. Les vaches et moutons font partie des 15 espèces étudiées par Zorc 

et al. dans cette nouvelle version du catalogue. Dans ces données, en bovin, 741 des 808 gènes 

de microARNs étudiés montrent des polymorphismes dans leur pré-microARNs, soit plus de 

91%. En ovin, ce pourcentage s'élève à un peu moins de 17% (18 des 106 gènes de microARNs 

étudiés) [322]. L'outil développé par Zorc et al., miRNA SNiPer, permet de lister les variants 

génétiques de microARNs, mais cet outil n'est plus disponible à ce jour. De plus, il permettait 

de lister les variants seulement situés dans les pré-microARNs, microARNs matures et les 

régions "seed". Les variants situés dans les régions flanquantes des précurseurs ne sont pas 

prises en compte. Les pré-microARNs présentant les plus grand nombre de variants sont bta-

miR-212, bta-miR-763 et bta-miR-877 comprenant 44, 43 et 43 polymorphismes [322]. Durant 

cette thèse, des variants d'intérêt (variants génétiques de microARNs exprimés dans la glande 

mammaire ou présents dans le lait) sont détectés en bovin dans ces deux derniers pré-

microARNs, avec des variants à des distances de près de 6000 kb d'une région QTL pour bta-

miR-763, et de 2009 pb d'une région QTL, pour les variants les plus proches, pour bta-miR-

877, mais n'ont pas été validés par les études de GWAS.  

Dans notre cas, un même pipeline bio-informatique a été réalisé pour les trois espèces 

étudiées : bovins, caprins et ovins. Les résultats sont donc comparables du point de vue de la 

méthode. Les différences proviennent des données des fichiers de départ.  
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Une hypothèse a été émise par Siepel et al., selon laquelle la présence d'éléments conservés 

pourrait être due au fait qu'il s'agit de nœuds dans un réseau de régulation global : en effet, 

dans notre cas du fait du grand nombre d'interactions des microARNs avec des ARN 

messagers, une modification d'un de ces microARNs, d'un de ces nœuds, entraînerait des 

modifications nombreuses et sur différents ARNm donc potentiellement différents processus 

biologiques [323].  

De fait, les microARNs sont des éléments fortement conservés entre espèces. Plus 

généralement, la régulation de gène est un système dans lequel de nombreuses régions 

conservées sont impliquées [324]. Une étude comparée de variants de microARNs dans les 

trois espèces bovine, caprine et ovine est donc possible.  

Les résultats obtenus montrent que, pour quelques microARNs, un nombre important de 

variants est associé à un même microARN. Ce nombre de polymorphismes peut être un signe 

de moins forte conservation de la région du génome impliquée. Les variants détectés sont 

parfois situés dans les régions flanquantes, jusqu'à un kilobase en amont ou en aval du 

précurseur de microARN dans notre cas, et peuvent donc ne pas avoir d'impact crucial. De 

fait, la conservation de certaines de ces régions flanquantes peut être moins importante.  

Le fait d'avoir étudié en parallèle trois espèces de ruminants laitiers a permis de mettre en 

avant 20 microARNs qui sont impactés par des variants détectés dans les trois espèces 

étudiées : à la fois en bovin, caprin et ovin. Dans l'espèce bovine, 379 des 511 microARNs 

impactés par au moins un variant génétique détecté par le script global, sans la prise en 

compte des données de QTL, sont retrouvés seulement dans cette espèce. Dans l'espèce 

caprine, seuls 5 microARNs sur les 100 impactés par des variants génétiques détectés ne sont 

pas retrouvés dans une autre espèce (bovine ou ovine). Ce nombre de microARNs impactés 

seulement en espèce ovine s'élève à 23, sur un total de 106 microARNs. La présence de 

microARNs présentant des variants d'intérêt dans plusieurs espèces peut être une indication 

sur leur conservation et donc leur importance.  
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Une perspective possible de cette étude est d'étendre ces analyses à la détection de variants 

d'intérêt d'autres ARNs non codants, à la condition qu'ils soient correctement annotés dans 

les fichiers VCF de départ, ou en tous cas que leurs positions sur le génome soient connues. 

 Validation de variants 

L'étape de validation de variants génétiques détectés s'effectue grâce à des données de GWAS 

et de puces à ADN, obtenues sur un grand nombre d'animaux. De plus, les études de GWAS 

sont réalisées sur une population indépendante de celle utilisée pour les études de détection 

de QTL. Cette étape de validation grâce aux études de GWAS a permis de valider trois SNPs en 

bovin pour lesquels les liens phénotype-génotype est alors établi.  

En amont de cette étape de validation, des arbres de décisions avaient été réfléchis en se 

basant sur des critères de localisation du variant, bibliographie ou encore de présence dans le 

lait, dans l'hypothèse qu'une priorisation des variants à étudier ait été nécessaire. Dans le cas 

de validation de variants, il faut prendre en considération le fait que les effets de certains 

variants préalablement détectés en bovin peuvent induire un biais dans le potentiel impact 

de variants génétiques de microARNs situés dans des régions proches, ou plus généralement 

étant en déséquilibre de liaison avec ces variants [348]. L'exemple du chromosome 14 bovin 

peut être cité : il est en effet probable que des variants génétiques détectés sur ce 

chromosome soient en réalité en déséquilibre de liaison avec le gène DGAT1, dont on connaît 

l'impact fort sur des caractères laitiers tels que la teneur en matière grasse du lait [349], [350]. 

Il s'agit de variants détectés situés à une distance de 228kb à 268kb du gène DGAT1, avec des 

positions, fréquences de l'allèle minoritaire et -logP proches et qui pourraient être donc en 

déséquilibre de liaison entre eux. Une étude de 2004 fait également l'hypothèse d'un effet 

fort du gène DGAT1 dans cette région, pouvant éventuellement expliquer une non-détection 

de nouveaux QTL bovins sur ce chromosome pour des caractères protéiques [351]. Le nombre 

de trois variants validés a permis d'étudier les effets potentiels de chacun d'eux, sans avoir à 

ajouter une étape de choix de variants. Les données de puces à SNPs sur lesquelles des 

variants détectés bovins et caprins ont été ajoutés seront disponibles par la suite, lorsqu'un 

grand nombre d'animaux seront génotypés à l'aide de ces puces.  
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Ces données pourront éventuellement permettre de valider d'autres variants détectés. Pour 

le moment, 1200 caprins ont été génotypés à l'aide de la puce à SNPs depuis sa disponibilité 

en septembre 2020, alors que la version de la puce bovine EUROG10K, actualisée tous les 6 à 

12 mois, a été mise en production en septembre 2020. 

 

 Tests des potentiels impacts de variants validés 

a. bta-let-7e 

Après les détection et validation de variants génétiques, leurs potentiels impacts sont étudiés. 

Les effets du SNP situé dans la région "seed" du bta-let-7e sont analysés en utilisant un modèle 

de lignée de cellules épithéliales bovines mammaires : BME-UV1.  

i.BME-UV1 

Les lignées cellulaires, ici les cellules épithéliales mammaires bovines BME-UV1, sont utilisées 

pour les analyses in vitro. Elles sont utilisées comme modèle d'épithélium mammaire bovin 

[325]. Ce modèle BME-UV1 est validé pour l'étude in vitro de ciblage d'ARNm par des 

microARNs. Pour exemple, une surexpression du microARN miR-1 a abouti à une réduction 

significative de l'expression d'un de ses gènes cibles, ELOVL6 en BME-UV1 [326]. Ce matériel 

permet une représentation d'un composant de la glande mammaire que sont les cellules 

épithéliales mammaires, responsables dans la glande mammaire de la synthèse et de la 

sécrétion des constituants du lait. Cette lignée BME-UV1 est une lignée qui permet également 

d'étudier la prolifération [327]. Le transcriptome de BME-UV1 a été réalisé dans le laboratoire 

ce qui permet de s'assurer de l'expression par cette lignée d'ARNm ciblés par le microARN bta-

let-7e présentant l'allèle G ou l'allèle A, et ainsi l'observation des impacts de microARNs sur 

l'expression de ces ARNs messagers sera possible. Des hypothèses sur les potentiels impacts 

de variants génétiques de microARNs sur les ARNm pourront donc être émises ; et à plus 

grande échelle sur la synthèse et composition du lait, au vue des transcrits visiblement 

impactés en culture cellulaire. L'utilisation de ce modèle cellulaire in vitro, au contraire des 

études in vivo, permet de s'affranchir des variations potentielles dues à l'animal et à son 

environnement.  
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ii. Effets détectés via l'approche RT-qPCR 

Pour les analyses fonctionnelles réalisées par RT-qPCR ou ddPCR, les gènes de référence 

utilisés ont été systématiquement choisis selon leur utilisation dans la littérature ou dans des 

données issues du laboratoire. Dans le cas de l'analyse de l'impact potentiel du variant de la 

région "seed" de bta-let-7e, PPIA, qui est un gène pouvant être impliqué dans le phénomène 

d'apoptose, est étudié comme gène de référence, car il est utilisé dans des analyses 

d'expression dans des cellules épithéliales mammaires bovines [298]. Les effets potentiels 

attendus en culture cellulaire sont un différentiel d'expression de gènes ciblés par bta-let-7e 

selon la transfection des cellules par le microARN présentant l'un ou l'autre des allèles. Les 

gènes OSTF1 et SLC25A24 sont des cibles potentielles de bta-let-7e qui ont été étudiés. Le 

choix de ces ARNm ne s'est pas effectué selon leur importance dans un contexte laitier, mais 

sur des critères plus techniques comme leurs niveaux d'expression dans les BME-UV1. 

Néanmoins, quelques éléments de la littérature pourraient permettre de lier ces gènes à des 

caractères laitiers et de matières grasses (qui est le caractère de QTL dans lequel le variant du 

microARN est situé). Le gène OSTF1 est défini par Schwerin et al. comme un gène 

potentiellement impliqué dans la résistance aux mammites chez les ruminants [328], [329]. 

SLC25A24 est associé à l'indice de masse grasse, avec des mutations étudiées dans ce gène : 

les pourcentages de matières grasses du corps sont plus faibles chez des femmes présentant 

les allèles majeurs [330]. De plus, des souris KO pour ce gène voient leur poids corporel 

diminué, ainsi que leur poids de tissus adipeux [330]. SLC25A24 serait donc lié à un 

métabolisme des matières grasses moins important.  

De ce fait, des variants génétiques permettant une plus forte expression de OSTF1 et une 

moindre expression de SLC25A24 pourraient être à privilégier : dans notre cas, des vaches 

présentant l'allèle G seraient alors à prioriser.  

L'impact direct d'un variant génétique dans la région "seed" d'un microARN sur l'expression 

d'ARNm cibles dans des cellules épithéliales mammaires est donc montré en RT-qPCR, validant 

les prédictions bioinformatiques. Le changement d'un seul nucléotide pourrait donc 

engendrer un changement de cible de microARN et donc une modification de niveaux 

d'expression d'ARN messager, et donc éventuellement un changement physiologique.  
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Figure 24 : Visualisation des transcrits gènes étudiés dans le cadre des impacts du variant bta-let-7e 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Visualisation de la position des amorces, dessinées pour étudier l'expression d'OSTF1, dans chacun des transcrits 
décrits du gène (OSTF1-201 en vert et OSTF1-202 en rose).  

Les rectangles blancs représentent les amorces dessinées.  
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iii. Effets détectés via l'approche RNAseq 

L'analyse des données obtenues par RNAseq a été effectuée par la suite afin d'analyser de 

façon plus globale l'expression des transcrits selon l'allèle présent dans le microARN transfecté 

en BME-UV1. Aucun transcrit ne montre d'expression différentielle significative entre les 

conditions. Les résultats obtenus sont donc non concordants avec les analyses en RT-qPCR, et 

donc avec les prédictions in silico pour les gènes OSTF1 et SLC25A24.  

 

iv. Comparaison RT-qPCR et RNAseq 

La RT-qPCR est une technique avec une forte sensibilité et spécificité permettant une 

approche ciblée de gènes, alors que le RNAseq est une approche globale, du transcriptome 

total [331], [332]. Une perte de précision en RNAseq est possible car il s'agit d'une approche 

globale, moins précise que la RT-qPCR. Une étude a comparé des données de RT-qPCR et de 

RNAseq, avec pour résultat un différentiel d'expression concordant entre les deux méthodes 

pour 19 des 34 gènes sélectionnés [333]. La première hypothèse formulée pour expliquer la 

non concordance des résultats se base sur le phénomène d'épissage alternatif et donc de 

transcrits. En effet, les résultats de qPCR obtenus peuvent être discutés du point de vue de la 

technique en elle-même. Tout d'abord il s'agit d'une technique reposant sur des amorces 

dessinées pour cibler une région précise du génome. Néanmoins, des amorces différentes 

pour un même gène peuvent être choisies et ne pas donner de résultats semblables. En effet, 

ces amorces sont dessinées afin de s'affranchir de l'amplification d'ADN résiduel. Mais, selon 

leur position sur le gène, cela peut entraîner des expressions détectées différentes en fonction 

de phénomène d'épissage alternatif. En effet, un transcrit peut être plus exprimé qu'un autre 

pour un même gène dans nos cellules. Et selon la position des amorces, seul l'un ou l'autre 

des transcrits peut être ciblé, et donc son expression être mesurée. Dans le cas de notre étude, 

les différents gènes sont ajoutés dans TraC: Transcript Consensus, un outil permettant de 

visualiser les différents transcrits d'un gène [334]. Le gène de référence PPIA ainsi que le gène 

étudié SLC25A24 ne possèdent qu'un seul transcrit recensé (par Ensembl) (Figure 24). De fait, 

les amorces dessinées permettent d'étudier la totalité de l'expression du gène. En ce qui 

concerne le gène étudié OSTF1, deux transcrits sont recensés dans Ensembl (Figure 24).  
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Tableau 13 : Séquences nucléotidiques des microARNs de la famille des microARNs bovins let-7. 

 

 

 

  

bta-let-7a U G A G G U A G U A G G U U G U A U A G U U

bta-let-7b U G A G G U A G U A G G U U G U G U G G U U

bta-let-7c U G A G G U A G U A G G U U G U A U G G U U

bta-let-7d A G A G G U A G U A G G U U G C A U A G U U

bta-let-7e U G A G G U A G G A G G U U G U A U A G U _

bta-let-7f U G A G G U A G U A G A U U G U A U A G U U

bta-let-7g U G A G G U A G U A G U U U G U A C A G U U

bta-let-7i U G A G G U A G U A G U U U G U G C U G U U

bta-miR-98 U G A G G U A G U A A G U U G U A U U G U U

Région seed
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Les amorces dessinées sont situées dans une région commune à ces deux transcrits, et 

permettent donc là aussi d'étudier la totalité de l'expression du gène (Figure 25). Le 

séquençage RNAseq prend en compte l'ensemble des transcrits pour un même gène. 

L'amplification d'une forme non majoritairement exprimée dans les cellules en RT-qPCR aurait 

donc expliqué cette non concordance entre résultats de RT-qPCR et résultats de RNAseq, mais 

ce n'est pas le cas ici. Le nombre d'échantillons analysés en RNAseq pourrait également 

expliquer ces discordances. En effet, un nombre de 12 échantillons par condition est préconisé 

par Schurch et al. dans le cas d'étude visant à identifier les gènes différentiellement exprimés 

selon les conditions [335]. Dans notre cas, 3 échantillons par condition ont été analysés. Les 

résultats de RNAseq obtenus montrent que le simple fait de transfecter les cellules avec le 

microARN bta-let-7e entraîne un changement de transcriptome, une modification 

d'expression de transcrits, mais que cette approche globale ne permet pas de mettre en 

évidence des différentiels d'expression de transcrits selon la présence de l'allèle G ou de 

l'allèle A du variant de bta-let-7e.   

 

v. Le microARN bta-let-7e 

Les problématiques de ciblage d'ARNs messagers sont particulièrement présentes pour les 

microARNs faisant partie de la famille des let-7, dont le microARN étudié ici : bta-let-7e. En 

effet, cette famille de microARNs présentant des régions "seed" identiques comporte neuf 

membres : bta-let-7a, bta-let-7b, bta-let-7c, bta-let-7d, bta-let-7e, bta-let-7f, bta-let-7g, bta-

let-7i et bta-miR-98 (Tableau 13).  

Par ailleurs, des publications portent parfois sur l'impact de cette famille de microARNs dans 

son entièreté et non pas sur un microARN en particulier [336]. 

Plus précisément, du fait de la courte séquence de cette région d'appariement, peut se poser 

le problème des séquences de "seed" proches et des systèmes de compensation : un 

microARN peut cibler plusieurs ARNm et un ARNm peut être ciblé par plusieurs microARNs.  
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En effet, un variant génétique situé dans la région "seed" peut engendrer le ciblage de 

nouveaux ARNm, mais qui étaient possiblement déjà ciblés par d'autres microARNs. Son 

action peut donc être masquée par l'effet des autres microARNs ayant ces mêmes cibles. De 

même pour le cas de non ciblage d'un ARNm : si d'autres microARNs ciblent cet ARNm, la non-

régulation de ce microARN en particulier n'aura qu'un effet limité.  

Des phénomènes de compensation sont donc possibles entre chacun de ces microARNs : des 

relais peuvent être pris lorsque l'un des microARNs de la famille a un variant et ne peut donc 

plus cibler certains ARN messagers, une hypothèse notamment émise par Gurtan et al. [337]. 

De plus, on peut supposer qu'un variant génétique, un changement d'un seul nucléotide, 

n'entraînera pas un changement de cible : l'appariement ne sera simplement plus total, ce qui 

engendrera non pas une dégradation de l'ARN messager cible comme initialement mais une 

répression de son expression [236]–[238]. De plus Bartel et al. ont montré qu'un appariement 

de la partie 3' du microARN avec l'ARNm cible peut compenser un SNP dans la région "seed" 

[338].  

Du point de vue technique, le mimic du bta-let-7e avec l'allèle A (en position 8 du microARN 

mature, le dernier nucléotide de la région "seed") a été réalisé à façon afin d'obtenir une 

différence entre les deux mimics.  

 

vi. Perspectives 

Les effets potentiels du variant situé dans la région "seed" de bta-let-7e ont été étudiés en 

culture cellulaire, validant les prédictions bio-informatiques de ciblage d'ARNm. En BME-UV1, 

des microARNs bta-let-7e sont présents. L'ajout de mimics de microARNs permet donc de 

compléter la présence de ces microARNs initialement présents. L'utilisation de mimics permet 

une expression transitoire, dont l'effet peut être dilué lors des divisions cellulaires. Afin de 

mieux analyser les effets fonctionnels du variant de bta-let-7e dans un contexte spécifique, 

l'expression des autres microARNs appartenant à la même famille de microARNs pourrait être 

significativement réduite.  
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En pratique, l'expression des microARNs de la famille let-7 à l'exception du bta-let-7e serait 

réduite. En effet, Chang et al. ont montré une diminution de l'expression de microARNs 

matures (les microARNs miR-200c, miR-7 et miR-141) ciblés par une technique d'édition de 

génome de 96% dans des cellules, avec également des incidences sur l'expression d'ARNm 

cibles de ces microARNs [339]. Une étude publiée en 2020 a utilisé une technique d'édition du 

génome afin de réduire l'expression du miR-29b. Cela a permis non seulement une réduction 

significative de l'expression de miR-29b, mais aussi une absence d'incidence sur les miR-29a 

et miR-29c qui font partie de la même famille miR-29 [340]. Dans notre cas, cela permettrait 

de tester d'un point de vue fondamental les impacts fonctionnels du variant, dans un contexte 

écartant toute possibilité de compensations.  

Cette hypothèse se limite au fait que les cellules utilisées doivent survivre sans la présence de 

ces microARNs de la famille let-7. Un modèle cellulaire ne présentant pas de bta-let-7e 

pourrait également être utilisé. Pour valider le ciblage des ARNm cibles OSTF1 et SLC25A24 

par le microARN bta-let-7e, il serait possible de transfecter dans les BME-UV1 la séquence 3'-

UTR de l'ARNm à tester associée à un gène rapporteur luciférase. L'activité de la luciférase 

pourrait alors être évaluée selon les concentrations du bta-let-7e co-transfectées avec le 

vecteur reporteur luciférase. De même, la séquence 3'-UTR mutée associée au gène 

rapporteur luciférase peut également être transfectée. Une répression de l'activité luciférase 

de façon dose-dépendante, dans le premier cas, ou une répression de l'activité seulement 

lorsque la région 3'-UTR n'est pas mutée, dans le second cas, permettrait de valider le ciblage 

de l'ARNm par le microARN. C'est une approche qui a été utilisée notamment par Jiang et al. 

en utilisant des cellules MAC-T (bovine mammary alveolar cells), pour étudier les effets d'un 

variant de bta-miR-2899 qui est associé aux mammites en bovin [341].  
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b. Conservation des microARNs dans le lait 

La conservation des microARNs dans le lait a été étudiée dans le cadre de cette thèse, afin de 

s'assurer d'une bonne méthode d'échantillonnage des laits. Howard et al. ont étudié l'impact 

de la pasteurisation et du temps (en jours) de stockage à 4°C du lait bovin pasteurisé sur la 

perte de microARNs [342]. Les concentrations du miR-29b et du miR-200C dans le lait entier 

pasteurisé ne sont pas affectées par la conservation à 4°C [342]. Dans notre cas, les 

concentrations des microARNs dans le lait entier sont significativement diminuées entre 6h et 

18h. Les prélèvements effectués à l'Unité Expérimentale du Pin ont permis une conservation 

à température ambiante pendant un temps maximal de 1h41 avant une congélation, les 

présences des microARNs dans le lait pourront donc être étudiées en s'affranchissant d'un 

possible biais dû à la conservation.  

 

c. bta-miR-486 et bta-miR-92b 

i. Échantillons 

Lors de l'études des effets potentiels de variants de bta-miR-486 et bta-miR-92b, des laits de 

128 vaches de deux races différentes sont utilisés. Le choix d'utiliser le lait se base sur 

l'observation qu'il existe une forte corrélation entre les microARNs exprimés dans la glande 

mammaire et leur présence dans le lait [293]. Cela permet d'éviter des procédures invasives 

que sont les biopsies mammaires sur des vaches. De plus, un nombre important d'échantillons 

peut alors être obtenu : ici 128 échantillons. Les effets du facteur race (vaches de races 

Holstein et Normande) et de l'alimentation (selon la période de prélèvement dans l'année) 

sont également pris en compte dans les analyses statistiques des données. Tous ces 

échantillons proviennent d'une seule et même unité expérimentale (Unité Expérimentale du 

Pin), permettant une homogénéité des prélèvements et des conditions d'élevage. Une 

perspective de ce travail pourrait être l'extension de ces tests d'impacts sur des échantillons 

de lait de vaches de race Montbéliarde, une autre race bovine laitière dans laquelle le variant 

génétique du bta-miR-486 a également été détecté et donc dans laquelle une potentielle 

modification de l'expression du microARN selon le génotypage de l'animal pourrait être 

retrouvée.  
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ii. Techniques utilisées pour tester les effets potentiels 

Les effets des variants de bta-miR-486 et bta-miR-92b sur leur expression sont étudiés par 

ddPCR dans le lait, permettant un comptage brut. Dans la littérature, les polymorphismes de 

microARNs peuvent être étudiés en culture cellulaire avec transfection, puis analyse de 

l'expression du microARN ou d'ARNm cibles par qPCR. C'est le cas par exemple de l'analyse du 

pre-miR-15b, ou du miR-215 en porcin ou encore du pri-miR-26a chez les poulets [343]–[345]. 

Dans notre cas, nous nous basons sur le même principe d'analyse de l'expression, mais en 

utilisant des laits d'animaux dont nous connaissons les génotypes.  

La technique de ddPCR est utilisée. Ce système de PCR quantitative est privilégié dans le cas 

de détection faible du microARN en RT-qPCR, avec des Ct trop élevés pour pouvoir conclure 

sur des différences de concentrations. 

Des biais peuvent apparaître en amont de l'étape de quantification de ces microARNs, dans 

l'étape d'extraction des ARNs. Des tests préalables ont été effectués afin d'observer la 

conservation des microARNs dans le lait selon différents temps et modes de décongélation (à 

4°C ou à température ambiante). Les résultats nous ont permis d'indiquer un prélèvement de 

lait se faisant au maximum deux heures après la traite des vaches et ainsi limiter des 

dégradations potentielles de microARNs. Toutefois, l'étape d'extraction d'ARN totaux du lait 

peut aboutir à des résultats variables : dans notre cas, les concentrations d'ARN obtenu 

s'étendent de 30 à 300 ng/µL pour un même fluide, ici le lait selon les animaux. De telles 

variations s'observent avec le RNA Now tout comme avec le Tri REAGENT.  

Cette technique de ddPCR a l'avantage d'aboutir à des résultats absolus, des concentrations, 

et non relatifs, ce qui peut ôter le biais amené par les gènes de référence. Toutefois, des 

microARNs de référence sont utilisés afin de vérifier la stabilité de leur présence selon les 

échantillons, pour différents calculs pouvant être faits par la suite, à partir des données brutes.  

Les microARNs bta-miR-92a et bta-miR-99a sont choisis comme microARN de référence. En 

effet, ils sont décrits dans la bibliographie comme microARN de référence et montrent peu de 

variations individuelles dans des données de RT-qPCR (Leduc et al. données non publiées, 

[311], [346]). Les microARNs miR-92a, utilisé comme gène de référence, et miR-92b, dont  
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l'expression est étudiée dans cette thèse, font partie de la même famille de microARNs, mais 

ont des séquences légèrement différentes : dans le microARN mature, trois nucléotides 

diffèrent, dont les deux nucléotides situés à l'extrémité 3' du microARN. La brochure de 

ThermoFisher décrivant les kits utilisés indique que les TaqMan microRNA assays sont 

spécifiques des microARNs matures, et qu'ils peuvent permettre de distinguer des cibles très 

homologues, dont des membres d'une même famille de microARN [347]. Le microARN miR-

92a a donc pu être utilisé en tant que microARN de référence dans notre étude.  

Les variants des régions flanquantes de bta-miR-486 et bta-miR-92b n'ont pas d'effet 

significatif sur l'expression de microARNs matures dans le lait. Du point de vue appliqué, la 

présence de l'un ou l'autre des allèles à ces positions n'impacte pas la présence du microARN 

dans le lait et donc n'a pas d'impact fonctionnel dans le lait via le microARN mature.  

Le fait que les variants associés aux microARNs bta-miR-486 et bta-miR-92b n'aient pas 

d'impact significatif sur l'expression des microARNs associés peut s'expliquer par le fait que 

ces variants ne sont peut-être pas situés dans une région régulatrice, et n'ont donc pas 

d'impact sur la biogénèse des microARNs et donc a fortiori sur leur expression. De plus, un 

changement d'un seul nucléotide pourrait ne pas entraîner de modification dans la prise en 

charge du pri- ou du pré-microARN par les différents éléments tels que DICER ou Drosha, qui 

permettent la biogenèse du microARN, et donc pas de modification de l'expression du 

microARN.  

 

iii. Perspectives 

Afin d'évaluer si les variants ont des impacts plus en amont dans le processus de biogenèse 

de microARNs, il serait possible d'évaluer l'expression non pas des microARNs matures mais 

des précurseurs. Même si l'intérêt physiologique serait limité, puisque les précurseurs 

seraient impactés mais pas les matures, donc pas d'impact sur les ARNm cibles, cela 

permettrait d'étudier de façon fondamentale l'impact de variants génétiques situés en amont 

ou en aval de précurseurs de microARNs.  
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Des biopsies mammaires pourraient également être utilisées afin de tester les effets de ces 

deux variants dans un contexte in vivo : sur des échantillons de glandes mammaires bovines. 

Mais cela impliquerait un protocole lourd et invasif, qui nécessite de plus la rédaction et 

validation d'une saisine, et donc un nombre d'échantillons potentiellement moins important 

que pour le lait.  

 

d. Perspectives pour le test de potentiels impacts de variants caprins et ovins 

 

En caprin, le script bioinformatique a résulté en la détection de 127 variants génétiques. 

Chacun d'eux est situé dans le microARN chi-miR-22. Ce microARN est décrit par Yu et al. 

comme étant surexprimé au jour de lactation 30 en comparaison au jour de lactation 5, dans 

des tissus de glandes mammaires de chèvres de race Laoshan [352]. Il pourrait donc être 

possible de tester les impacts potentiels de certains de ces variants, par étude de la présence 

du microARN dans le lait selon le génotype des chèvres. Une réflexion devra alors être menée 

afin de sélectionner des variants parmi les 127 détectés, pour les analyser. De même en ovin, 

une étape de validation et de choix de variants pourra permettre d'étudier l'impact potentiel 

de certains d'entre eux.  
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 Perspectives générales  

 

L'étude de variants génétiques de microARNs dans un contexte de production laitière a été 

réalisée sur les 3 espèces bovine, caprine et ovine. Le fait de travailler sur ces 3 espèces a 

permis de pointer la différence d'abondance de données disponibles selon l'espèce. Les 

données de miRNomes bovins et caprins disponibles ont pu être utilisés afin de pallier 

l'absence de ces données en ovin et donc d'affiner les résultats obtenus en ovins. La similitude 

des résultats obtenus en bovins, caprins et ovins est toutefois limitée. Pour exemple, les 

variants caprins détectés lors de l'étude prenant en compte les données de QTL laitiers 

impactent tous le microARN chi-miR-22. Ce microARN miR-22 n'est impacté par aucun variant 

génétique détecté en espèce bovine. Aucun variant génétique n'est détecté en espèce ovine 

lors de la prise en compte des données QTL, ce qui empêche là aussi la comparaison entre 

espèce. La détection de variants génétiques de microARNs d'intérêt dans un contexte de 

production laitière peut donc être réalisée de façon individuelle pour chaque espèce, 

néanmoins l'apport des données d'une espèce (notamment bovines) peut permettre d'affiner 

les résultats d'une autre.  

La base de données RumimiR a permis de regrouper dans une seule et même base l'ensemble 

des microARNs bovins, caprins et ovins décrits dans la littérature. L'homogénéisation des 

données est réalisée afin de pouvoir avoir des informations similaires pour chacune des 

espèces. L'ensembles des données de la bibliographie sont donc ajoutées, sans distinction de 

critères utilisés pour la détection de microARNs. C'est pourquoi un code de faux-positivité a 

été ajouté à titre informatif dans RumimiR, afin d'indiquer pour chaque microARN si sa 

présence est effective ou s'il pourrait s'agit en réalité d'un faux positif. La mise à disposition 

de davantage de données sur ces trois espèces, en les homogénéisant, permettrait d'obtenir 

des données similaires en bovin, caprin et ovin. Les différences, notamment en termes de 

volume de données obtenues, dépendraient alors principalement des études et des 

connaissances de chacune de ces espèces.  
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La détection de variants génétiques d'intérêt dans un contexte de production laitière a permis, 

dans un contexte de sélection génomique, l'ajout de 44 variants bovins sur la puce à SNPs 

bovine et 34 variants sur la puce caprine. L'ajout de ces informations sur ces outils existants 

en sélection génomique permettrait alors d'affiner la sélection d'animaux en prenant en 

compte cette information supplémentaire : leur génotype pour des variants d'intérêt. Même 

si l'impact de ces variants détectés sur l'expression du microARN associé ou sur celle d'ARNm 

ciblés par celui-ci n'est pas caractérisé, leur lien avec des caractères laitiers peut être établit 

si les liens phénotypes/génotypes sont validés. Cette validation pourrait s'effectuer grâce aux 

données de génotypages obtenues par les puces à SNPs, en les mettant en relation avec les 

phénotypes des animaux pour les caractères laitiers voulus. Des animaux seront génotypés 

pour ces variants et ces génotypes pourraient alors être pris en compte pour la sélection 

d'animaux. En perspective, de nouveaux variants génétiques d'intérêt (variants génétiques de 

microARNs exprimés dans la glande mammaire ou présents dans le lait, éventuellement 

localisés dans des régions de QTL laitiers ou mammites) pourraient également être validés et 

leur potentiel impact pourrait alors être testé. L'impact du variant de la région "seed" de bta-

let-7e sur d'autres ARNm cibles pourrait également être testé, en culture cellulaire.  

Les interactions entre des microARNs et leurs cibles sont appelées MTIs (pour microRNA-

Target Interactions). Pour exemple, Pasquini et al. se sont basés sur les MTIs dans cinq espèces 

: bovin, porcin, ovin, canin et aviaire, en utilisant les données de plus de 70 articles [353]. Ils 

ont alors détecté en bovin un total de 265 MTIs, pour 34 microARNs et 123 gènes cibles. En 

ovin, 3 MTIs ont été retrouvés [353]. L'étude de variants génétiques situés dans ces régulomes 

a été effectuée dans le cadre de cette thèse en se focalisant sur les variants impactant les 

microARNs, une perspective de ce travail pourrait être d'étudier les variants de régulomes 

situés dans les régions d'ARNm ciblées par des microARNs. Cela aurait pour but d'élargir 

l'étude de variants de microARNs à l'étude plus complète de variants de régulome.  

Des études ont mis en évidence de potentiels rôles d'importance d'ARNs long non codants 

(lncRNAs) dans les processus de lactation et de composition du lait [354], [355]. La perspective 

d'étendre les analyses effectuées à la détection de variants d'intérêt à ces lncRNAs ou à 

d'autres ARNs non codants est également possible. 
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Résumé : La sélection génomique, qui repose sur la 

prédiction de la valeur génétique des animaux 

candidats à la sélection à partir de l'information 

fournie par de très nombreux marqueurs génétiques 

en utilisant des marqueurs neutres, est un levier 

pertinent et pérenne. La recherche des mutations 

causales et leur intégration dans les évaluations 

génomiques permettraient un gain de précision 

important. Il est donc essentiel de mieux caractériser 

les mutations causales responsables de la variabilité 

des caractères quantitatifs liés à l’efficacité de 

production et à la qualité des produits tels que le lait. 

L’objectif de ce projet a été de rechercher des variants 

génétiques de microARNs exprimés dans la glande 

mammaire ou présents dans le lait et situés dans des 

régions génomiques ayant un effet sur des caractères 

quantitatifs (QTL) laitiers et mammites, dans trois 

espèces de ruminants. La détection de 59124 variants 

de microARNs exprimés dans la glande mammaire ou 

présents dans le lait en bovin, 13427 variants en 

caprin et 4761 en ovin a été permise grâce au  

développement d'un script bio-informatique. En 

bovin, 4679 variants génétiques d'intérêt sont 

situés dans des QTL laitiers et mammites et 127 en 

caprin, aucun en ovin. Trois variants bovins 

détectés ont été validés grâce à des études de 

GWAS. Les effets biologiques des variants validés 

ont été étudiés, avec des stratégies différentes 

selon la localisation et donc l'effet de la mutation. 

Dans le cas de la mutation située dans la région 

"seed" du bta-let-7e, le niveau d'expression 

d'ARNm cibles a été testé. Des résultats non 

concordants ont été obtenus entre les techniques 

de qRT-PCR et de RNAseq utilisées. Dans le cas de 

mutations situées dans les régions flanquantes de 

bta-miR-92b et bta-miR-486, la présence de ces 

microARNs a été mesurée dans le lait. Ces analyses 

n'ont pas révélé de différence d'expression 

significative des microARNs selon les génotypes. 

Ce projet a donc permis d'effectuer une analyse 

globale de variants de microARNs, de leur 

détection à leurs effets potentiels. 
 

 
 

Title : Association between microRNA genetic variants and dairy QTL in bovine, caprine and ovine species 
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Abstract : Genomic selection, based on the 

prediction of the genetic value of candidate animals 

based on the information provided by a large number 

of genetic markers using neutral markers, is a relevant 

and perennial lever. The search for causal mutations 

and their integration into genomic evaluations would 

allow a significant gain in precision. It is therefore 

essential to better characterize the causal mutations 

responsible for the variability of quantitative traits 

related to production efficiency and the quality of 

products such as milk. The objective of this project 

has been to search for genetic variants of microRNAs 

expressed in the mammary gland or present in milk 

and located in genomic regions having an effect on 

dairy and mastitis quantitative traits (QTL), in three 

ruminant species. The detection of 59,124 microRNA 

variants expressed in the mammary gland or present 

in milk in cattle, 13,427 variants in goats and 4,761 in 

sheep has been allowed through the development of 

a bioinformatics script.  

In cattle, 4,679 genetic variants of interest have 

been located in dairy and mastitis QTLs and 127 in 

goats, none in sheep. Three detected bovine 

variants have been validated through GWAS 

studies. The biological effects of the validated 

variants have been studied, with different strategies 

depending on the location and thus the putative 

effect of the mutation. In the case of the mutation 

located in the "seed" region of bta-let-7e, the 

expression level of targeted mRNAs has been 

tested. Inconsistent results were obtained between 

the qRT-PCR and RNAseq techniques used. In the 

case of mutations located in the flanking regions of 

bta-miR-92b and bta-miR-486, the presence of 

these microRNAs has been measured in bovine 

milk. These analyses did not reveal any significant 

difference in the expression of microRNAs between 

genotypes. This project therefore has allowed a 

global analysis of microRNA variants, from their 

detections to their potential effects. 
 



 

 

 


