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La présente thèse est divisée en trois grands objectifs. Le premier objectif est d’étudier les 

tissus et gènes impliqués, voire responsables, de l’efficience alimentaire (EA), un caractère 

d’intérêt agronomique, chez la poule pondeuse, une espèce d’importance économique. Pour ce 

faire, nous avons utilisé comme modèle deux lignées de poules pondeuses très divergentes pour 

l’EA, obtenues après 40 ans de sélection sur un caractère appelé « prise alimentaire résiduelle ». 

Comme approche, nous avons comparé les transcriptomes de ces deux lignées dans quatre 

tissus : le tissu adipeux, le sang, l’hypothalamus et le foie, en faisant appel à une méthode de 

séquençage haut débit des ARN, le RNA-seq. Nous avons également étudié l’adaptation de ces 

deux lignées aux conditions d’élevage, en l’occurrence un régime hypo-énergétique, grâce à 

ces mêmes approches transcriptomiques pour éventuellement observer une interaction entre EA 

et régime alimentaire. Le deuxième objectif est de contribuer à l’annotation fonctionnelle du 

génome de la poule en utilisant toutes les données de RNA-seq générées dans le cadre du 

premier objectif. Nous avons tout d’abord enrichi l’annotation du génome de la poule en ARN 

longs non-codants, d’importants régulateurs de l’expression. Nous avons ensuite proposé une 

démarche et des critères que nous avons définis pour détecter systématiquement des variants de 

type SNP et les génotypes qui leurs sont associés à partir de données RNA-seq, données qui 

sont de plus en plus nombreuses et rarement utilisées à cette fin. Le troisième objectif enfin 

est d’étudier l’expression allèle-spécifique (ASE), qui combine à la fois SNP et expression, 

pour mettre en évidence des gènes candidats causaux de la variation d’efficience alimentaire à 

l’aide d’un dispositif particulier issu du croisement d’animaux de nos deux lignées et d’un outil 

récemment publié qui phase les SNP à l’échelle des gènes. Les résultats des deux premiers 

objectifs ont été utilisés dans le cadre du troisième. 

 

Compte tenu de ces objectifs, l’introduction qui suit est composée de trois parties. Nous 

exposons d’abord l’importance d’étudier l’efficience alimentaire (EA) et l’adaptation à des 

conditions changeantes dans le contexte actuel de l’élevage, quelles que soit les espèces, puis 

présentons l’espèce poule en général et la filière pondeuse (donc les œufs) en particulier. 

Ensuite, nous développons le lien entre régulation de l’expression des gènes et caractères 

complexes (comme l’EA) d’une part et l’adaptation à des conditions changeantes d’autre part, 

justifiant ainsi la démarche mise en place. Enfin, nous présentons la méthode phare de cette 

thèse, le RNA-seq, et ses applications plus ou moins courantes, avant de proposer une synthèse 

des caractéristiques majeures des ARN longs non-codants, régulateurs importants mais encore 

méconnus de l’expression des gènes. Nous détaillerons ensuite nos objectifs, le modèle d’étude 

et le plan de la partie « Articles et travaux complémentaires ». 
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I – Importance de l’efficience alimentaire et de la poule en 

élevage 

Dans cette première partie, nous commençons par expliquer en quoi l’alimentation des animaux 

d’élevage représente un enjeu économique et environnemental important, sur lequel 

l’amélioration de l’efficience alimentaire permet d’agir, et en quoi les animaux d’élevage 

doivent parfois s’adapter à des variations de la qualité de leur ration (§ 1.). Ensuite, nous 

présentons l’espèce poule d’une manière générale, sous des aspects historiques, économiques 

et scientifiques, et d’une manière plus ciblée en nous intéressant aux œufs (§ 2.). 

 

1. Efficience alimentaire et adaptation dans le contexte actuel de l’élevage 

La production des aliments à destination des animaux d’élevage est responsable d’une large 

part des effets négatifs de l’élevage sur l'environnement et a un poids économique non-

négligeable pour les filières (§ a). On souhaite donc travailler avec des animaux qui 

transforment une bonne partie de leur alimentation en produits d’intérêt économique : des 

animaux ayant une bonne efficience alimentaire (§ b). Mais les animaux d’élevage, en 

particulier les monogastriques comme la poule et le porc, sont issus de croisements entre des 

lignées sélectionnées dans des conditions maîtrisées, et sont exposés dans le temps et dans 

l’espace à des régimes alimentaires qui peuvent varier, notamment en qualité, et auxquels ils 

doivent s’adapter (§ c). 

 

a) impact environnemental de la production des aliments destinés aux animaux 

Le rapport sur la situation mondiale de l’alimentation et de l’agriculture publié par la FAO en 

20091 distinguait dans son avant-propos trois grandes problématiques pour le secteur de 

l’élevage : (i) la pression qu’il exerce sur les écosystèmes, les ressources naturelles et sa 

contribution au changement climatique, point que nous développerons dans la suite, (ii) les 

risques sanitaires que la mondialisation du secteur fait courir aussi bien aux animaux qu’aux 

humains, et enfin (iii) la manière dont les productions animales contribuent ou non à la 

réduction de la pauvreté.  

 

Une part de l’impact de l’élevage sur l’environnement est liée non pas directement aux 

animaux, mais à l’alimentation qui leur est nécessaire. En effet, si 14.5% des émissions de gaz 

à effet de serre d’origine humaine sont dues à l’élevage (le plaçant en 4è position dans les 

secteurs émetteurs de gaz à effet de serre, derrière la production d’énergie, l’industrie, la 
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déforestation, et devant le transport2), 45% d’entre elles sont liées à la production, la 

transformation et le transport des aliments à destination des animaux3. Les gaz en question sont 

majoritairement du CH4 (méthane), du N2O (protoxyde d'azote), et du CO2 (dioxyde de 

carbone)4. La production d’aliments à destination des animaux représente également 33% de 

l’utilisation des terres arables dans le monde, et aux États-Unis, 37% de l’utilisation des 

pesticides. À cela on peut ajouter que 30% des surfaces déforestées en Amazonie sont destinées 

à ce type de cultures, avec les pertes de biodiversité associées. Le secteur de la volaille est 

particulièrement concerné, puisqu’en 2016, la fabrication d’aliments composés pour volailles 

représentait environ 43% du volume total d’aliments composés fabriqués pour animaux 

d’élevage5. Notons en revanche que les productions de viande et d’œufs de poules sont les plus 

faibles émettrices de gaz à effet de serre par kg de protéines : en moyenne, respectivement 40 

et 42 kg eq. CO2 / kg protéine, contre 52 kg eq. CO2 / kg protéine pour le porc, 125 à 189 kg 

eq. CO2 / kg protéine pour le lait et la viande de petits ruminants, 84 kg eq. CO2 / kg protéine 

pour les bovins lait et 342 kg eq. CO2 / kg protéine pour les bovins viandes6. 

En plus de ces conséquences sur l’environnement, l’alimentation destinée aux animaux 

d’élevage a un poids important dans les revenus du secteur. En effet, on estime que l’aliment 

représente entre 60% et 70% des coûts de production, aussi bien chez les ruminants7 que chez 

les monogastriques (porcs8, volailles9, dont poules pondeuses10). 

Si l’élevage a des impacts négatifs sur l’environnement, notamment, comme on l’a vu, par la 

production d’aliments destinés aux animaux, il n’en fournit pas moins une large gamme de 

biens et services environnementaux, économiques et sociaux11 qu’il convient de ne pas négliger. 

En suivant Ryschawy et al. (2015)12, nous pouvons distinguer quatre grands ensembles de biens 

et services. D’abord, l’ensemble « approvisionnement », sous-entendu en produits et en 

coproduits de l’élevage, qui parait bien sûr en être l’objectif premier. Ensuite, l’ensemble 

« vitalité territoriale », qui passe par la création d’emplois ou le maintien du tissu rural par 

exemple. L’ensemble « qualité environnementale » passe notamment par la séquestration du 

carbone dans les prairies, la contribution au cycle des nutriments ou le maintien de la 

biodiversité dans les prairies13. Enfin l’ensemble « Patrimoine et qualité de vie », passe par 

exemple par le maintien de paysages végétaux et animaux diversifiés (exemples : bocage 

normand versus estives alpines pour les végétaux ; races Parthenaise versus Salers pour les 

animaux) ou par le patrimoine gastronomique (labels de qualité, gastronomie régionale). 

L’importance de ces différents biens et services et leurs natures exactes dépendent bien entendu 

du type d’élevage et de la zone géographique concernés.  
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b) l’efficience alimentaire, ou la valorisation de l’énergie de l’alimentation par l’animal 

Conceptuellement, l’efficience alimentaire (en anglais, feed efficiency) décrit la manière dont 

l’animal valorise l’aliment pour une ou des fins données, qui sont, dans les cas qui nous 

intéressent, des fins de production. L’efficience alimentaire est un caractère qui semble être 

discuté dans la littérature anglophone depuis le début des années 1930 (recherche Google 

Ngram des termes « feed efficiency » et « feed utilization »), et PubMed date la première 

mention de ces termes dans les années 1940, avec notamment une étude s’intéressant à 

l’efficience chez les bovins, les ovins, les porcs et les volailles14,15. Concomitamment, les 

premières études sur l’héritabilité et la sélection16 pour ce caractère sont publiées, notamment 

chez le poulet de chair17, la souris18 ou le rat19, ouvrant ainsi la porte à son amélioration dans 

les espèces d’élevage par sélection génétique, puis par sélection génomique ces dernières 

années.  

 

L’efficience alimentaire peut se quantifier grâce à l’indice de consommation (Feed Conversion 

Ratio, FCR) qui consiste en la division de la masse d’aliment ingéré par la masse de produit 

généré par l’animal20 (viande, lait, œufs) :  

FCR = 
masse d'aliments ingérés

masse de produits
  

Une autre manière de quantifier l’efficience alimentaire est de calculer la prise alimentaire 

résiduelle (Residual Feed Intake, RFI)21. La RFI consiste en la différence entre la prise 

alimentaire observée et la prise alimentaire prédite par un modèle de régression linéaire multiple 

avec pour variables explicatives les besoins de production, de maintien, et, lorsque ceux-ci ne 

sont pas confondus avec la production (cas des poules pondeuses et des vaches laitières), les 

besoins de croissance. On a donc :  

FIprédite = aBW0.5 + bΔBW + cE  

Où FIprédite est la prise alimentaire prédite, BW est le poids du corps, ΔBW la variation du 

poids du corps sur la période et E la masse d’œufs produite, et :  

RFI = FIobservée – FIprédite 

On peut donc voir la RFI comme la part de la prise alimentaire non destinée au maintien, à la 

croissance ou à la production. On voit donc qu’au contraire du FCR, le RFI est indépendant des 

besoins de production, et constitue donc une autre mesure de l’utilisation de l’énergie 

alimentaire. 
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L’efficience alimentaire varie d’une espèce à l’autre, mais également au sein même d’une 

espèce, en fonction du système d’élevage, de la nourriture ou encore de l’âge et du poids de 

l’animal22. Des FCR trouvés dans la littérature pour différentes espèces d’élevage sont présentés 

Tableau 1. Si l’on excepte les bovins laitiers, qui produisent du lait, composé à 90% d’eau23, ce 

qui explique que le FCR soit inférieur à 1, c’est le poulet de chair, suivi par les poules 

pondeuses, qui ont les FCR les plus faibles parmi les espèces d’élevage terrestres (1.85 à 2.10). 

Les ovins et bovins viandes, espèces ruminantes, ont quant à eux les FCR les plus élevés 

(supérieurs à 5). L’aquaculture semble présenter la meilleure efficience alimentaire, mais la 

production aquacole mondiale représentait environ 70 millions de tonnes en 201224, à comparer 

avec 66 millions de tonnes de viande bovine produites en 2015, qui est la plus faible production 

comparée aux œufs et aux viandes de volailles et de porc (voir aussi Figure 2, page 13). 

L’entomoculture (élevage d’insectes) enfin, présente également une très bonne efficience 

alimentaire, mais la production européenne d’insectes (les chiffres mondiaux pour les 

productions d’insectes sont plus difficiles à trouver) est anecdotique, avec environ 6000 tonnes 

par an, surtout destinées à l’alimentation animale25. 

 

Tableau 1 | FCR moyens de différentes espèces. Des extrêmes trouvés dans la littérature sont 
indiqués entre crochets.  

Espèce 
FCR 

indicatif€ 
[extrêmes] 

Références 

FCR 

Production₤ 

(tonnes) 

Poule pondeuse 2.10 [1.97 – 2.30] 26–28 77 000 000 

Poulets de chair 1.85 [1.70 – 2.00] 26,29 114 000 000 

Autres volailles¥ 2.60 [2.40 – 2.80] 30,31 13 000 000 

Porc 3.20 [2.80 – 3.60] 26,29,32 121 000 000 

Bovin laitier 0.75 [0.55 – 0.90] 28,33 683 000 000 

Bovin viande 6.25 [6.00 – 6.50] 29,34 67 000 000 

Ovins viande 5.10 [4.10 – 6.10] 35,36 10 000 000 

Aquaculture 1.40 [1.00 – 1.80] 29,37,38 70 000 000 

Entomoculture 1.80 [1.50 – 2.10] 39,40 6000 

€ kg matière sèche / kg produit. « Produit » est le lait ou les œufs (pour « bovin laitier » et « poule 

pondeuse »), le poids vif de l’animal pour le reste 

£ Production mondiale, d’après 41 sauf pour l’aquaculture (24). Pour l’entomoculture, production 

européenne d’après 25. Voir aussi Figure 2 plus loin. Masse d’œufs pour « poule pondeuse », masse de 

lait pour « bovin laitier », masse de viande ou assimilé pour le reste. 

¥ Dinde, pintade et canard de barbarie 
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c) la nécessaire adaptation des animaux d’élevage à leur environnement 

 

Figure 1 | Organisation pyramidale de la filière ponte. Adapté de 42. Les nombres dans la pyramide 
représentent proportionnellement le nombre d’individus de chaque étage pour la filière poule pondeuse 
de l’entreprise Novogen (France). Gauche : illustration de schéma « pyramidal ». Les animaux des trois 
ou quatre lignées pures sont croisés entre eux pour donner les individus grands-parentaux, donnant 
eux-mêmes par croisement les parentaux, et finalement les commerciaux. Un animal de la lignée pure 
contribue à la production de 400 000 individus commerciaux, et ils produisent eux-mêmes 128 millions 
d’œufs. Droite : illustration de deux différences majeures entre les étages de sélection et de production. 
Les premiers ont lieu dans peu d’élevages dont les conditions d’élevages sont contrôlées et optimales 
(ici, le contenu énergétique de la ration), alors que la production se fait partout dans le monde et dans 
des conditions variables, possiblement sous-optimales. 

 

La diffusion du progrès génétique chez les monogastriques (poules, porcs) se fait, contrairement 

aux ruminants, selon un schéma dit pyramidal, en raison du nombre important de descendants 

que peut produire un parent (Figure 1). Les élevages de production (qui abritent des animaux 

« spécialisés » : poules pondeuses et poulets de chair), très nombreux, présents partout dans le 

monde et gérés par de nombreux éleveurs, sont physiquement différents des élevages de 

sélection, peu nombreux, concentrés dans quelques lieux et gérés par quelques entreprises. Ces 

derniers élevages, au sommet de cette pyramide, abritent des animaux de trois ou quatre lignées 

pures, qui sont croisés entre eux pour donner les individus « grands-parentaux ». Ces animaux 

sont croisés entre eux, donnant naissance aux reproducteurs (« parentaux ») qui constituent 

l’étage de multiplication, en dessous de l’étage de sélection. Enfin, ces reproducteurs sont à 

nouveau croisés entre eux, donnant naissance aux animaux de l’étage de production (ce sont 

donc les petits-enfants des animaux de l’étage de sélection), dont les produits sont utilisés dans 

le commerce et bénéficient du progrès génétique de la génération de leurs grands-parents 

(génération N – 2). Dans cette structure pyramidale, les petits-enfants des animaux de l’étage 

de sélection sont confrontés à des conditions d’élevages très diverses, aussi bien dans l’espace 

que dans le temps. Ainsi, la ration alimentaire des poules est composée à plus de 60% de maïs 
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en Chine, versus moins de 20% en France, et des difficultés d’approvisionnement liées au 

contexte économique ou politique peuvent faire varier la composition des rations. Dans le cas 

des poulets de chair et poules pondeuses, les quelques entreprises de sélection qui se partagent 

le marché mondial (pour les pondeuses : Novogen, Française ; Erich Wesjohann Group, 

Allemande et Hendrix Genetics, Néerlandaise ; pour les poulets de chair : Cobb Vantress, 

Américaine ; Aviagen, qui appartient à Erich Wesjohann Group) n’ont évidemment pas de 

lignées sélectionnées pour chaque condition de production. Ainsi, les animaux doivent 

s’adapter à ces conditions variables. 

 

2. Gallus gallus domesticus : histoire et importance économique, 

scientifique et sociale de la poule 

Les travaux entrepris dans la présente thèse l’ont été sur l’espèce poule, particulièrement sur la 

poule pondeuse pour toute la partie liée au contexte agronomique. Comme le montrera notre 

exposé sur l’histoire de l’espèce depuis sa domestication (§ a), la nuance « ponte versus chair » 

n’avait pas vraiment de sens avant le XIXe siècle. Nous présenterons l’intérêt économique des 

deux filières (§ b), avant de faire un bref focus sur l’œuf, et en particulier sur son intérêt 

nutritionnel (§ c). Enfin, faut-il le préciser, la poule est une espèce utilisée dans différents 

domaines de la recherche. Nous terminerons cette partie en citant quelques champs de recherche 

dans laquelle elle est utilisée, et en présentant quelques caractéristiques de son génome (§ d). 

 

a) une brève histoire de la poule : de la domestication aux lignées commerciales 

On dénombre actuellement 5 représentants du genre Gallus : la poule de jungle (G. gallus, ou 

Red Jungle Fowl) qui est l’ancêtre des poules domestiques actuelles (G. gallus domesticus), le 

coq de Sonnerat (G. sonneratii), que l’on trouve en Inde, le coq de Ceylan (G. lafayetii) que 

l’on trouve au Sri Lanka et le coq de Java (G. varius) que l’on trouve en Indonésie43. On estime 

que la poule a été domestiquée il y a environ 7 000 – 10 000 ans et à différentes reprises en 

Asie du Sud-Est et en Chine44. Dans les premiers temps suivant sa domestication, la poule 

semble avoir eu un rôle principalement, voire exclusivement, social et culturel plutôt 

qu’alimentaire. Ainsi, des représentations de combat de coqs ont été retrouvées sur le site 

archéologique de Mohenjo-Daro, dans l’actuel Pakistan, qui aurait été occupé par la civilisation 

harappéenne entre 2500 et 1800-1900 avant le présent, et des textes chinois de la dynastie Shang 

(1765 – 1122 av. J-C.) évoquent son rôle sacrificiel45. Par la suite, la poule serait arrivée en 

Europe en passant par la Russie ou par la Perse, avant d’arriver en Méditerranée et notamment 
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en Grèce autour de 700 av. J-C46. Là encore, il semble que son usage ait été plus récréatif 

qu’alimentaire, en Grèce comme dans tout l’Ouest de l’Europe actuelle : Jules César (102 ou 

100 – 44 av. J-C.) évoque par exemple dans ses Commentaires sur la Guerre des Gaules le fait 

que les habitants de l’actuelle Grande-Bretagne ne consommaient ni lièvre, ni poule, ni oie, par 

interdit alimentaire, mais les élevaient « pour le plaisir » (Livre V, 12)47, c’est-à-dire 

probablement pour les combats. Les Romains justement ont développé l’élevage à des fins 

alimentaires en plus des fins récréatives, comme l’évoque l’agronome Columelle (4 – 70 ap. J-

C.) dans son De re rustica : « Le revenu qui provient de ces oiseaux de basse-cour [les poules] 

n'est pas à dédaigner […] nous ne partageons pas le goût des Grecs, qui élevaient le coq, ce 

fier oiseau, pour les joutes et le combat »48. Ils auraient notamment créé des races spécialisées 

et raisonnablement productives, mais l’Empire dans sa chute a entrainé avec lui ce secteur49. 

Les Romains utilisaient également des poules à des fins divinatoires. Ainsi, durant les 

campagnes militaires, des poulets sacrés dont s’occupait un soldat spécialisé, le pullarius50, 

étaient utilisés : la manière dont ils mangeaient – ou non – la nourriture qui leur était présentée 

actait l’approbation divine51. L’introduction de la poule en Afrique et en Amérique du Sud est 

moins bien documentée. Pour l’Afrique en général, les plus anciens ossements ont été 

découverts en Égypte et datent de la dix-huitième dynastie (env. 1567 – 1320 av. J-C.). Pour 

l’Afrique sub-saharienne en revanche, il existe très peu d’éléments datant d’avant l’an mil52,53. 

En ce qui concerne l’Amérique du Sud, il est possible que les poules aient été introduites depuis 

l’Océanie à l’époque précolombienne, autour de 1300 – 1420 ap. J-C54. 

Les œufs ont pour leur part eu une importance symbolique majeure dans la cosmogonie de 

nombreuses civilisations. Il semble admis que cette importance est liée à la symbolique de 

« l’apparition » de la vie portée par l’œuf. On retrouve également l’œuf comme un des éléments 

de la fête chrétienne de la Pâques, et il a d’ailleurs à cette occasion été sublimé par Fabergé, sur 

commande du tsar Alexandre III, par la création des « œufs de Fabergé ». 

La domestication et l’élevage ont entrainé l’apparition de races ayant des caractéristiques 

propres. Il est intéressant de constater que ces races domestiquées ont en commun un certain 

nombre de traces de sélection, qui sont des régions du génome dans lesquelles les différences 

de fréquences alléliques avec les lignées sauvages ne sont pas dues qu’à la dérive génétique, 

c’est-à-dire au hasard, mais à la sélection par l’être humain. L’une de ces traces contient 

notamment le gène TSHR (Thyroid stimulating hormone receptor)55, qui joue un rôle dans le 

métabolisme et le comportement, en particulier la reproduction et la sociabilité56. Plus 

précisément, il semble qu’un polymorphisme G > A (rs13587540) dans TSHR, entrainant une 
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mutation faux sens Glycine > Arginine, et dont la fixation a eu lieu au court de 500 dernières 

années57, puisse avoir contribué à la domestication58.  

Au cours du Moyen-Âge, les races poursuivent leur évolution, et œufs et viande de poule sont 

consommés sans restrictions particulières, comme l’attestent les recettes de l’époque59. Les 

poules ont alors une importance économique assez négligeable, et on en trouve entre moins 

d’une dizaine à quelques dizaines dans les basse-cours, servant parfois de monnaie d’échange49. 

C’est par ailleurs du Moyen-Âge que pourrait dater l’association symbolique du coq et de la 

France. Si l’origine de cette association est incertaine (un jeu de mot latin entre « Gallus », le 

gaulois et « gallus » le coq, la poule ?), le coq fait néanmoins aujourd’hui partie des symboles 

de la France60. Il se retrouve notamment sur le sceau de l’État, différentes pièces de monnaies 

anciennes (par exemple les pièces de franc-or à partir de 1899), comme emblème sportif, et au 

sommet de nombreux monuments aux morts de la première guerre mondiale, durant laquelle 

son image a été très utilisée pour personnifier la France. C’est au XIXe siècle que la production 

d’œufs et de viande entre dans l’ère industrielle, avec la création d’entreprises de production 

voire de clubs de « sélectionneurs » en Angleterre (Sussex Club, Utility Poultry Club), et on 

date de la fin du XIXe ou du début du XXe siècle la divergence entre poulets de chair et poules 

pondeuses55. À partir de ce moment, les progrès dus à la sélection génétique, puis très 

récemment à la sélection génomique, ont permis de créer des lignées de poules pondeuses 

produisant autour de 300 œufs de couleur homogène par poule et par an et des lignées de poulets 

de chair capable d’atteindre 2 kg à l’âge d’abattage de 6 semaines. 

 

b) importance économique des productions de viande et d’œufs  

En termes de masse de produits, et en comparaison avec les bovins et le porc, le poulet se 

classait en 2016 deuxième derrière le porc (121 millions de tonnes pour le porc versus 114 

millions pour le poulet), et les œufs devancent les bovins pour la troisième position (77 millions 

de tonnes pour les œufs versus 67 millions pour les bovins, voir aussi Figure 2A). En revanche, 

en valeur, viande et œuf sont troisième et quatrième, respectivement (Figure 2B). Le fait que la 

masse de viande de poulet produite en 2016 soit proche de celle de viande de porc implique une 

disparité dans le nombre d’animaux abattus, vu les poids respectifs d’un poulet (autour de 2 kg) 

et d’un porc (100-150 kg). En effet, en 2018, 70 milliards de poulets ont été abattus (leurs 

carcasses devenant le « fossile de l’anthropocène »61, tant les carcasses s’accumulent dans les 

décharges mondiales), contre 1.5 milliards de porcs, 300 millions de bovins, et 7.5 milliards de 

poules pondeuses étaient utilisées pour la production d’œufs41,62 (Figure 2C).  
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Figure 2 | Évolution des productions de viandes de porcs, poulets, bovins ainsi que des oeufs de 
poules en masse (millions de tonnes, A) et en valeur (milliards de dollars US, B) entre 1991 et 2018 (A) 
ou 2016 (B). Nombre d'animaux abattus ou utilisés pour la production en 2018 (milliards de têtes, C). 

 

En 2018, le continent américain produisait environ 42% de la viande de poulet (en masse) à 

l’échelle mondiale, suivi de l’Asie (35%) et de l’Europe (16%). La production africaine 

représentait quant à elle 5% de la production mondiale, et le solde (1% environ) revenait à 

l’Océanie. Les États-Unis, le Brésil et la Chine se partageaient le podium, avec respectivement 

17.5%, 13% et 12% de la production mondiale, la France occupant la 27e place avec 1.2 millions 

de tonnes, soit 1.05% de la production. Pour les œufs en revanche, la production est beaucoup 

plus concentrée. En effet, toujours en 2018, l’Asie produisait environ 60% des œufs dans le 

monde, suivie par le continent américain (21%) et le continent européen (14%), le solde 

(environ 5%) venant d’Afrique et d’Océanie. Le Chine occupait la première place mondiale, 

produisant à elle seule 27 millions de tonnes d’œufs, soit 35% de la production mondiale, suivie 

par les États-Unis (6.5 millions de tonnes, 8% de la production). La France quant à elle occupe 
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la 12è place, avec une production d’environ 850 000 tonnes (1.1% de la production mondiale), 

ce qui en fait le premier pays de l’Union Européenne pour cette production41,63. 

À l’horizon 2050, les tendances observées sur la Figure 2A devraient se poursuivre, la 

production de viande de poulet dépassant celle de viande de porc (181 millions de tonnes versus 

143 millions de tonnes), et les productions d’œufs et de viande de bœuf restant proche l’une de 

l’autre (102 millions de tonnes pour les œufs, 106 millions de tonnes pour la viande de bœuf)64. 

En plus de cette importance économique et industrielle, l’élevage rural de poules et poulets 

fournit jusqu’à 20% des apports de protéines animales dans la plupart des pays africains65. Ces 

animaux, qui font généralement partie de systèmes extensifs dans lesquels ils cherchent eux-

mêmes leur nourriture ne sont pas particulièrement sélectionnés et représentent 80% des 800 

millions de poulets du continent66. Cette forme d’élevage ne permet qu’une faible production, 

mais implique des investissements limités et est donc peu risquée financièrement. En plus des 

rôles sociaux et traditionnels des animaux67, on considère que cette forme d’élevage, dont la 

gestion est généralement dévolue aux femmes et aux jeunes permet leur autonomisation, en 

particulier dans les zones rurales. Enfin et surtout, l’élevage de poules et poulets fournit des 

aliments riches en protéines et nutriments, qui sont en plus, dans le cas des œufs, stockables 

dans les conditions locales. 

 

c) l’œuf, « nature’s perfect food » 

L’œuf de poule, en tant que cellule reproductrice, doit pouvoir assurer la survie et le 

développement du poussin68. Pour cela, il doit pouvoir fournir l’ensemble des nutriments 

nécessaires (stockés en particulier dans le jaune) et assurer une défense immunitaire (protéines 

immunitaires du blanc). Cela en fait un aliment de bonne qualité pour d’autres espèces animales 

comme les humains, et lui procure même le titre de « nature’s perfect food »69, de la part de 

certains auteurs enthousiastes.  

La formation de l’œuf commence dans l’ovaire de la poule, avec l’accumulation de lipides et 

de protéines dans le cytoplasme de l’ovocyte, qui donnera le jaune d’œuf. Cette accumulation 

commence 4 à 6 jours avant l’ovulation, à raison de 2 g par jour70. À part les immunoglobulines 

issues du sang (IgY), toutes les protéines et lipides du jaune ont pour origine le foie de l’animal, 

qui joue donc un rôle majeur chez les poules pondeuses. L’ovulation a lieu environ 24h avant 

la ponte. L’ovocyte expulsé par cette ovulation entre dans l’oviducte, dans lequel il subira les 

dépôts successifs des différentes composantes de l’œuf. D’abord, la membrane vitelline (10-12 

µm d’épaisseur), qui limite les contacts entre le jaune et le blanc, puis les protéines de l’albumen 

(c’est-à-dire le blanc), qui sont hydratées un peu plus loin. Après le dépôt du périalbumen, qui 
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entoure l’albumen, et des deux membranes coquillères (interne puis externe), l’œuf entre dans 

l’utérus dans lequel il restera pendant 20h. Il y subira pendant 12h le dépôt de la coquille71,72. 

Enfin, 2h avant la ponte, l’œuf est entouré par la cuticule. Ce processus recommence entre 15 

et 45 minutes après la ponte71. 

Dans un œuf frais, le blanc d’œuf représente 60% de la masse, le jaune 30% et la coquille 10%. 

Le blanc est composé à 90% d’eau, et à 10% de protéines et d’une faible quantité de glucose71. 

Parmi les protéines du blanc d’œuf, les protéines majoritaires sont les ovalbumines, dont les 

rôles biologiques ne sont pas encore bien compris. Ce sont en revanche ces protéines qui sont 

responsables de la coagulation du blanc à la chaleur. De manière générale, le blanc d’œuf a 

d’importantes propriétés antibactériennes, en particulier pendant la première moitié des 21 jours 

que dure l’incubation du poussin73. Le jaune d’œuf est lui composé à 50% d’eau. La majeure 

partie de la matière sèche du jaune d’œuf est composée quant à elle de triglycérides et de 

cholestérol (63%), le reste étant des protéines (33%), des sucres et des minéraux (~4%)74. 

Ainsi, l’œuf est considéré comme une très bonne source de protéines, dont les proportions en 

acides-aminés sont particulièrement adaptées aux besoins de l’être humain, et de graisses 

facilement digestibles. C’est en outre une bonne source de micronutriments (phosphore, fer et 

certaines vitamines). Il est en revanche pauvre en glucides, en calcium (pour ce qui est bien sûr 

de la partie consommable de l’œuf) et en vitamine C71. 

 

d) une espèce modèle à bien des égards  

La poule a plusieurs usages en recherche, en plus d’apparaitre dans des titres d’articles 

souhaitant exprimer le problème de causalité « qui de la poule ou de l’œuf ? » (c’est l’œuf75). 

C’est un animal de petite taille, facile à entretenir et avec un temps de génération court (moins 

d’un an). Cette espèce est utilisée pour la recherche sur le développement des vertébrés puisque 

les embryons contenus dans les œufs sont facilement accessibles et manipulables76, mais 

également en virologie (première découverte des rétrovirus77) ou encore en immunologie (c’est 

de la bourse de Fabricius, organe lymphoïde propre aux oiseaux, que les lymphocytes B tirent 

leur nom77,78). De plus, le groupe des Aves (auquel appartient la poule) et l’être humain ayant 

divergé il y a environ 300 millions d’années79, la poule se prête bien aux études de conservation 

d’entités génomiques à travers l’évolution, l’hypothèse étant qu’une telle conservation indique 

un rôle important pour l’entité en question. Nous avons utilisé ce principe à différentes reprises 

au cours de la thèse, sur les gènes d’ARN longs non-codants, en étudiant leur conservation chez 

l’humain et également la souris.  
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Le génome de la poule est 3 fois plus petit que celui de l’être humain (1.1 milliards de paires de 

bases – pb – contre 3.2 milliards pb), ce qui permet éventuellement de séquencer 3 fois plus 

d’individus, ou de réduire les coûts de séquençage de ce même facteur. Le caryotype du génome 

de la poule montre 38 chromosomes autosomes et de 2 chromosomes sexuels Z et W (2n = 

78)80, contre 22 chromosomes autosomes et de 2 chromosomes sexuels X et Y chez l’humain 

(2n = 46). Contrairement aux mammifères, les femelles sont hétérogamétiques (ZW) et les 

mâles homogamétiques (ZZ). Le séquençage du génome de la poule est encore incomplet à ce 

jour, en raison notamment du contenu en GC de certains chromosomes, qui complique leur 

séquençage81. En effet, les chromosomes 29 et 34 à 38 manquent entièrement, et le séquençage 

du chromosome 16, qui porte différents gènes liés à l’immunité et aux ARN ribosomaux est 

encore très imparfait82.  

Dans la présente thèse, nous avons utilisé l’assemblage « Gallus_gallus-5.0 »83 (2016) pour 

tous nos travaux, et notamment pour enrichir l’annotation Ensembl v94, prise comme référence, 

en gènes d’ARN longs non-codants, comme nous le verrons plus loin. Suite à la sortie de 

l’assemblage « GRCg6a », publié en janvier 2019 sur Ensembl, nous avons également proposé 

cette annotation enrichie en gènes d’ARN longs non-codants en prenant comme annotation de 

référence l’annotation v100, qui correspondait à ce nouvel assemblage (cf. article 1).  
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II – La régulation de l’expression des gènes : un levier de la 

variation des caractères complexes et de l’adaptation au 

milieu 

 

« Their macromolecules are so alike that regulatory mutations may account for their biological 

difference » 

 Abstract de King et Wilson en 1975, à propos des humains et des chimpanzés, in  

« Evolution at two levels in humans and chimpanzees », Science 188, 107–116 (1975)84. 

 

La variation des caractères complexes dans une population est notamment due à des variations 

d’expression des gènes (Encadré 1). La régulation de cette expression est un processus 

biologique extrêmement complexe. On sait aujourd’hui que de très nombreux variants sur le 

génome l’influencent, mais jusqu’à présent, très peu d’entre eux ont été mis en évidence (§ 1). 

Ces variants régulateurs peuvent agir directement ou indirectement sur l’expression du gène 

qu’ils contrôlent. On s’intéresse en particulier à ceux qui agissent directement sur l’expression 

d’un gène, qui sont alors causaux de la variation d’expression et provoquent sous certaines 

conditions un phénomène appelé « expression allèle-spécifique » (§ 2). L’expression des gènes 

permet également à l’individu de s’adapter aux variations de son environnement (§ 3). 

 

Encadré 1. L’expression des gènes 

La notion d’expression génique, ou expression des gènes, reviendra à de nombreuses reprises dans la 

présente thèse. Il convient donc d’en avoir une définition claire. 

► Au sens le plus large, l’expression des gènes consiste en l’ensemble des processus mis en œuvre 

pour permettre la transformation de l’information contenue dans la séquence d’ADN en un produit 

fonctionnel. Dans le cas d’un gène codant pour une protéine, ces mécanismes comprennent 

notamment : la transcription, les modifications post-transcriptionnelles (épissage, ajout de la queue 

poly-A, l’export de l’ARN, les mécanismes agissant sur sa stabilité), la traduction, les modifications post-

traductionnelles (modification de la protéine par phosphorylation, glycosylation et autres mécanismes 

agissant sur la stabilité ou le repliement de la protéine). Dans ce sens, la « régulation de l’expression » 

peut désigner indifféremment la ou les régulations de l’un, plusieurs, ou tous ces phénomènes.  

► Dans un sens plus étroit, qui est celui que nous utiliserons dans la présente thèse, l’expression des 

gènes consiste en la quantité de transcrits (ou un proxy de cette quantité) observable à un instant donné 

par une technique appropriée (dans notre cas, le RNA-seq) dans un échantillon donné. Cette quantité 

de transcrits est la résultante de deux phénomènes : la transcription (c’est-à-dire la production de 

transcrits) et leur dégradation. Dans ce sens, la « régulation de l’expression » désigne simultanément 

les régulations à l’œuvre dans ces deux grands phénomènes. Notons bien que les techniques d’étude 
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de l’expression les plus courantes (RNA-seq, microarray, RT-PCRq) permettent d’observer uniquement 

l’expression des gènes selon ce sens. 

► Dans son sens le plus étroit, l’expression des gènes consiste uniquement en le résultat de la 

transcription d’un locus génique. L’expression en ce sens est mesurable notamment grâce à la méthode 

GRO-seq (Global run-on sequencing), proposée par Core et al.85 (2008), qui permet de connaitre la 

position, la quantité et l’orientation des RNA polymérases engagées dans la transcription sur l’ensemble 

du génome. 

 

Il est donc important de prendre garde, en illustrant la régulation de l’expression des gènes par des 

variants sur le génome et étudiée par RNA-seq, à représenter ces variants comme ayant un effet sur la 

production de transcrits (transcription) ou leur dégradation.  

 

1. Variation de l’expression des gènes et variation des caractères 

complexes  

Le modèle infinitésimal propose que la variation des caractères complexes dans une population 

est due à une infinité de loci ayant de petits effets (§ a). On considère aujourd’hui que la majeure 

partie d’entre eux est localisée dans les régions régulatrices (§ b), mais leur nature biologique 

est inconnue (§ c). Cela explique que très peu d’études soient parvenues à en identifier (§ d). 

 

On considère pour un individu donné que son phénotype P est influencé par son génotype G, 

par l’environnement dans lequel il évolue E, et par l’interaction entre cet environnement et son 

génotype, G×E. Ainsi, on peut écrire :  

P = G + E + G×E, 

et la variation des phénotypes V(P) des individus au sein d’une population s’écrit quant à elle  

V(P) = V(G) + V(E) + Cov(G×E), 

où V(X) est la variance de X et Cov(X, Y) la covariance de X et Y. 

 

La composante G est sous-tendue par les effets des différents allèles de loci du génome. Ces 

loci peuvent être des Single Nucleotide Polymorphisms (SNP), des INsertion-DELetion 

(INDEL), des gènes, etc. 

 

Cette conception tire ses racines du modèle infinitésimal proposé en 1918 par Ronald Fisher86. 

En particulier, Fisher propose avec ce modèle que la composante G des caractères complexes 

est sous-tendue par une « infinité » de loci, ayant chacun un effet « infinitésimal ». 
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On est donc tenté de se poser quatre questions concernant ces loci : 

− Combien sont-ils ? 

− Où sont-ils ? 

− Que sont-ils ? 

− Comment agissent-ils ? 

 

a) une variation due à une infinité de loci, 

Au début des années 2000, l’ordre de grandeur de l’« infinité » de loci sous-tendant la 

composante G des caractères complexes tournait autour de la dizaine. Par exemple, une étude 

de 1999 portant sur les allèles impliqués dans l’autisme évoquait « a large number of loci 

(perhaps ≥ 15) »87. Le développement des analyses d’association pan-génomiques (Genome 

Wide Association Studies, GWAS) dans le milieu des années 2000 a fait drastiquement 

augmenter cet ordre de grandeur. Ainsi, en 2014 une méta-analyse d’études travaillant sur la 

composante génétique de la taille chez l’être humain (utilisant des données sur 253 288 

individus) a répertorié 697 variants ayant un effet significatif, expliquant 16% de la variance 

phénotypique88.  

La faible proportion de variance expliquée par variant était attendue dans le modèle 

infinitésimal, mais il est étonnant que même pris tous ensemble, les loci détectés comme 

affectant significativement le caractère d’intérêt n’expliquent qu’une proportion très faible de 

la variation d’un caractère dans la population. Manolio et al.89 (2009), qui travaillaient sur la 

transmission des maladies parlaient de l’héritabilité manquante. Cette héritabilité manquante a 

été en grande partie « retrouvée » dans des SNPs pour lesquels l’effet associé était trop faible 

pour être détecté à cause de la taille trop réduite des dispositifs utilisés alors90,91. Ainsi, dans 

l’étude sur la taille citée plus haut, l’ensemble des SNP dits communs (pour lesquels la 

fréquence de l’allèle mineur est ≥ 0.01) expliquent 50% de la variance phénotypique88, et une 

autre étude portant également sur la taille de 3 925 individus montrait que l’ensemble des SNPs 

détectés expliquent 45% de la variance90. En 2017, Boyle et al.92 ont proposé un modèle 

« omnigénique », dans lequel ils suggèrent que, eu égard à la forte interconnexion des gènes 

entre eux, l’ensemble des gènes exprimés dans un groupe cellulaire (par exemple un tissu) 

impliqué dans un phénotype d’intérêt a un effet sur le phénotype en question. L’idée ici est que 

même si un gène n’a pas un lien direct avec le phénotype, son action a un effet sur « quelque 

chose » (l’expression d’un autre gène, la quantité d’une protéine, etc.), et, de proche en proche, 
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cette action finit par influencer, quoique faiblement (« infinitésimalement ») un gène 

directement impliqué dans le phénotype d’intérêt. 

 

b) situés dans les régions régulatrices, 

En ce qui concerne leur localisation, la vaste majorité des variants associés aux caractères 

complexes sont situés hors des régions codantes93,94 : Pickrell93 estime que seulement 2% à 20% 

des SNP associés à des maladies humaines sont localisés dans les régions codantes. Plus 

précisément, Maurano et al.95 (2012) ont observé que 76.6% des SNPs associés par GWAS à 

des maladies ou des caractères complexes chez l’humain, et localisés hors des régions codantes, 

sont soit situés dans des régions hypersensibles à la DNase I (57.1%), soit en total déséquilibre 

de liaison avec un autre SNP dans une de ces régions (19.5%). Ces régions hypersensibles à la 

DNase I sont des régions ouvertes de la chromatine (donc accessibles à des facteurs extérieurs) 

et sont connus pour être des régions régulatrices de l’expression96,97. On peut donc supposer 

que ces variants dans les régions non-codantes affectent l’expression des gènes qu’ils régulent, 

ce qui est maintenant une hypothèse commune dans la littérature : la majorité des variants 

associés à la variation des caractères complexes sont régulateurs de l’expression. En particulier, 

le consortium GTEx, qui s’intéresse précisément au lien entre variation génétique et variation 

d’expression dans les tissus humains98 à l’aide de 17 832 échantillons issus de 52 tissus et 838 

donneurs, a montré que les variants régulant directement l’expression des gènes (dits variants 

cis-régulateurs, voir le point b) ci-après) étaient localisés à près de 60% dans des régions 

introniques, à ~10% dans des régions promotrices, puis en des proportions plus faibles dans 

d’autres entités génomiques99. Enfin, les paires « variant(s) cis-régulateur(s) – gène régulé » 

sont significativement enrichies dans les TAD (topologically associated domain)99, qui sont des 

segments de l’ADN formant des boucles et au sein desquelles les régions du génome 

interagissent plus souvent entre elles qu’avec des régions du génome extérieures au TAD100. 

Ces TAD ont chez l’humain une longueur moyenne de 880kb et sont divisés en sous-TAD 

d’une longueur moyenne de 185 kb101. Chez la poule, Foissac et al.102 (2018) rapportent des 

TAD d’une longueur moyenne de 148 kb dans le foie, et Fishman et al.103 (2019) des TAD 

d’une longueur moyenne de 308 kb dans des fibroblastes, en utilisant le même algorithme de 

détection. 

 

c) et de nature inconnue. 

L’avant-dernière question que nous posions sur ces loci, « que sont-ils ? », est la plus ardue. La 

nature biologique des variants régulateurs est rarement investiguée, car elle suppose d’identifier 
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avec précision le locus et de valider son implication, ce qui amène à réaliser des manipulations 

longues et coûteuses. Si on considère que le locus consiste en une altération de la séquence 

d’ADN, on peut spéculer sur le fait que ce soit l’une des différentes micro- ou macro-variations 

du génome connues (ex. SNP, petits INDEL pour les premiers, CNV pour les seconds104). 

Concernant les SNP, il est important de bien noter que les SNP détectés par GWAS ne sont que 

des marqueurs, en déséquilibre de liaison avec le variant qui a un effet réel (qui peut être, on 

l’a vu, un autre SNP, un INDEL ou autre chose), et qu’il est extrêmement rare que le SNP 

marqueur soit aussi causal.  

 

d) exemple de rares mises en évidence de loci régulateurs de l’expression 

La question « que sont-ils ? » se décline aussi en « comment agissent-ils ? ». Y répondre 

suppose de connaitre la fonction de la séquence affectée par le variant (TFBS, enhancer, 

silencer, autre chose ?) et donc de bien connaître l’ensemble des acteurs et mécanismes 

impliqués dans la régulation de la transcription et de la dégradation des ARN, ce qui est encore 

loin d’être le cas. En effet, malgré des travaux titanesques comme ceux du consortium 

ENCODE (Encyclopedia of DNA Elements)105, du Roadmap Epigenomics Project106, ou encore 

du consortium GTEx98, les annotations fonctionnelles des différents éléments régulateurs 

restent très générales, et les mécanismes sous-jacents mal connus107. Citons trois exemples de 

mise en évidence de variants causaux : (i) un haplotype à 2 SNP dans une région promotrice 

régulant l’expression d’un gène codant, (ii) un SNP dans une région enhancer régulant 

l’expression d’un ARN long non-codant (classe de gènes sur laquelle nous reviendrons plus 

longuement dans la deuxième partie de cette introduction), qui d’ailleurs régule lui-même 

l’expression d’un gène codant, et enfin (iii) 2 SNP, l’un dans un promoteur et l’autre dans un 

intron régulant l’expression d’un gène codant. Pour commencer, citons ainsi la mise en 

évidence par Le Bihan-Duval et al.108 (2011) d’un haplotype composé de 2 SNP affectant 

l’expression du gène BCMO1 et par suite la couleur de la viande du muscle pectoral chez des 

poulets de chair. Dans cette étude, les auteurs ont commencé par réaliser une analyse 

« génotype-phénotype » avec pour phénotype d’intérêt la couleur de la viande en utilisant deux 

populations de poulets de chair divergents, entre autres, pour cette couleur. Ils se sont ensuite 

intéressés à BCMO1, parmi les 30 gènes de la région QTL mise en évidence (4 Mb de longueur), 

qui était à la fois un bon candidat positionnel (car localisé près du marqueur le plus significatif) 

et fonctionnel (car impliqué dans la conversion du -carotène – jaune – en rétinal incolore). 

Ayant montré que cette région QTL était également une région contrôlant l’expression du gène 

BCMO1 lui-même (voir à ce sujet le paragraphe suivant sur les cis-eQTL), les auteurs ont 



22 
 

cherché un variant régulateur de l’expression du gène. Ils se sont intéressés aux variants 

présents dans le promoteur proximal du gène et ont mis en évidence 2 SNP en déséquilibre de 

liaison complet qui formaient deux haplotypes, l’un fixé dans une lignée (Gn57G, où n57 

représente 57 nucléotides), et l’autre (An57A) majoritaire dans l’autre lignée. Les auteurs ont 

alors transfecté des cellules d’une lignée d’hépatocytes de poule (lignée « LMH ») avec un 

système rapporteur basé sur la luciférase, qui consiste à insérer dans un plasmide la région 

promotrice de BCMO1 suivi du gène de la luciférase, qui code pour une enzyme dont l’intensité 

de fluorescence est une indication du niveau d’expression du gène. En testant les deux 

haplotypes grâce à ce système, les auteurs ont pu montrer que l’haplotype Gn57G dans le 

promoteur diminuait significativement l’expression de BCMO1 par rapport à l’haplotype An57A 

et aux haplotypes recombinants Gn57A et An57G, qui avaient tous trois le même effet sur 

l’expression. Il apparait donc clairement que la présence d’un G aux deux positions diminue 

l’expression du gène, mais les mécanismes sous-jacents n’ont pas été identifiés. Ensuite, chez 

le chien, Plassais et al.109 (2016) ont pour leur part mis en évidence un SNP régulateur de 

l’expression d’un ARN long non-codant (GDNF-AS), régulant lui-même l’expression d’un gène 

codant une protéine à proximité (GDNF), et connu comme impliqué dans une neuropathie 

caractérisée par une insensibilité à la douleur. Pour ce faire, les auteurs ont réalisé une GWAS 

avec 54 animaux (malades et sains) et identifié une région de 1.8 Mb. Ils ont ensuite séquencé 

cette région chez des individus malades et sains et mis en évidence environ 500 variants. Parmi 

eux, un seul ségrégeait de la façon attendue dans une population de 300 animaux sains et 

malades et était absent d’une autre population de 900 chiens sains. La comparaison de la région 

avec son homologue chez l’humain a montré que le SNP affectait un élément enhancer. Les 

auteurs ont enfin montré que la présence du variant entrainait une forte diminution de 

l’expression des deux gènes, et que le variant en question altérait fortement la liaison d’éléments 

régulateurs. Pour terminer avec ces exemples, citons le travail de Tian et al.110(2019). Les 

auteurs ont identifié chez l’humain 2 SNP régulant l’expression du gène ATF1, un oncogène 

impliqué dans le développement d’un cancer colorectal. En utilisant des données de GWAS 

déjà existantes dans des populations asiatiques, les auteurs ont identifié 157 gènes codants 

candidats, répartis à ± 1 Mb de 15 loci. En analysant les effets sur la prolifération cellulaire de 

l’utilisation d’ARN interférents contre ces gènes, les auteurs ont montré qu’ATF1 avait le plus 

fort effet sur la prolifération, rôle confirmé par d’autres moyens (sur-expression dans des 

lignées cellulaires, étude de la prolifération in vivo de cellules le sur-exprimant). De plus, ATF1 

était significativement surexprimé dans des jeux de données issus de tumeurs. Les auteurs ont 

ensuite montré que les deux marqueurs significatifs en GWAS (l’un dans des populations 
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asiatiques, l’autre dans des populations européennes) étaient également des eQTL d’ATF1. En 

s’intéressant aux SNP en déséquilibre de liaison avec ces marqueurs, les auteurs ont mis en 

évidence deux SNP, l’un dans le promoteur et l’autre dans le 1er intron, dont les positions 

superposaient toutes les deux des marques indiquant une accessibilité de la chromatine dans les 

données ENCODE. Enfin, ils ont montré que l’expression d’ATF1 variait significativement 

entre individus selon leur génotype pour ces deux SNP. La prédiction de sites de liaison de 

facteurs de transcription dans les deux régions concernées a suggéré un rôle potentiel de SP1 et 

GATA3. La différence d’affinité des deux régions pour ces facteurs de transcription en fonction 

des allèles des deux SNP a finalement été montrée. Enfin, les auteurs ont montré que GATA3 

et SP1 agissent de concert et promeuvent l’expression d’ATF1, qui lui-même entraîne 

l’expression de différents autres gènes favorisant la prolifération cellulaire. 

On voit à travers ces trois exemples que le repérage des régions contenant les loci d’intérêt se 

fait par GWAS, donc par une approche statistique. Ensuite, si l’étude des fréquences des 

variants présents dans la région, en lien avec le phénotype d’intérêt, ne suffit pas (cas des 

exemples 1 et 3), on réduit la région d’étude en s’intéressant aux gènes et à leurs fonctions. Les 

expérimentations de biologie moléculaire et cellulaire sont un passage obligé pour confirmer le 

rôle du ou des variants, après avoir confirmé leur effet direct sur l’expression du gène d’intérêt. 

 

2. Les cis-régulations et une de leurs conséquences expressionnelles : 

l’expression allèle-spécifique (ASE) 

Un variant régulateur peut agir sur l’expression du gène qu’il régule de différentes manières, et 

le vocabulaire entourant ces notations n’est pas toujours clair (§ a). Ces définitions posées, nous 

présenterons plus longuement les trans- et les cis-régulations (§ b). Les variants cis-régulateurs, 

auxquels nous nous intéresserons particulièrement dans la présente thèse à cause de leur rôle 

direct sur l’expression génique, provoquent, lorsqu’ils sont à l’état hétérozygote, un phénomène 

appelé « expression allèle-spécifique », qu’il est possible d’observer sous certaines conditions 

(§ c). 

 

a) définition des local, cis et trans-régulations 

L’expression des gènes est un « phénotype intermédiaire » entre un variant régulateur et un 

caractère complexe. Prendre ce phénotype, dit « phénotype expressionnel », comme phénotype 

d’intérêt permet donc de faire un lien entre variant et caractère complexe. Ce faisant, les loci 

mis en évidence comme ayant un impact sur le phénotype expressionnel sont appelés des QTL 
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d’expression, ou eQTL. Les eQTL sont donc des régions du génome contrôlant l’expression 

d’un gène, que l’on note alors eGene. Comme leur nom le suggère, on peut les détecter par 

analyse d’association (GWAS), en considérant comme phénotype d’intérêt l’expression d’un 

gène donné. Les eQTL ainsi détectés sont souvent évoqués dans la littérature avec l’un des 

préfixes « cis », « trans » ou « local », de manière parfois un peu confuse.  

 

En fait111–113,  

− lorsque le variant détecté par GWAS comme étant associé à la variation d’expression 

du eGene dans la population se trouve à proximité du eGene en question, on peut dire 

que ce variant est un local-eQTL.  

On ne peut guère aller plus loin dans la détermination de la nature (cis ou trans) de la 

régulation sans manipulation de biologie moléculaire et cellulaire ou analyse de 

l’expression. 

▪ Si l’on arrive à montrer que le variant régulateur (qui n’est pas nécessairement 

le variant analysé par la GWAS) est localisé dans une région régulatrice, et 

affecte directement l’expression du eGene, on pourra alors dire qu’il s’agit d’un 

cis-eQTL.  

▪ Si non, ou si au contraire on arrive à montrer que le variant régulateur agit 

indirectement, à travers une molécule intermédiaire, il s’agira d’un trans-eQTL.  

− En revanche, si le variant est localisé à distance du eGene, voire sur un autre 

chromosome, il est peu probable qu’il agisse directement sur l’expression du eGene, 

et il s’agit là aussi d’un trans-eQTL. 

 

b) illustration des trans- et cis-régulations 

Illustrons ces définitions à l’aide du cas suivant (voir aussi Figure 3A). Soient V un variant 

régulateur de nature inconnue (SNP, INDEL, autre chose) en déséquilibre de liaison avec un 

SNP M (pour marqueur), et G1 et G2 deux gènes. Admettons que V, M, G1 et G2 sont tous les 

quatre localisés sur le même chromosome. Admettons également que V contrôle directement 

l’expression de G1. C’est donc un cis-eQTL du eGene G1. Admettons encore que G1 contrôle 

l’expression de G2 (disons que G1 est un facteur de transcription). On peut donc dire que V 

contrôle en trans l’expression de G2 : son action régulatrice est médiée par une molécule 

intermédiaire, en l’occurrence le facteur de transcription codé par G1. Pour lever toute 
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ambiguïté, admettons enfin que dans le cadre d’une GWAS, le variant V ne fait pas partie des 

marqueurs étudiés, alors que M oui. 

 

 

Figure 3 | Illustrations des régulations en trans, en cis et de l’expression allèle-spécifique, 

conséquence des cis-régulations. A) Illustration de l’exemple proposé dans le texte. Le variant V et 

le marqueur M, qui a un effet neutre sur l’expression des gènes et est utilisé dans le cadre d’une GWAS, 

sont en déséquilibre de liaison. V régule en cis le gène G1. Notons que le mécanisme exact n’est pas 

connu, et que V pourrait très bien se trouver dans une région exprimée de G1. Le produit de G1 (un 

facteur de transcription dans notre exemple) régule ensuite l’expression de G2. B) Le chercheur 

s’intéressant à l’expression de G1 ou de G2 détecterait une région eQTL autour de M et contenant G1 

et G2. On ne peut que dire à ce stade que c’est une région local-eQTL car elle contient G1, G2, et, à 
priori, leurs régions régulatrices. C) Pour déterminer la nature de la régulation, il faut étudier l’expression 

allèle-spécifique des deux gènes dans un contexte où V est à l’état hétérozygote. Notons que la nature 

et la position de V sont inconnues, d’où le rectangle translucide qui le recouvre. M est omis pour 

simplifier le schéma. L’observation d’une expression allèle-spécifique pour G1, détectée grâce à la 

présence d’un SNP hétérozygote dans la région transcrite de G1, permet d’affirmer qu’il est cis-régulé. 

Le produit de G1 étant diffusible, il s’en forme un pool qui va réguler l’expression des deux allèles de G2 

de la même façon. Il n’y a donc pas d’ASE pour G2 (étudiable grâce au SNP hétérozygote dans sa 
région transcrite), et on peut dire qu’il est trans-régulé. 

 

Résumons (Figure 3A) :  

V → G1 : V contrôle directement l’expression de G1, V est un cis-eQTL de G1. 

V →…→ G2 : V contrôle indirectement l’expression de G2, V est un trans-eQTL de G2.  
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Le chercheur souhaitant étudier la régulation de l’expression de G1 ou de G2 et faisant une 

analyse d’association détectera une région dans laquelle M sera le marqueur le plus associé à 

l’expression de G1 ou de G2, et contenant le variant V (Figure 3B). Cette région pourra être 

déterminée en prenant les N kb amont et les N kb aval du SNP le plus significativement associé 

à la variation d’expression des gènes G1 et G2, dans notre cas le SNP M, ou bien, si la densité 

en marqueurs est élevée, la région sera constituée du continuum des SNP dépassant un certain 

seuil de significativité. À ce stade, la région contenant V et les deux gènes est un local-eQTL. 

Mais comment déterminer la nature cis ou trans de la régulation ? Notons d’emblée que si G2 

n’était pas localisé sur le même chromosome que V, la question serait réglée et on pourrait 

déduire que la régulation se fait en trans, mais ce n’est pas le cas ici. 

 

Pour répondre à la question, il faut se rappeler qu’un cis-eQTL est situé dans une des régions 

régulatrices du cis-eGene dont il contrôle l’expression, alors que l’action d’un trans-eQTL est 

médiée par une molécule intermédiaire, à priori diffusible (Figure 3C). 

Ainsi, si on considère une cellule qui contiendrait le variant V à l’état hétérozygote (avec disons, 

un allèle augmentant fortement l’expression de G1 et l’autre allèle sans effet particulier), on 

devrait observer une différence d’expression entre l’allèle de G1 porté par un chromosome et 

l’allèle porté par l’autre chromosome, V étant un cis-régulateur de G1. Au contraire, V étant un 

trans-régulateur de G2, agissant dans notre exemple à travers le facteur de transcription codé 

par G1, ce facteur peut diffuser librement dans la cellule, et affecter de la même manière les 

deux allèles de G2. On observera donc la même expression, quel que soit le chromosome. Ainsi, 

un gène régulé en cis présente une différence d’expression entre chromosomes lorsque son 

variant régulateur est à l’état hétérozygote. On parle d’expression allèle-spécifique, ou ASE 

(Allele-Specific Expression). Notons pour finir que pour « observer » cette différence 

d’expression entre chromosomes, il faut que les transcrits soient différents selon leur 

chromosome d’origine : il faut donc qu’ils portent au moins un variant qui soit en déséquilibre 

de liaison avec le variant régulateur (Figure 3C). 

 

c) l’expression allèle-spécifique (ASE) : une conséquence des cis-régulations 

L’ASE consiste donc en une expression différente entre les deux allèles d’un gène.  

On sait depuis les années 1960 que l’expression d’un gène peut ne pas être identique selon le 

chromosome sur lequel il est porté. Le cas le plus évident concerne l’expression mono-allélique 

de tous les gènes d’un chromosome : le chromosome X. En effet, chez les mammifères femelles, 
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qui ont un caryotype XX, l’un des deux X est aléatoirement inactivé dans chaque cellule, 

devenant le corpuscule de Barr114, et aucun des allèles des gènes portés par ce chromosome X 

inactivé ne s’exprime. Un autre phénomène assez connu depuis les années 1990115 est 

l’empreinte parentale (imprinting116), qui est une expression différentielle selon l’origine 

parentale du chromosome, mais pour laquelle le « choix » du chromosome inactivé n’est plus 

aléatoire, mais déterminé par son origine parentale. Ainsi, dans le cas d’IGF2 par exemple, 

seule l’allèle paternel est exprimé117. L’imprinting semble toucher assez peu de gènes : on en 

dénombre une quarantaine chez l’humain118, une centaine chez la souris119. En revanche, les 

chiffres concernant l’expression mono-allélique aléatoire pour les gènes portés par les 

autosomes sont assez confus. Ce type d’expression concernerait 400 des 3000 gènes testés chez 

l’humain par Gimelbrant et al. en 2007120 (soit 13%), plus de 10% des 1300 gènes testés chez 

la souris par Zwemer et al.121 (2012), alors que Reinius et al.122 (2016), en trouvent moins de 

1%, toujours chez la souris. Chez la poule en revanche, ce phénomène semble absent123–126. 

Toujours est-il que les exemples précédents sont des cas particuliers d’ASE127. En effet, dans 

le cas le plus courant, l’ASE est moins prononcée, c’est-à-dire que les deux allèles sont 

exprimés à des niveaux différents. Pour étudier l’ASE, il est fondamental de pouvoir associer à 

chaque transcrit d’un gène d’intérêt un chromosome d’origine128. Pour ce faire, on se fie aux 

polymorphismes présents dans les transcrits (et à l’état hétérozygotes dans l’individu), en 

faisant l’hypothèse que ceux-ci sont préférentiellement associés au variant régulateur. Dit 

autrement, on fait l’hypothèse que variant(s) régulateur(s) et polymorphismes dans les régions 

exprimées sont en déséquilibre de liaison.  

En ce qui concerne la fréquence de l’ASE, et donc des cis-régulations, rappelons que l’ASE, 

qui est l’effet visible d’une cis-régulation ne peut être observée que lorsque le variant cis-

régulateur et au moins un variant dans une région exprimée du gène cis-régulé sont à l’état 

hétérozygote. Les gènes présentant au moins un SNP hétérozygote seront appelés « gènes 

analysables » dans la suite. Entre différentes études, il nous semble que les variations du nombre 

de gènes analysables sont plutôt liées à la diversité génétique de la population d’où sont issus 

les animaux ainsi qu’au nombre d’individus analysés. Ainsi, on s’intéressera dans la suite aux 

pourcentages de gènes présentant une ASE par rapport au total des gènes analysables, en faisant 

l’hypothèse que ces gènes analysables constituent un bon échantillonnage de l’ensemble des 

gènes exprimés. Chez le bovin, Chamberlain et al.129 (2015) ont testé environ 8 000 gènes 

analysables (3 SNP hétérozygotes par gène en moyenne) dans 18 tissus d’un seul animal, et ont 

estimé qu’environ 90% de ces gènes (7 067 gènes au total) présentaient une ASE dans au moins 

un tissu. Ils ont observé une assez grande disparité dans le pourcentage de gènes ASE entre 
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tissus : selon le tissu, entre 16% et 82% des gènes exprimés et analysables présentaient une 

ASE (16% dans le thymus, 82% dans le poumon), mais il est difficile de généraliser ces résultats 

obtenus sur un seul animal. Toujours chez le bovin, Guillocheau et al.130 (2019) ont mis en 

évidence en utilisant 19 animaux une ASE pour 20% environ des gènes analysables dans le 

muscle (2 119 sur 12 269) ce qui est cohérent avec les résultats obtenus par Chamberlain et al. 

dans ce tissu (31% de gènes ASE : 1 394 sur 4 455). Chez la poule, Zhuo et al. (2017) ont 

observé dans du cerveau et du foie d’embryon que ~16.3% et 15.4% des gènes analysables 

présentaient une ASE. Ren et al.131 (2020) ont pour leur part utilisé des échantillons de foie et 

de muscle pectoral prélevés à trois âges (1 jour, 28 jours et 56 jours) sur des animaux F1 issus 

du croisement d’un poulet de chair mâle Recessive white et d’une poule pondeuse Lohmann 

pink (n = 6 animaux F1 pour les âges 1 jour et 28 jours, n = 7 pour l’âge 56 jours). Les auteurs 

ont considéré comme analysables des gènes portant au moins deux SNP pour lesquels chaque 

parent était homozygote pour un allèle différent, retenant ainsi 465 gènes. Parmi ces 465 gènes, 

les auteurs ont observé dans le muscle 2.1%, 0.4% et 1.7% de gènes ASE à 1, à 28 et à 56 jours 

d’âge, respectivement, et dans le foie, 2.8%, 4.1% et 1.1% de gènes ASE. Enfin, profitant des 

différents tissus et âges, Ren et al. n’ont identifié qu’un seul gène ASE dans les deux tissus 

(ENSGALG00000037671 à 1 jour d’âge). En revanche, ils ont identifié 5 gènes ASE à deux 

âges et 4 gènes ASE aux 3 âges. Chez le porc, Maroilley et al.132 (2017) ont observé dans le 

sang total de 38 animaux une ASE pour environ 11% des gènes analysables, en ne considérant 

comme ASE que les gènes contenant au moins un SNP hétérozygote présentant une ASE dans 

au moins un tiers des animaux hétérozygotes. Chez l’humain, Edsgärd et al.133 (2016) ont 

observé que 13.6% des gènes analysables présentaient une ASE (1 389 gènes ASE sur 10 231 

gènes analysables) en utilisant des globules blancs issus de 8 donneurs humains. Toujours chez 

l’humain, Fan et al.134 (2020) ont détecté 4.7% de gènes ASE (304 gènes ASE sur 6 540 gènes 

analysables) dans 121 échantillons de reins, et 42% et 57% gènes ASE (2 503 et 2 580 sur 5 961 

et 5 465 gènes analysables, respectivement) dans deux populations cellulaires de macrophages. 

Enfin, le consortium GTEx99 a observé chez l’humain que 94.7% des gènes codants de protéines 

et 67.3% des gènes d’ARN longs non-codants étaient cis-régulés, en utilisant 52 tissus. Dans le 

détail, le consortium a observé à travers ces 52 tissus une médiane de 42% des gènes cis-régulés, 

avec un 1er quartile à 26% et un 3e quartile à 57%, mais note une corrélation très claire entre le 

nombre de gènes détectés comme cis-régulés dans un tissu et le nombre d’échantillons 

disponibles pour le tissu en question (corrélation de Spearman = 0.95). 
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3. Expression des gènes et adaptation au milieu  

Nous avons vu l’importance de la régulation de l’expression dans la variation des caractères 

complexes dans les populations. Mais l’expression des gènes est également un des leviers de 

l’adaptation à des conditions changeantes (§ a). Nous illustrons ce point par un exemple en 

présentant l’enchaînement des évènements en réaction à une variation de la concentration 

cellulaire en cholestérol (§ b). 

 

a) généralités 

Les cellules, qu’elles constituent par elles-mêmes un organisme unicellulaire ou soient une 

partie d’un organisme pluricellulaire, sont amenées à faire face à des modifications plus ou 

moins importantes de leur milieu. Elles doivent s’y adapter pour assurer leur propre survie et, 

dans le cas des organismes pluricellulaires, celle de l’organisme entier. Lorsque la modification 

du milieu est détectée ou que l’information arrive à la cellule via les voies de signalisations 

extracellulaires, des processus biologiques comme le métabolisme, le cycle cellulaire ou 

l’expression des gènes sont altérés, permettant l’adaptation de la cellule, c’est-à-dire 

l’ajustement des fonctions biologiques aux nouvelles conditions de vie.  

En ce qui concerne l’adaptation des animaux d’élevage aux variations de leur environnement, 

différents travaux s’y sont intéressés sous l’angle transcriptomique. Parmi les facteurs de stress, 

citons la température135,136, les maladies infectieuses137 ou encore la variation de qualité de 

l’aliment138, tous trois en lien plus ou moins étroit avec le changement climatique4. Nous avons 

par ailleurs étudié l’effet du dernier facteur et son lien avec l’efficience alimentaire dans le 

cadre de l’article 4 de la présente thèse. Même si les variations transcriptomiques ne sont pas 

les seules impliquées dans la réponse des organismes aux conditions changeantes139, elles n’en 

sont pas moins nécessaires à l’ajustement du métabolisme d’une cellule ou d’un organisme aux 

conditions externes140. En effet, si la modification de l’expression génique n’est pas forcément 

le premier évènement d’adaptation à un stress, comme dans le cas d’un choc thermique où elle 

est précédée (et par la suite, activée) par l’activation des voies MAPK et PKB/Akt141, elle est 

un évènement clef dans l’adaptation, puisque qu’elle seule permet la synthèse de nouvelles 

protéines. 

 

b) exemple du cholestérol 

De manière générale, la perturbation du milieu est détectée par un système idoine, qui induit la 

transduction d’un ou plusieurs signaux qui modifient in fine l’expression de gènes de réponse. 
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Illustrons ce processus en observant les conséquences d’une perturbation qui entrainerait un 

diminution de la quantité de cholestérol142, une molécule hautement régulée. Lorsque la quantité 

de cholestérol est normale, du cholestérol est lié à la protéine SCAP (SREBP cleavage 

activating protein), elle-même liée à SREBP1 ou SREBP2 (sterol regulatory element-binding 

protein). Ce dernier est considéré comme le facteur de transcription clef de la régulation de la 

quantité de cholestérol. Ceci permet à SCAP, par un changement de conformation, de se lier 

avec INSIG (Insulin-induced gene 1 protein)143, elle-même liée à des oxystérols144. On est donc 

en présence d’un trimère SREBP2–SCAP–INSIG localisé dans la membrane du réticulum 

endoplasmique. Lorsque la quantité de cholestérol diminue (→ perturbation du milieu), il n’y 

a plus assez de stérols pour se lier à SCAP, provoquant la dissociation de SCAP–SREBP2 et 

de INSIG (→ détection par le système). SCAP–SREBF2 est alors dirigé vers l’appareil de 

Golgi144, où une partie de SREBP2 est clivée par les protéases résidentes145. Cette partie est à 

son tour dirigée vers le noyau (→ transduction du signal) et active l’expression de gènes 

impliqués dans la synthèse du cholestérol (→ modification de l’expression), c’est bien ici 

qu’intervient la régulation de l’expression dans l’adaptation aux conditions. L’augmentation de 

la quantité de ce dernier constitue un rétrocontrôle négatif sur ce processus146. 
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III – Annotation fonctionnelle des génomes par RNA-seq et 

étude de régulateurs de l’expression 

Dans cette troisième partie, nous faisons le point sur la méthode phare de la présente thèse, le 

RNA-seq (séquençage de l’ARN), et exposons, après avoir brièvement décrit son principe, ses 

applications plus ou moins courantes. Nous verrons que les applications en question reposent 

toutes sur la double capacité du RNA-seq à accéder au niveau d’expression des transcrits et à 

leur séquence (§ 1.). Nous présenterons ensuite sous divers aspects une classe d’ARN à laquelle 

nous nous sommes particulièrement intéressés pour son rôle dans la régulation de l’expression 

des gènes : les ARN longs non-codants (LNC, § 2.). 

 

1. Le RNA-seq permet d’accéder au niveau d’expression et à la séquence 

des régions exprimées 

Le RNA-seq est une méthode permettant d’accéder à la séquence des ARN et à leur niveau 

d’expression. Comme toute méthode, le RNA-seq a ses particularités et ses outils (§ a). Le 

RNA-seq possède une large gamme d’applications que nous listons, en séparant les applications 

les plus répandues (§ b), que nous avons utilisées pour certaines, des applications plus rares, 

auxquelles nous nous sommes également intéressés dans la présente thèse (§ c). 

 

a) brève description de la méthode  

Le RNA-seq (RNA-sequencing, séquençage de l’ARN) permet d’accéder aux séquences de 

l’ensemble des molécules d’ARN (c’est-à-dire les transcrits) présentes dans un échantillon, en 

proportion de leur quantité dans cet échantillon. La méthode est apparue dans la bibliographie 

début 2008, avec 3 articles publiés en l’espace de quelques mois, présentant des résultats sur 

Arabidopsis thaliana147, la levure148 et les mammifères149, encore que le premier article parlant 

d’une analyse de transcriptome par « High throughput sequencing-by-synthesis » date de 

2006150. La méthode, dans ses applications liées à l’analyse de l’expression (voir aussi plus loin 

« applications courantes du RNA-seq ») est aujourd’hui utilisée en remplacement des puces à 

ADN (en l’occurrence, à cDNA), appelées aussi microarray. 

 

Le RNA-seq consiste donc dans le séquençage d’ARN issus soit d’échantillon de tissus, un 

mélange hétéroclite de cellules de différents types, soit de cellules individualisées, dans le cas 

du single cell RNA-seq (scRNA-seq) que nous ne développerons pas. En général, ce ne sont 
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pas l’ensemble des ARN qui sont séquencés : en effet, 95% des ARN d’une cellule sont des 

ARN ribosomiques (rRNA) ou des ARN de transferts (tRNA)151. On peut donc, avant le 

séquençage, faire une sélection pour ne retenir que les ARN ayant une queue poly-A (pour les 

enrichir en ARN messagers matures et en certains ARN longs non-codants), faire une sélection 

sur la taille (pour les enrichir en micro-ARN), ou une ribo-déplétion, qui permet d’éliminer ces 

rRNA et de retenir ainsi en majorité les ARN messagers et longs non-codants152. Les ARN sont 

ensuite rétro-transcrits en ADN complémentaires (cDNA) – toutes les méthodes « -seq » 

actuelles consistent à séquencer de l’ADN – et ces cDNA passent par une étape d’amplification 

par PCR. 

 

En ce qui concerne le séquençage, différentes méthodes existent, et une revue de Goodwin et 

al.153 (2016) les récapitule. Retenons qu’elles peuvent être divisées en deux grands groupes : 

les méthodes générant des « reads » courts (short reads, moins de 1kb, souvent autour de 150 

pb actuellement), aujourd’hui les plus répandues et qui correspondent au séquençage de bouts 

de cDNA, et celles produisant des reads longs (long reads, de plusieurs kilo-bases), plus 

récentes que les précédentes, et qui visent à séquencer la molécule entière. Dans le cadre de la 

présente thèse, nous avons utilisé la méthode short reads d’Illumina, le leader sur le marché des 

appareils de séquençage154. Le séquençage permet de transformer l’information biologique 

portée par la séquence d’ARN en une information numérique sous la forme de reads. 

Les reads sont ensuite alignés sur le génome de référence de l’espèce dont est issu l’échantillon 

à analyser (sauf dans le cas où il n’y a pas de génome de référence, auquel cas il faut faire un 

assemblage de novo du transcriptome155–157, que nous ne détaillerons pas ici). L’objectif de 

l’alignement des reads est de déterminer la position de la séquence du read sur le génome de 

référence, et ainsi de savoir de quel gène il est issu. Les premiers outils d’alignement ont été 

créés pour des données de DNA-seq (séquençage du génome entier), et ne sont pas adaptés à 

l’alignement de données de RNA-seq (alors que l’inverse est vrai).  

La différence fondamentale entre reads de DNA-seq et reads de RNA-seq est que ces derniers 

sont issus en grande partie de transcrits matures, c’est-à-dire ayant subi l’épissage. Ainsi, 

certains reads venant de données de RNA-seq chevauchent des jonctions exon-exon, et des 

nucléotides contigus sur le read sont séparés sur le génome par un intron de plusieurs kilobases 

(en moyenne, 2.1kb pour les oiseaux158, 3.4kb pour les humains159). Les outils d’alignement 

doivent donc être capables « d’ouvrir » le read lorsqu’ils rencontrent un intron afin d’aller 

chercher la suite plus loin sur le génome. Parmi les différents outils existant pour l’alignement 

de reads de RNA-seq, citons Bowtie2160, kallisto161 ou encore STAR162. Ce dernier est 
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actuellement la référence définie par le projet ENCODE163, et c’est celui qui a été utilisé pour 

aligner les données de la présente thèse. 

 

b) applications courantes du RNA-seq : étude de l’expression, modélisation de 

nouveaux gènes et étude de l’editing 

On peut distinguer quatre grands types d’applications courantes pour le RNA-seq :  

− l’étude de l’expression des gènes, avec différentes déclinaisons, 

− la modélisation de nouveaux transcrits et de nouveaux gènes, 

− la détection de variants présents dans les séquences transcrites, avec en particulier 

l’étude de l’editing, 

− l’étude de l’expression allèle-spécifique, qui nécessite à la fois l’étude de l’expression 

et la détection de variant 

 

Encadré 2. Normalisation de l’expression des gènes 

L’idée de l’évaluation de l’expression des gènes est de déterminer le nombre de transcrits 

issus de chaque locus génique connu dans un échantillon. Cependant, les comptages bruts 

des reads ayant été alignés sur un gène donné ne fournissent pas une bonne estimation de 

cette grandeur, ne permettent pas de comparer l’expression de deux gènes dans un même 

échantillon, et encore moins de comparer l’expression des gènes entre échantillons. 

 

Deux facteurs importants influencent en effet le nombre de reads comptés comme alignés sur 

un gène donné : (1.) la taille du gène et (2.) le nombre total de reads qui ont été alignés : 

► Plus un gène est grand, plus les transcrits qui en sont issus sont grands, et plus ils 

« captent » de reads. Ainsi, à niveau d’expression équivalent (en termes de nombre de 

transcrits) un grand gène captera plus de reads qu’un petit gène.  

► Ensuite, plus le nombre de reads générés par le séquenceur pour un échantillon donné est 

grand, on parle aussi de « taille de la librairie », plus le nombre de reads alignés est important 

et plus il y aura de reads alignés sur chaque gène.  

 

Il faut donc, pour pouvoir comparer l’expression des gènes entre des échantillons, normaliser 

par la taille des gènes et par la taille de chaque librairie. 

Deux méthodes très utilisées à ces fins de normalisation sont la méthode RPKM149 (Reads 

Per Kilobase of transcript per Million reads mapped) et la méthode TPM164 (Transcripts Per 

Million, qui prend bel et bien en compte la taille du locus malgré ce que son nom peut laisser 

croire). 
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Elles se calculent de la manière suivante : 

Soit g un gène de longueur Lg kilobases. On considère une librairie de taille N reads, répartis 

sur un total de G gènes, et dans laquelle ng reads sont associés au gène g.  

Soient RPKMg et TPMg les expressions en RPKM et en TPM associées au gène g. 

On a :  

RPKMg = 
ng

Lg

 × 
1

N
 × 10

6
 

 

et : 

TPMg= 
ng

 Lg

×
1

∑ (ni ÷ Li)
G
i=0

 × 10
6
 

 

On voit donc que le RPKM rapporte, pour un gène donné, le nombre de reads normalisé par 

la taille du locus (terme de gauche) à la taille totale de la librairie (terme du milieu) et multiplie 

cette grandeur par un million (terme de droite). C’est l’expression la plus simple pour la prise 

en compte des deux facteurs évoqués plus haut, mais il présente l’inconvénient de varier 

significativement entre réplicats biologiques164.  

Le TPM rapporte pour sa part, pour un gène donné, le nombre de reads normalisé par la taille 

du locus (terme de gauche) à la somme de cette même grandeur pour tous les gènes (terme 

du milieu), et multiplie par un million (terme de droite). Ainsi, les TPM expriment la proportion 

de reads normalisés associés à un gène dans l’ensemble de la librairie (en partie par million). 

La somme des TPM de n’importe quel échantillon est donc égale à 1 million, ce qui rend aisée 

la comparaison de l’expression d’un gène entre deux échantillons, contrairement aux RPKM 

puisque les tailles de librairies sont généralement différentes. 

Notons tout de même que ces comparaisons ne devraient pas être réalisées entre échantillons 

dans lesquels la concentration d’ARN ou la proportion des différents transcrits sont 

différentes165. 

 

Pour terminer, le package edgeR166, utilisé pour les analyses d’expressions différentielles, 

applique aux comptages bruts une normalisation appelée TMM (Trimmed Mean of M values), 

reposant sur l’hypothèse que d’une librairie à l’autre, la majorité des gènes devrait avoir le 

même niveau d’expression. Ainsi, edgeR multiplie chaque librairie par un facteur visant à 

ramener les comptages bruts de la majorité des gènes au même niveau qu’une librairie prise 

en référence, en retirant du calcul les gènes les plus différentiellement exprimés entre 
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librairies, et les gènes les plus exprimés167. La normalisation TMM retire donc les 30% de 

gènes les plus différentiellement exprimés et les 5% de gènes les plus exprimés168. Notons 

l’hypothèse biologique faite par cette méthode : la plupart des gènes ne sont pas 

différentiellement exprimés entre deux échantillons et une minorité de gènes sont très 

fortement exprimés. 

 

Étude de l’expression : méthodes – L’étude de l’expression consiste à évaluer le niveau 

d’expression des gènes à partir du nombre de reads de RNA-seq alignés sur chaque gène connu. 

Cette étude se fait presque toujours à l’échelle des gènes, et non de leurs transcrits, car notre 

connaissance des génomes, notamment en termes de transcrits, est loin d’être parfaite, et elle 

est particulièrement lacunaire chez les espèces d’élevage. Ainsi, la version 100 d’Ensembl 

(datant d’avril 2020) compte pour l’être humain 228 116 transcrits pour 44 438 gènes (20 438 

codants, 24 000 non-codants dont 16 907 longs), soit 5 transcrits par gène environ, versus pour 

la poule, 39 288 transcrits pour 24 044 gènes (16 878 codants, 7 166 non-codants dont 5 506 

longs), soit 1.6 transcrits par gène environ. Tous les transcrits sont donc loin d’être connus. 

Quand bien même ils le seraient, les algorithmes actuels, basés sur les reads courts (short reads) 

ne permettent pas d’associer correctement une expression à un transcrit. Ainsi, certaines 

méthodes de quantification de l’expression comme featureCount169 fournissent une évaluation 

de la quantité de reads associés à chaque gène (ou d’ailleurs n’importe quelle entité génique, 

comme un exon) en comptant directement le nombre de reads qui le chevauchent. D’autres 

méthodes comme RSEM170, qui est un outil de référence du projet ENCODE, utilisent un 

modèle statistique pour inférer la quantité de reads associée à chaque transcrit connu avant 

d’agréger ces quantité à l’échelle du gène, ce qui permet de réduire les biais techniques171. 

Quelle que soit la méthode choisie, les résultats de ces évaluations de l’expression des gènes 

peuvent être fournis dans différentes unités, les plus classiques étant le nombre brut de reads 

(raw counts), les TPM (Transcripts Per Million) ou les RPKM (Reads Per Kilobase of 

transcript per Million reads mapped), que nous avons détaillés dans l’Encadré 2.  

 

Étude de l’expression : applications – En pratique, on se sert de ces résultats d’évaluation de 

l’expression à diverses fins. D’abord, pour qualifier le niveau d’expression d’un gène ou fixer 

la limite entre le bruit et l’expression réelle. On considère par exemple un gène codant une 

protéine comme exprimé à partir de 1 TPM environ, seuil qui descend, comme on le verra plus 

loin, à 0.1 TPM pour un gène d’ARN long non-codant.  
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Ensuite, on peut se servir des comptages des reads afin de comparer l’expression des gènes 

entre des échantillons issus de conditions différentes (par exemple, groupe « nourri avec un 

aliment hypo-énergétique » versus « contrôle » comme dans l’article 4) : il s’agit de l’analyse 

de différentiel d’expression, ou analyse DE. C’est l’application classique du RNA-seq. L’idée 

est de détecter les gènes significativement différentiellement exprimés entre les groupes, en 

faisant l’hypothèse que tout ou partie de ces gènes jouent un rôle dans, ou sont affectés par, ce 

qui différencie les groupes. Là encore, différents outils existent pour réaliser ce type d’analyse, 

les plus connus étant DESeq2172 ou edgeR166. C’est ce dernier que nous avons utilisé dans la 

présente thèse. Cet outil normalise les comptages bruts par la méthode TMM (Trimmed Mean 

of M-values, voir Encadré 2) avant de réaliser l’analyse DE proprement dite. Certains de ces 

outils ont d’abord été conçus pour être utilisés avec des données de microarray, qui permettaient 

également de faire des mesures d’expression. C’est en revanche la seule application possible 

du microarray sur les quatre que nous détaillons ici. 

Enfin, on peut également étudier les corrélations d’expression entre gènes, en faisant 

l’hypothèse que des gènes fortement corrélés en expression (« co-exprimés ») partagent un lien 

biologique. On peut donc par exemple inférer un rôle pour un ou des gènes encore peu connus, 

co-exprimés avec des gènes mieux connus (voir par exemple l’article 1). Des méthodes existent 

pour étudier les corrélations deux à deux entre les gènes connus exprimés d’un tissu (ordre de 

grandeur de 10 000 à 15 000 gènes), puis sélectionner et regrouper des gènes partageant de 

fortes corrélations. Citons particulièrement la méthode WGCNA173 (Weighted Gene Co-

expression Network Analysis). Cette méthode élève les corrélations à une puissance (souvent 

autour de 6), permettant de « creuser » la matrice de corrélation (seules les corrélations proches 

de 1 restent relativement élevées, les autres sont fortement diminuées). Cela permet de dégager 

des groupes, dits « modules », de gènes fortement co-exprimés. Nous avons utilisé cette 

méthode à différentes reprises dans cette thèse (voir articles 3 et 4).  

 

Modélisation de nouveaux transcrits et gènes – Pour étudier un gène, il faut d’abord en 

connaître l’existence. Le RNA-seq est une méthode de choix pour la modélisation de nouveaux 

transcrits, qui, superposés, définiront l’étendu d’un gène nouveau ou préciseront les limites d’un 

gène déjà connu. En effet, le séquençage se fait sans à priori, c’est-à-dire qu’aucune amorce 

avec une séquence précise n’est nécessaire. On peut ainsi supposer que tous les transcrits d’un 

échantillon sont séquencés. L’observation visuelle de l’alignement des reads résultant du 

séquençage (à l’aide du logiciel IGV174 par exemple) montre des empilements (« pile-ups ») de 

reads au niveau des exons exprimés des gènes connus, mais également des empilements qui 
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dépassent les limites en 5’ ou en 3’ d’un gène, voire des empilements dans des régions 

intergéniques. Ces empilements de reads dans des régions intergéniques peuvent résulter d’un 

bruit de fond transcriptomique (si un tel évènement existe en effet, et n’est pas lié à des erreurs 

d’alignement175,176). Mais ils peuvent aussi indiquer que la région génomique subit bel et bien 

la transcription voire l’épissage (dans le cas de reads chevauchant des jonctions), et constitue 

donc un gène jusqu’alors non-modélisé. La modélisation de transcrits (ou assemblage du 

transcriptome) à partir de données de RNA-seq se heurte à une difficulté similaire à l’évaluation 

de leur expression : pour un read donné, comment savoir à combien, et le cas échéant, à 

quelle(s), isoforme(s) il appartient ? La solution, comme précédemment, passe par l’utilisation 

de modèles statistiques pour la modélisation des transcrits avec leurs exons. Pour le gène, il est 

défini comme la région couverte par l’ensemble des transcrits dont au moins un exon se 

chevauche sur le même brin. Les transcrits et gènes que nous avons utilisés dans le cadre de 

l’article 1 avaient été modélisés préalablement177 à l’aide de l’outil Cufflinks178, qui fait 

également partie des outils de référence du projet ENCODE. 

 

Détection de différences entre ARN et ADN – L’édition de l’ARN (RNA editing) représente des 

modifications post-transcriptionnelles de la séquence de l’ARN. Les deux modifications les 

plus connues sont la transformation d’une adénine en inosine (A-to-I), qui est lue comme une 

guanosine lors de la traduction179, et la transformation d’une cytosine en uracile (C-to-U), même 

si d’autres modifications ont été observées (C-to-G, G-to-A par exemple)180. La détection d’un 

phénomène d’editing consiste à détecter un variant sur la molécule d’ARN alors que l’ADN 

génomique est homozygote à cette position. L’editing a surtout lieu sur les ARN double-brins, 

notamment ceux issus des éléments Alu chez l’humain181 (dont les équivalents chez la poule 

sont les séquences CR1182). Les évènements d’editing ont tendance à y apparaitre en clusters 

(phénomène dit d’hyper-édition), qui provoquent l’apparition de ≥ 20 sites édités183. Au 

moment de l’alignement des reads, l’application de filtres classiques quant aux « mismatches » 

(différences entre séquence du read et génome de référence) pour les reads de RNA-seq fait 

que ces reads sont éliminés. L’étude de l’editing par RNA-seq implique donc d’étudier les 

reads non alignés. Dans une publication de 2017, le consortium GTEx a cherché à bâtir un atlas 

de l’editing A-to-I, à partir de la base de données d’évènements d’editing RADAR184 et de 

données RNA-seq du consortium (RNA-seq sur 53 tissus de 552 donneurs, pour un total de 

8 551 échantillons). Ce travail a produit un catalogue de 2 802 751 sites édités chez l’humain. 

Cependant, l’étude par tissu a montré qu’au sein d’un tissu donné, une faible proportion de ces 

sites connus subit un évènement d’editing (≤ 0.15% de ces presque 3 millions de sites 
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répertoriés, soit moins de 4 500 évènements)185, dont plus de la moitié ont lieu dans des sites 

hyper-édités. L’ensemble de ces études explique que l’évaluation du nombre d’évènements 

d’editing peut varier de quelques dizaines à centaines186,187 180,188 lorsque les filtres classiques 

d’alignement de données RNA-seq sont utilisés (rendant cet évènement rare), à quelques 

milliers189, voire quelques millions185. 

 

c) applications plus rares du RNA-seq : détection de variants génomiques et 

expression allèle-spécifique 

Détection de variants génomiques – À l’editing près, le RNA-seq devrait permettre d’accéder 

aux variants situés dans les régions transcrites du génome, un sous-ensemble des variants 

détectés par les méthodes de séquençage du génome entier comme le DNA-seq. Cependant, 

comme nous le verrons dans l’article 2, la littérature à ce sujet est assez rare. En effet, depuis le 

premier article de Piskol et al.190, publié en 2013, moins d’une dizaine d’études191–198 se sont 

attelées à proposer des méthodes ou des outils de détection des SNP par RNA-seq chez les 

mammifères, et surtout à étudier la concordance entre les SNP détectés par RNA-seq et ceux 

détectés par DNA-seq (qui est actuellement la référence), ou parfois par puce à SNP192. De plus, 

ces études avaient en général un nombre restreint d’individus (en général ≤ 10193,195,196) et ne 

disposaient pas de données de RNA-seq et de DNA-seq collectées strictement sur les mêmes 

échantillons biologiques, ni même parfois sur les mêmes individus191,198. Nous présenterons 

dans l’article 2 les résultats que nous avons obtenus dans la détection de SNP par RNA-seq 

utilisant les méthodes recommandées par ENCODE, et particulièrement la comparaison de ces 

SNP détectés par RNA-seq à des SNP détectés par DNA-seq sur les mêmes tissus des mêmes 

individus, issus de deux populations de 15 et 8 poules. 

 

Expression allèle-spécifique – Enfin, s’il est possible de faire des comparaisons d’expression 

d’un gène entre deux individus ou groupes d’individus, il est également possible de comparer 

chez un individu diploïde, l’expression d’un gène entre les 2 chromosomes le portant. 

Lorsqu’une différence d’expression entre les deux allèles est détectée, on parle d’expression 

allèle-spécifique (allele-specific expression, ASE), phénomène décrit plus en détail plus haut. 

Pour associer à chaque read son chromosome d’origine, il faut disposer de la liste des variants 

hétérozygotes présents dans les régions exprimées du génome et de ceux présents sur les reads 

de RNA-seq. On peut pour ce faire n’utiliser que des données de RNA-seq, car, comme nous 

l’avons vu plus haut, l’editing ne concerne qu’un nombre très faible de sites et ne devrait 

introduire que de très rares erreurs dans cette détection. Une fois les variants détectés, ce qui 
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nécessite, rappelons-le, un premier alignement des reads de RNA-seq sur le génome de 

référence et l’utilisation d’outils de détection, il faut aligner à nouveau les reads de RNA-seq, 

mais cette fois-ci sur un génome de référence dit « masqué ». Sur ce génome masqué, les 

positions des variants détectés sont comme dissimulées à l’aligneur (en pratique, les nucléotides 

du génome de référence sont remplacés par un N qui n’est pas pris en compte dans l’alignement) 

et n’influencent donc pas l’alignement. L’idée est de ne pas favoriser l’alignement de reads 

portant le même allèle que le génome de référence à des reads portant un variant (qui ne serait 

pas alignés, ou alignés ailleurs), risquant de créer artificiellement un déséquilibre dans le 

nombre de reads associés à chaque chromosome, et donc une fausse « ASE ». Une fois les 

reads alignés, l’évaluation de l’expression allèle-spécifique se fait, en première approche, en 

comptant à chaque position de SNP hétérozygote, le nombre de reads portant chaque allèle. 

C’est l’approche adoptée par certains articles étudiant l’ASE129,130,132,199,200. L’inconvénient de 

cette approche, utilisée par l’outil ASEReadCounter201 par exemple, est qu’elle ne permet pas 

d’obtenir facilement une évaluation de l’expression allèle-spécifique à l’échelle d’un gène, mais 

seulement à l’échelle de chaque SNP qu’il contient. Une autre approche, adoptée notamment 

par phASER202 et ses déclinaisons203 utilisés par le consortium GTEx (notamment dans le cadre 

de l’article 5, en préparation), consiste d’abord à phaser autant que possible les SNP portés par 

un gène. Les comptages sont ensuite faits à l’échelle de ces haplotypes, puis un haplotype est 

associé à chaque gène (voir aussi le paragraphe 3 de la section II Articles et travaux 

complémentaires). Tout ce processus permet notamment de réduire le nombre de faux-

positifs202. Différentes études ont également adopté cette approche consistant à phaser les 

variants avant de réaliser les comptages, avec phASER ou d’autres outils204–208. 
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2. Les ARN longs non-codants (LNC) : des régulateurs encore méconnus 

Les ARN longs non-codants (LNC) forment une classe d’ARN dont l’étendue a été découverte 

relativement récemment grâce aux données de RNA-seq. Nous commencerons par définir et 

présenter ces gènes sous divers aspects (§ a), puis consacrerons un paragraphe à leur expression 

(§ b). Nous présenterons ensuite l’approche que nous avons choisie pour les classifier, (§ c) et 

nous listerons finalement grâce à des exemples les modes d’action connus à travers lesquels ils 

régulent cette expression (§ d). 

 

a) définition et prédiction  

Définition – L’histoire de la découverte de l’ARN est complexe, tant sur le plan moléculaire 

(identification et caractérisation de la molécule du point de vue biochimique) que sur le plan 

des idées (compréhension de son ou ses rôle(s), « dogme central » de Crick209,* en 1957).  

La découverte des ARN messagers peut être « datée » de 1961, avec l’article de Brenner et 

al.213. Ils ont comme caractéristique majeure (centrale, si l’on ose dire) d’être codants pour des 

protéines, c’est-à-dire qu’une partie de leur séquence nucléotidique correspond à une séquence 

d’acides aminés, et que le passage de la première à la seconde se fait via la traduction par les 

ribosomes.  

Les gènes à ARN longs non-codants et leurs transcrits (long non-coding RNA, lncRNA, et dans 

la suite, LNC) ne possèdent pas de cadre de lecture ouvert (Open Reading Frames, ORF) 

comparable à ceux des gènes codants des protéines (dans la suite, PCG), ce qui, comme nous 

le verrons plus loin, permet de les en distinguer. En ce qui concerne leur « longueur », ils ont 

été définis comme étant des transcrits de taille ≥ 200 nt, ce qui les distingue des ARN courts 

non-codants. Cette valeur arbitraire pourrait bien venir de ce que les protocoles de purification 

d’ARN classiques, particulièrement le RNeasy de Qiagen utilisé par Kapranov et al.214 en 2007 

ne retiennent pas les ARN de moins de 200 nt215.  

 

 

 
* Ce « dogme central » (sous-entendu, de la biologie moléculaire) a une histoire tourmentée. D’abord le terme 

« dogme » (« Opinion émise comme une vérité indiscutable » pour le dictionnaire Le Robert210) a été 

incorrectement utilisé par Crick qui n’en saisissait pas le sens, comme il l’explique dans son autobiographie : « I 

used the word the way I myself thought about it, not as most of the world does, and simply applied it to a grand 

hypothesis that, however plausible, had little direct experimental support. »211. Ensuite, l’hypothèse de Crick est 

que l’information, c’est-à-dire la détermination de la séquence, va de l’ADN vers les protéines, sans retour en 

arrière. Elle a été incorrectement expliquée par Watson en 1965, et on la comprend et l’explique maintenant 

(toujours incorrectement) sous la forme « l’ADN fait de l’ARN qui fait des protéines »212.  
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Un LNC est donc, selon la définition classique retrouvée au début de nombreux articles :  

« Un ARN d’une taille ≥ 200 nt et ne codant pas pour une protéine » 

 

Comme nous le verrons dans le paragraphe f), la majorité des études réalisées sur les LNC ont 

montré que ces gènes ont des rôles de régulateurs de l’expression d’autres gènes216–219 (citons 

pour les LNC les plus connus XIST220, H19221 ou encore HOTAIR222).  

Nous avons par ailleurs travaillé sur des données de RNA-seq obtenues après des protocoles ne 

retenant que les ARN poly-adénylés (poly-A+), comme dans la majorité des études concernant 

les LNC223. En effet, beaucoup de LNC sont détectés comme étant poly-A+, mais il est difficile 

de trouver des proportions dans la bibliographie, car il semble que, contrairement aux PCG, les 

LNC tendent à être « bimorphes », c’est-à-dire présents aussi bien à l’état poly-A+ que poly-A-

224–227. Ils semblent par ailleurs être 5’-cappés218,228. On peut donc dire que nous nous sommes 

intéressés dans la présente thèse aux LNC en tant qu’ARN poly-adénylé, au rôle potentiellement 

régulateur de l’expression d’autres gènes, d’une taille ≥ 200 nt et sans ORF comparable à ceux 

des PCG. 

 

Prédiction – Comme nous l’avons vu plus haut, les LNC ne possèdent pas d’ORF comparables 

à ceux des PCG. C’est justement en prédisant le potentiel codant d’un transcrit à l’aide d’outils 

idoines et en le comparant à celui attendu pour un PCG que l’on peut le classer comme étant un 

transcrit de PCG ou de LNC. Les outils de prédiction des LNC (revus brièvement ici : 177) 

utilisent en général le critère « longueur de l’ORF » (la suite de codons entre un codon start et 

un codon stop), et parfois l’existence dans une base de données de la protéine potentiellement 

associée. FEELnc229, utilisé lors d’une précédente thèse177 pour la prédiction des LNC utilisés 

dans l’article 1, présente différents avantages par rapport aux autres outils existant. FEELnc 

utilise pour la prédiction du potentiel codant la fréquence des k-mers, en plus de différents 

paramètres liés aux ORF. Par ailleurs, FEELnc réalise la classification des LNC par rapport au 

PCG le plus proche, en utilisant la nomenclature de GENCODE, puisqu’il a été développé par 

Thomas Derrien, auteur de l’article de référence sur les LNC humains226 en 2012. FEELnc 

prédit le potentiel codant de chaque transcrit à l’aide d’un algorithme de forêt aléatoire (random 

forest) entrainé à l’aide d’un jeu de PCG et de LNC connus fourni par l’utilisateur, en prenant 

donc en compte pour l’entrainement et les prédictions de potentiels codants les k-mers et les 

ORF. En l’absence de LNC dans le jeu d’entraînement, il est possible de les remplacer par des 

LNC « virtuels » créés soit par mélange aléatoire des séquences des PCG, soit par des séquences 

intergéniques choisies au hasard. Notons pour finir que les critères autour des ORF comparent 
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les ORF des LNC à celles des PCG connus. Il se trouve en effet que les LNC ont bel et bien des 

ORF, et certains LNC s’avèrent être à l’origine de la traduction de petits polypeptides (appelés 

parfois « micro-protéines »), d’une taille médiane évaluée à 43 acides aminés230, versus une 

médiane de 361 acides-aminés pour les protéines connues jusqu’à présent231. 

 

b) structure, origine biologique et conservation 

Structure – Les LNC tels que définis plus haut, comme les ARN messagers (ARNm), sont 

transcrits par l’ARN polymérase II, subissent une 3’-polyadénylation et ont une coiffe en 

5’218,232. Après leur transcription, les LNC subissent l’épissage, toujours comme les ARNm, 

raboutant ainsi leurs exons. Les LNC semblent avoir tendance à être composés de deux exons, 

aussi bien chez l’humain226,233 que la souris234, ou encore chez quatre espèces d’élevage (poule, 

porc, caprin et bovin)102. Cependant, cette tendance est à relativiser. En effet, étant moins 

exprimés que les PCG (cf. plus loin), les LNC sont également plus difficiles à modéliser 

correctement avec des reads courts (short reads). Ainsi, Lagarde et al.235 ont montré en 2016 

que 60% des LNC qu’ils ont analysés chez l’humain n’étaient pas entièrement modélisés en 3’ 

ou 5’ à l’aide d’une méthode alliant RACE (rapid amplification of cDNA ends) et reads longs, 

le RACE-seq. Les transcrits qu’ils sont parvenus à modéliser par cette méthode avaient un 

nombre d’exons comparable à celui des PCG, ce qui suggère que cette différence n’existe pas. 

 

Origine biologique – La recherche de l’origine biologique des LNC définis au « sens large » (≥ 

200 nt, ne codant pas de protéines) pourrait nous amener il y a environ 4 milliards d’années, 

aux origines de la vie elle-même. En effet, en 1962, Alexander Rich a fait l’hypothèse que 

l’ARN pourrait à la fois porter une information et avoir une activité catalytique236,237. Cette 

hypothèse a ensuite été surnommée l’hypothèse du monde à ARN (« RNA world ») en 1986 par 

Walter Gilbert238. Elle est soutenue par différentes découvertes datant des années 1980 qui 

suggéraient que les ARN peuvent avoir une activité enzymatique (en plus de porter une 

information). Il a été montré chez Escherichia coli et Bacillus subtilis que l’activité catalytique 

de la Ribonucléase P était portée par la partie ribonucléotidique de l’enzyme239, ou encore que 

chez Tetrahymena thermopila, l’ARN ribosomal est capable de s’auto-épisser240. Chez les 

bactéries, des ARN appelés « riboswitches » et capables notamment de lier des métabolites 

pourraient être des « descendants » de systèmes de régulation basés sur l’ARN241. Ce sont toutes 

les observations montrant une activité catalytique des ARN242, et en particulier une 

collaboration entre ARN différents243, qui tendent à supporter l’hypothèse du monde à ARN. 

Terminons sur le monde à ARN pour signaler que l’hypothèse n’est pas sans soulever des 
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questions quant à la stabilité de la molécule d’ARN244 et que d’autres hypothèses existent, par 

exemple que les ARN aient eux-mêmes été précédés par des molécules d’une autre nature 

biochimique, aujourd’hui inconnues245. 

 

Sans aller aussi loin dans le passé, et concernant maintenant l’apparition d’un LNC dans un 

génome, il semble qu’elle soit principalement due à la perte de fonction d’un gène auparavant 

codant177,246,247, aussi appelé « pseudo-gène ». Cette perte peut être due à l’apparition d’une ou 

plusieurs mutations246, de réarrangements chromosomiques ou encore à l’apparition d’un 

élément transposable dans la séquence codante248,249. La nuance entre LNC et pseudo-gène 

parait être dans certains cas purement sémantique : il existe en effet des pseudo-gènes qui sont 

exprimés et régulateurs de l’expression de PCG250,251. Cela étant, il existe également des régions 

du génome dont la séquence semble être paralogue de gènes fonctionnels, mais qui ne subit 

jamais de transcription et n’est plus sous l’influence que de la dérive génétique252, caractérisant 

alors un « vrai » pseudo-gène, dépouille d’un gène autrefois codant et condamnée à disparaitre 

(à moins d’un gain de fonction éventuel). De façon générale, l’hypothèse que des LNC sont 

issus d’un « regain de fonction » d’un pseudo-gène qui était avant un PCG est cohérente avec 

l’observation que les LNC partagent avec les PCG différentes caractéristiques structurelles 

(structure exon-intron, queue poly-A, coiffe 5’, etc.). L’apparition (ou la disparition) de 

nouveaux LNC semble être un évènement assez courant : Kutter et al.253 (2012) ont par exemple 

observé qu’entre le rat et deux espèces de souris (séparés évolutivement par « seulement » 13 à 

19 millions d’années pour le rat et les souris, 1 million d’années pour les deux espèces de 

souris), seuls 28% des LNC intergéniques orthologues entre ces trois espèces (ne chevauchant 

aucun PCG) voient leur expression conservée dans le foie de ces animaux, contre 55% des 

gènes codant des protéines. Ce résultat pourrait éventuellement poser la question de leurs rôles 

potentiels dans le phénomène de spéciation. 

 

Conservation – Les LNC sont en général bien moins conservés en termes de séquence primaire 

entre les espèces que les PCG254,255. Ils subissent néanmoins une pression de sélection plus 

importante que les introns ou les régions intergéniques, aussi bien au niveau de la séquence du 

gène même qu’au niveau des sites d’épissages et de la séquence promotrice254. Ainsi, les LNC 

sont composés de « patches » de séquences conservées, entourées de zones apparemment non-

conservées256,257. Cette notion de « patches » est à rapprocher de celle de petits motifs de 

nucléotides appelés k-mers, que l’on utilise dans le contexte de la génomique pour désigner des 

motifs de séquences de longueurs k nucléotides (où k est un entier naturel). Ainsi, Kirk et al.258 
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ont proposé dans la revue Nature Genetics en 2018 un outil analysant la séquence des LNC en 

se basant sur des k-mers, et l’ont utilisé chez l’humain et la souris avec k = 6. Ils montrent 

notamment (i) que les LNC peuvent être partitionnés en communautés en se basant sur leur 

contenu en k-mer, (ii) que le contenu en k-mers est corrélé avec la localisation cellulaire et la 

liaison aux protéines et (iii) qu’il existe des communautés de LNC (réunis en se basant sur leur 

contenu en k-mer) qui peuvent se retrouver à travers 10 espèces de vertébrés, ainsi que chez 

l’oursin.  

On comprend donc qu’il est compliqué d’étudier la conservation des LNC entre espèces par la 

séquence. Ainsi, la conservation est classiquement étudiée par synténie257,259–261, c’est-à-dire 

que l’on utilise les gènes codants situés en 5’ et en 3’ du LNC d’intérêt comme « bornes » et 

que l’on observe dans les autres espèces si un LNC se trouve entre les orthologues de ces gènes 

codants (sans autres gènes codants entre). Si c’est le cas et que les trois gènes sont dans la même 

orientation les uns par rapport aux autres, on peut suspecter une conservation. Nous avons 

utilisé cette méthode dans l’article 1 en complément de la conservation de l’expression à 

laquelle nous reviendrons un peu plus loin. Ainsi, Ulitsky et al.262 (2011) sont parvenus à 

« réparer » chez le poisson zèbre des phénotypes anormaux qu’ils avaient obtenus en altérant 

notamment l’épissage de LNC de poisson zèbre, en utilisant les orthologues humains et murins 

de ces LNC, alors même que les LNC en question partageaient de faibles similarités de 

séquence. 

Enfin, les séquences en amont des transcription starting sites (TSS) sont plus conservées entre 

espèces pour les LNC que pour les PCG263 (précisément, le pourcentage de séquences de 20 

nucléotides alignés entre génomes est plus élevé), et mieux conservés que les gènes eux-

mêmes264 (mesure de conservation par différentes méthodes). On trouve également des paires 

PCG:promoteur de LNC qui semblent conservées entre espèces265. Cela pourrait expliquer 

qu’un autre aspect de la conservation des LNC est la conservation expressionnelle : ils 

présentent une forte conservation de leur tissu-spécificité à travers les espèces266,267, avec 

d’ailleurs un très grand nombre de LNC spécifiques des testicules.  

Ainsi, il nous parait, suite à ce rapide exposé sur la conservation de LNC, que ce sont (i) de 

courts patches de nucléotides et (ii) les séquences en amont des LNC qui tendent à être 

conservés à travers l’évolution plutôt que la séquence primaire, et qui pourraient donc être 

importants pour l’action des LNC.  
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c) expression des LNC et tissu spécificité  

Le niveau d’expression des LNC est généralement plus faible que celle des ARN messagers (de 

l’ordre de 10 à 100 fois moins selon les études226,268–271, voir aussi l’article 1 à ce sujet). Ainsi, 

alors que pour les PCG, un niveau d’expression minimum souvent utilisé pour considérer un 

gène comme exprimé est 1 TPM ou RPKM, ce niveau est de 0.1 TPM ou RPKM226,272–274 pour 

les LNC, dans un certain pourcentage des échantillons étudiés pour s’assurer de la 

reproductibilité de l’expression. Certains auteurs ajoutent parfois une contrainte d’un nombre 

minimum de reads couvrant le gène (par exemple 6 chez de Goede et al.273 [2019], 5 chez nous 

dans l’article 1), ce qui permet d’éviter de considérer comme exprimé des gènes de petite taille 

(en particulier < 1kb, seuil auquel le fait de diviser la taille du gène en kb dans les formules des 

TPM et RPKM [cf. Encadré 2] a un effet multiplicatif), et peut-être aussi d’ajouter un aspect 

plus concret aux formules d’expression. 

L’expression des LNC est également plus tissu-spécifique que celle des PCG. Cela signifie que 

les LNC ont une tendance plus forte à être exprimés à un niveau donné dans quelques tissus et 

à des niveaux bien plus faibles dans les autres, voire exprimés uniquement dans un tissu et pas 

du tout dans les autres. Les PCG au contraire ont plus tendance à être ubiquistes, c’est-à-dire 

exprimés à des niveaux relativement proches dans de nombreux tissus (même s’il existe des 

PCG tissus-spécifiques). Différentes méthodes existent pour évaluer la tissu-spécificité de 

l’expression des gènes, revues par Kryuchkova et Robinson275 (2016). Parmi elles, nous avons 

utilisé le score τ (pour l’article 1), proposé par Yanai et al.276 (2005). Le τ compare l’expression 

d’un LNC dans chaque tissu à celle du tissu où elle est la plus élevée et s’exprime sur une 

échelle allant de 0 (gène ubiquiste, exprimé au même niveau dans tous les tissus étudiés) à 1 

(gène « tissu-exclusif », exprimé dans un seul et unique tissu). C’est une mesure de tissu-

spécificité qui a une bonne corrélation entre jeux de données différents et est robuste aux 

méthodes de normalisation275. Cela étant, pour un gène donné, le score de tissu-spécificité varie 

très probablement en fonction du nombre et de la nature des tissus étudiés. En revanche, pour 

des classes de gènes prises dans leur ensemble (PCG, LNC), on s’attend à retrouver des 

tendances similaires entre projets utilisant des tissus variés, en nombre suffisant. En ce qui 

concerne les ordres de grandeur de cette tissu-spécificité, Ransohoff et al.277 (2017), en utilisant 

le score τ avec 30 tissus chez l’humain observent en effet que les LNC sont plus tissu-

spécifiques que les PCG. En fixant le seuil de tissu-spécificité à τ ≥ 0.88 (on trouve aussi la 

valeur τ ≥ 0.90278 ou 0.95270), 61% des LNC étaient tissu-spécifiques, versus 30% des PCG. 

Cabili et al.271 (2011), en étudiant 24 tissus humains, ont estimé que 78% des LNC 

intergéniques (cf. paragraphe suivant pour les classifications des LNC) étaient tissus-
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spécifiques, contre 19% des PCG en utilisant une métrique basée sur l’entropie qui compare 

l’expression d’un LNC à travers les tissus à un modèle dans lequel le LNC ne serait exprimé 

que dans un seul tissu. Les auteurs montrent par ailleurs que cette tissu-spécificité ne résulte 

pas du plus faible niveau d’expression des LNC, et qu’à niveaux d’expression comparables, les 

LNC restent plus tissu-spécifiques que les PCG. Le testicule est un organe dans lequel semble 

se trouver un grand nombre de LNC tissus-spécifiques : 33% des LNC tissu-spécifiques étudiés 

par Ransohoff et al. (2017) avaient leur plus forte expression dans le testicule ou le cerveau, 

une proportion similaire à celle obtenue par Cabili et al. (2011). De même, dans le cadre des 

travaux du consortium GTEx, Melé et al.272 (2015) ont observé en utilisant 43 tissus humains 

que moins de 200 gènes étaient exprimés uniquement dans un tissu, dont 95% l’étaient dans le 

testicule, avec parmi eux 90% de LNC. Chez les espèces d’élevage, très peu de travaux se sont 

intéressés à la tissu-spécificité d’une façon globale, ne permettant pas de tirer des ordres de 

grandeurs du nombre et de la proportion de LNC et PCG tissus-spécifiques dans suffisamment 

de tissus. Chez le porc, en utilisant 9 tissus et la même métrique que Cabili et al., Tang et al.279 

(2017) ont observé qu’environ 60% des LNC et 20% des PCG étaient tissus-spécifiques, ce qui 

est très proche des résultats obtenus par Cabili et al. chez l’humain. Chez la poule, Muret et 

al.269 (2017), en utilisant du foie et du tissu adipeux, ont observé que 24% des LNC étaient 

exprimés dans un seul tissu, versus 4% des PCG. Nous avons pour notre part étudié la tissu-

spécificité dans plus de 20 tissus des PCG et LNC chez la poule, et présentons les résultats 

obtenus dans l’article 1. 

 

d) classification(s) 

Comme l’expriment joliment les auteurs d’une revue de la littérature de 2015 sur les 

classifications possibles des LNC, celles-ci ont « mushroomed »† ces dernières années280, au 

rythme des découvertes sur ces gènes. Cependant, les auteurs montrent que les termes utilisés 

dans ces classifications se chevauchent parfois les uns avec les autres, et sont souvent confus. 

Ainsi, citons grâce à la table 1 de cette revue les classifications basées sur la taille du LNC (qui 

distingue par exemple des très longs ARN non-codants), sur l’association avec des gènes 

codants (sur lesquelles nous reviendrons dans la suite – notamment dans l’article 1), 

l’association avec d’autres éléments de l’ADN (par exemple promoteurs ou enhancers), 

l’association avec une voie biochimique (par exemple précurseurs de miRNA – voir à ce propos 

l’article 1), sur la conservation d’une région ou d’une séquence, sur leur expression dans 

 
† Manière de dire qu’elles sont apparues rapidement et en grand nombre, comme des champignons après une averse 
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certains états physiologiques, sur l’association à des structures subcellulaires (chromatine, 

corps nucléaires) ou encore sur la fonction280. Nous avons pour notre part adopté la 

classification proposée par le projet GENCODE226, basée sur le PCG le plus proche.  

 

 

Figure 4 | Classification des LNC par rapport aux PCG. A) Illustration des situations géniques et 
intergéniques. Pour les géniques (gauche) de haut en bas, illustration de : sens et antisens, exonique 
et intronique, « overlapping », « containing » et « nested ». En bas, exemple d’une configuration 
antisens exonique et sens intronique. Pour les intergéniques (droite), de haut en bas : configurations 
même-brin et brin opposé (haut), upstream et downstream (milieu) et divergente et convergente (bas). 
B) Illustration de cas menant à une mauvaise classification. En haut, un LNC en même-brin d’un PCG 
peut en fait être une partie du PCG en question. En bas, un LNC en configuration divergente est en fait 
en configuration antisens car le LNC est mal modélisé (ici premier cas exon trop court). 

 

Cette classification, réalisée par le module de classification de l’outil FEELnc229, sépare les 

LNC comme suit (Figure 4A) :  

− géniques (qui chevauchent un PCG), parmi lesquels : 

▪ sens : les deux gènes sont portés par le même brin d’ADN, 

▪ antisens : chaque gène est porté par un brin différent. 

Un LNC sens ou antisens peut enfin être exonique si le LNC chevauche tout ou 

partie d’un exon du PCG, intronique sinon. Enfin, selon que le LNC chevauche, est 

inclus ou contient le PCG, on peut préciser la configuration en overlapping, 

containing ou nested, respectivement. 

− intergéniques (qui ne chevauchent pas de PCG), parmi lesquels : 

▪ même-brin : les deux gènes sont sur le même brin d’ADN, en « file indienne », 
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▪ divergent : chaque gène est porté par un brin d’ADN, leur TSS sont l’un à côté 

de l’autre et lorsqu’ils sont transcrits, les polymérases s’éloignent, 

▪ convergent : chaque gène est porté par un brin d’ADN, leur TSS sont de part et 

d’autre des deux gènes et lorsqu’ils sont transcrits, les polymérases se 

rapprochent. 

Pour être plus précis, cette classification se fait au niveau des transcrits : chaque transcrit d’un 

LNC est classifié par rapport à chaque transcrit du ou des PCG proches (par exemple, tous les 

PCG dans une fenêtre de 100 kb). Ainsi, un LNC donné peut voir ses transcrits avoir différentes 

classifications (en termes de classe et en termes de PCG). Pour appliquer la classification à 

l’échelle du gène, il convient alors de décider d’un ordre de « préséance » pour les différentes 

classifications. Aucun travail n’a, à notre connaissance, proposé un tel ordre. Nous en avons 

donc proposé un dans l’article 1, en tentant de concilier (i) le potentiel de détecter des situations 

pour lesquelles les configurations, et par suite d’autres analyses, les co-expressions, amènent à 

faire des hypothèses biologiques et (ii) la capacité à détecter des situations dans lesquelles deux 

gènes pourraient n’en faire qu’un à cause d’une annotation incomplète, particulièrement au 

niveau des transcrits dont nous avons vu plus haut à quel point l’annotation était lacunaire chez 

la poule. Cette classification, si elle peut paraitre descriptive, n’est pourtant pas dénuée 

d’intérêt. En effet, différents travaux ont montré que les LNC en configuration antisens ou 

divergente avaient tendance à réguler l’expression du gène codant le plus proche281,282 ou en 

tous cas à y être corrélé, que ce soit positivement283–285 ou négativement286,287, parfois à travers 

un promoteur bidirectionnel dans le cas des divergents288–290.  

Enfin, rappelons que notre connaissance des génomes reste globalement imparfaite. De manière 

générale, on peut dire que les PCG sont mieux connus que les LNC, et que les génomes humains 

ou d’espèces modèles comme la souris sont mieux connus que les génomes des espèces 

d’élevage. Ces différences sont particulièrement prégnantes au niveau des transcrits : Ensembl 

v101 répertorie 5 transcrits par gène chez l’humain contre 1.6 chez la poule. En détail, on 

compte chez l’humain 3 transcrits par LNC et 8 par PCG, et chez la poule, 1.6 transcrits par 

gène pour ces deux classes. Les modèles de gènes sont donc amenés à évoluer et donc les 

classifications aussi : un LNC en position divergente ou convergente proche d’un PCG pourra 

se révéler à l’avenir être en fait un antisens à la faveur d’une meilleure modélisation d’un des 

transcrits, (particulièrement au niveau du premier ou dernier exon), voire même d’un transcrit 

jusque-là inconnu, qui ferait que les modèles géniques seraient en fait chevauchants (voir Figure 

4B). De la même manière, un LNC de type même-brin peut très bien se révéler être en fait un 

bout du PCG, faisant partie d’un transcrit encore non-modélisé. Ce dernier cas est 
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particulièrement crédible lorsque les deux gènes présentent une forte corrélation d’expression. 

Un tel cas a été mis en évidence par le laboratoire (Muret et al. en 2019259) : une autre équipe 

avait utilisé des siRNA dirigés contre les transcrits d’un LNC situé à proximité sur le génome 

et en même-brin que le gène SCD, provoquant une diminution de l’expression de SCD. Les 

deux gènes ne faisaient en fait qu’un : le LNC était un exon non-modélisé de SCD, les siRNA 

ciblaient donc en réalité les transcrits SCD directement.  

 

e) Atlas des LNC 

À notre connaissance, il n’existe pas de travaux qui ont pour ambition de rassembler les 

répertoires existants de LNC des espèces d’élevage, contrairement à l’être humain226,291–293. Il 

existe pourtant quelques bases de données, en plus des références Ensembl ou NCBI, qui 

recensent des LNC dans les espèces d’élevage comme ALDB294 et NONCODE295. Il existe 

également quelques travaux visant à modéliser de nouveaux LNC même s’ils portent en général 

sur un faible nombre d’individus ou de tissus, ce qui ne permet pas d’établir de larges catalogues 

(voir les études chez le bovin296, le mouton297, le poulet269, chez le poulet, le porc et le bovin278, 

ou encore chez les quatre espèces, bovin, porc, chèvre et poule102). Dans ce contexte, nous 

avons étendu l’annotation de référence Ensembl du génome de la poule en agrégeant les 

modèles de LNC des bases de données publiques et des modèles nouvellement générés au 

laboratoire. Avec l’outil FEELnc, nous avons ensuite classé les LNC par rapport au PCG le plus 

proche et avons étudié leur expression, et notamment leur tissu-spécificité dans plus de 20 tissus 

(cf. article 1). 

 

f) rôles et mécanismes d’action des LNC  

Les LNC sont, on l’a dit, d’importants régulateurs de l’expression des gènes. Comme nous 

allons le voir, ils agissent aux différentes étapes de l’expression des gènes : aux niveaux pré-

transcriptionnel et transcriptionnel en agissant sur la structure et l’accessibilité de la chromatine 

et sur la transcription elle-même, au niveau post-transcriptionnel en agissant sur la stabilité des 

ARN. 
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Figure 5 | Vue générale des différents mécanismes d’actions des LNC développés dans cette 
partie. A) Xist provoque la transformation d’un des deux chromosomes X des femelles mammifères en 
corpuscule de Barr via différents processus liés à des domaines fonctionnels du LNC. Adapté de 298. B) 
Firre entraîne le rapprochement physique de 5 loci. Ici 3 loci du génome de la souris sont représentés : 
2 sur le chromosome 2 et 1 sur le chromosome 17. Adapté de 299. C) Khps1, antisens selon notre 
classification de SPHK1, recrute p300/CBP, provoquant une modification de la structure chromatinienne 
au niveau du promoteur de SPHK1 et sa transcription. Reproduit de 284. D) lncPRESS1 interagit avec 
SIRT6, l’empêchant de retirer des marques d’histones favorisant la transcription au niveau de 
promoteurs de gènes impliqués dans la pluripotence dans des cellules souches embryonnaires. 
Reproduit de 300. E) L’ARN 7SK contrôle l’activité kinase du facteur l’élongation P-TEFb : lié au complexe 
ribonucléoprotéique dont fait partie 7SK, l’activité kinase est inhibée. Lorsqu’il est libre, P-TEFb 
phosphoryle des ARN polymérases II, activant la transcription. Adapté de 301. F) L’expression du LNC 
Airn, antisens d’Igfr2, par le chromosome paternel empêche le recrutement d’ARN polymérases II et la 
transcription d’Igfr2. Le phénomène inverse s’observe sur le chromosome maternel. Adapté de 302. G) 
partie haute : localisations respectives de Bendr et Bend4. Partie basse : par rapport au contrôle (« wild-
type »), la délétion d’une région de 750 pb autour du premier exon de Bendr, supposée correspondre 
au promoteur, abolie l’expression de Bendr et diminue de moitié environ celle de Bend4. Suite de la 
légende en haut de la page suivante. 
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L’insertion d’un signal de poly-adénylation précoce (pAS) dans la séquence de Bendr entraine la 
production d’un transcrit très tronqué, difficilement détectable, mais n’a pas d’effet sur l’expression de 
Bend4. C’est donc le fait que Bendr soit transcrit, et non sa séquence, qui influence l’expression de 
Bend4. Adapté de 303. H) Le LNC NEAT1 provoque la phosphorylation d’une SR protein (SRp), 

entrainant l’épissage alternatif du gène PPAR. Adapté de 304. I) le LNC « Zeb2 AS », antisens de Zeb2 
selon la classification que nous avons utilisée, inhibe l’action du complexe d’épissage (Spliceosome, 
SP), entrainant la production d’un transcrit possédant un site interne d’entrée du ribosome (IRES, 
Internal Ribosome Entry Site). Ce site permet la traduction du transcrit. Adapté de 304. J) Des LNC 
peuvent se lier au 3’-UTR de certains ARNm, formant de l’ARN double-brin ciblé et dégradé par STAU1 
lors du STAU1-mediated messenger RNA decay (SMD). Adapté de 305. K) L’appariement de microARN, 
comme miR-7 à certains LNC, comme Cyrano, provoque la dégradation du microARN via la target 
RNA–directed miRNA degradation (TDMD). Adapté de Sophie Mockly, communication personnelle. L) 
Le LNC NORAD séquestre des protéines PUMILIO1 et 2, les empêchant de favoriser la dégradation 
d’ARNm. Adapté de 306. 

 

Structure et accessibilité de la chromatine – L’exemple probablement le plus frappant d’une 

modulation de la chromatine par un LNC est la transformation d’un des deux chromosomes X 

des femelles mammifères en corpuscule de Barr, phénomène que nous avons évoqué plus tôt à 

propos de l’expression mono-allélique. Chez la souris, cette transformation est due à plusieurs 

LNC portés par le chromosome X, dont Xist (X-inactive specific transcript, le plus connu), mais 

également RepA, Tsix, Xite ou encore Jpx, tous localisés dans une région appelée le 

X‑inactivation centre (Xic)307. Lors de ce processus, Xist est exprimé par le chromosome qui va 

devenir le corpuscule de Barr et le « recouvre », provoquant in fine la répression de toute 

expression308, après différentes modifications épigénétiques (méthylation de l’ADN et des 

histones par exemple)307 et potentiellement d’autres mécanismes encore mal compris309 (Figure 

5A). Autre exemple, Firre (« functional intergenic repeating RNA element », Figure 5B) est 

supposé permettre le rapprochement physique de son site de transcription et de cinq autres loci 

(portés par les chromosomes 2 [2 loci], 9, 15 et 17 chez la souris). Les contacts entre Firre et 

ces 5 sites ont été mis en évidence par une méthode permettant de cross-linker ARN et ADN 

puis de séquencer l’ADN liée à un ARN d’intérêt (méthode RAP, RNA antisens purification)310, 

et la colocalisation de Firre et des 5 sites mis en évidence par hybridation in situ en fluorescence 

(FISH, fluorescence in situ hybridization). Plus précisément, le facteur nucléaire hnRNPU se 

lie d’une part à ces loci chromosomiques et d’autre part à Firre via une séquence répétée299. 

Notons que ni XIST ni FIRRE n’ont d’orthologue connu chez la poule. 

Concernant l’accessibilité de la chromatine, citons chez l’humain Khps1, un LNC antisens de 

SPHK1 qui recrute l’acétyltransferase p300/CBP, provoquant une modification de la structure 

chromatinienne au niveau du promoteur de SPHK1, favorisant sa transcription284 (Figure 5C). 

Enfin, lncPRESS1, interagit avec la protéine codée par SIRT6 (une histone déacétylase) chez 

l’humain par un mécanisme encore non-élucidé. Cette interaction empêche SIRT6 de retirer des 
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marques H3K56ac et H3K9ac au niveau de promoteurs de gènes impliqués dans la pluripotence 

dans des cellules souches embryonnaires (Figure 5D). Cela maintient l’expression des gènes en 

question, et donc la capacité de ces cellules à la pluripotence300. 

 

Transcription – Des LNC peuvent réguler l’ARN polymérase II (et donc la transcription 

d’autres gènes). Ils ne tombent en revanche pas dans notre définition « stricte », puisqu’ils ne 

sont pas poly-adénylés et ne sont d’ailleurs pas eux-mêmes transcrits par l’ARN polymérase II 

mais par l’ARN polymérase III. On peut tout de même citer chez l’humain l’ARN Alu, un ARN 

non-codant de 281 nt311 issu de l’élément transposable du même nom312. Cet ARN réprime la 

transcription après un choc thermique en se liant à l’ARN polymérase II et en s’insérant dans 

les complexes protéiques au niveau des promoteurs311. De même, chez la souris on peut citer 

l’ARN B2 (178 nt313) qui inhibe également l’action de l’ARN polymérase II après un choc 

thermique314. À l’inverse, l’ARN 7SK (330 nt315) contrôle l’activité kinase du facteur 

d’élongation P-TEFb : lorsque ce facteur est lié au complexe ribonucléoprotéique dont fait 

partie 7SK, son activité kinase est inhibée. Au contraire, lorsqu’il en est libéré, P-TEFb va 

phosphoryler des ARN polymérases II, ce qui entraine leur activation301 (Figure 5E). 

Enfin, il est également possible que la transcription d’un gène donné ne soit pas régulée par le 

transcrit d’un autre gène, mais plutôt par le fait que cet autre gène subisse la transcription316. 

Ainsi, chez la souris, la répression transcriptionnelle du PCG Igfr2, un gène sous empreinte 

parentale (exprimé par le chromosome maternel317) n’est pas liée à l’action du transcrit issu du 

gène LNC Airn (antisens de Igfr2, exprimé par le chromosome paternel), mais uniquement au 

fait qu’il soit transcrit : Airn chevauche le promoteur de Igfr2, et sa transcription empêche donc 

le recrutement de l’ARN polymérase318 (Figure 5F). D’autres observations du même genre ont 

été faites chez la souris par Engreitz et al.303 en 2016. Les auteurs ont mis en évidence cinq 

LNC et quatre PCG dont la suppression du promoteur affectait l’expression d’un gène proche. 

Par exemple, ils montrent que la délétion d’une région de 750 pb, incluant le premier exon du 

LNC Bendr et la région environnante, qui est supposée correspondre au promoteur, abolit 

l’expression de Bendr et diminue l’expression du PCG Bend4, situé en position divergente à 

35kb. En revanche, l’insertion d’un signal de poly-adénylation très précoce dans le LNC Bendr, 

si elle entraine la production d’un transcrit très tronqué (et difficile à détecter), n’a aucun effet 

sur l’expression de Bend4. Ainsi, l’expression de Bend4 dépend de la transcription de Bendr 

(c’est-à-dire du fait que le locus subisse l’action de la polymérase II), mais pas du transcrit 

produit (Figure 5G). 
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Maturation des ARN transcrits – Les nuclear speckles (littéralement, « mouchetures 

nucléaires ») sont des domaines nucléaires dépourvus de membrane et enrichis en facteurs 

d’épissages des pré-ARNm319. Avec le nucléole, les paraspeckles et autres corps de Cajal font 

partie de la famille des corps nucléaires (« nuclear bodies »)320 dont tous les rôles ne sont pas 

encore élucidés. On trouve dans les nuclear speckles la majeure partie des copies de MALAT1 

(aussi appelé NEAT2), l’un des LNC les plus abondants du noyau cellulaire219. Ce LNC régule 

le niveau de phosphorylation de facteurs d’épissage (Serine/Arginine splicing factors, ou SR 

proteins), ce qui en retour module leur activité et le niveau d’épissage alternatif observé321. 

Notons cependant que les rôles de MALAT1 dans le noyau (y compris hors des nuclear speckles) 

semblent plus variés et sont encore relativement flous219. De même, NEAT1 un autre LNC très 

abondant, présent cette fois dans les paraspeckles, s’associe avec une SR protein et influence 

l’épissage de PPARγ en deux isoformes durant la différenciation des adipocytes304 (Figure 5H). 

Il est intéressant de constater que malgré leurs rôles apparemment clefs, en tous cas chez les 

mammifères, ni NEAT1 ni MALAT1 (alias NEAT2) ne sont modélisés chez la poule. En 

revanche, la séquence en 3’ de MALAT1, qui forme une triple hélice d’ARN, se retrouve dans 

de nombreux loci chez les vertébrés322, formant une classe de LNC « MALAT1-like ». Ceci nous 

amène à nouveau à nous interroger sur l’importance, chez les LNC, de la structure primaire 

versus les structures secondaires, tertiaires, ou de petits patches de structure primaire. 

Enfin, le LNC « Zeb2 NAT » situé en antisens du gène Zeb2 empêche la reconnaissance d’un 

site d’épissage de Zeb2 en s’y liant via une interaction ARN:ARN. L’épissage n’étant pas 

réalisé, le transcrit non-épissé de Zeb2 conserve un « internal ribosome entry site » (IRES) qui 

lui permet d’être traduit (Figure 5I), ce qui induit la transition épithélio-mésenchymateuse285, 

un phénomène intervenant aussi bien dans des processus biologiques normaux (développement 

embryonnaire, réparation tissulaire) que pathologiques (métastases)323. 

 

Stabilité des ARN transcrits – Quelques LNC ont été montrés comme influençant la stabilité 

d’ARNm, comme par exemple EGFR-AS1 (en antisens de EGFR) qui semble stabiliser EGFR 

en s’y liant sur ~200 nt324. A l’inverse, certains LNC promeuvent la dégradation de leur cible, 

par exemple en se liant au 3’-UTR de certains ARNm, formant localement de l’ARN double-

brin qui est ciblé et dégradé par STAU1 dans le cadre du STAU1-mediated messenger RNA 

decay (SMD)305 (Figure 5J).  

En revanche, les LNC semblent plus étudiés pour leurs interactions avec les miRNA. En effet, 

une hypothèse325 propose que les LNC puissent agir comme des « éponges à miRNA » dans la 

cellule, c’est-à-dire qu’ils seraient à même de « titrer » les miRNA présents, faisant en quelque 
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sorte concurrence aux ARNm. Deux mécanismes sont proposés quant au devenir des LNC et 

miRNA : dans le premier, les LNC captant les miRNA seraient dégradés suivant le processus 

classique impliquant le complexe RISC326. Cette possibilité se heurte cependant à l’objection 

que la quantité de LNC cibles présents dans la cellule n’est pas suffisante pour obtenir un effet 

biologiquement pertinent327. Un mécanisme légèrement différent a été proposé par Kleaveland 

et al.328 en 2018. Dans leur article, les auteurs montrent notamment chez la souris que miR-7 

s’apparie au LNC Cyrano, mais que cet appariement, au lieu de provoquer la dégradation des 

deux transcrits (le LNC et le miRNA), ne provoque que celle du miRNA via la target RNA–

directed miRNA degradation (TDMD), qui consiste en l’ajout de nucléotides en 3’ du miRNA 

suivi de sa dégradation329,330 (Figure 5K). Pour finir, un LNC qui semble en effet agir en 

séquestrant des éléments dégradant les ARNm est le LNC NORAD331. Ce LNC, majoritairement 

présent dans le cytoplasme, contient environ une vingtaine de sites reconnus par les enzymes 

PUMILIO 1 et 2, enzymes qui reconnaissent ces sites sur les ARNm et stimulent la 

déadénylation et le décoiffage des transcrits332 (Figure 5L). En séquestrant ces protéines, 

NORAD ajoute une couche de complexité dans la régulation de la quantité d’ARNm dans les 

cellules.  
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IV – Objectifs de la thèse 

 

1. Étude de la composante génétique de l’efficience alimentaire 

La thèse avait trois objectifs concernant l’efficience alimentaire : (i) étudier les gènes impliqués 

dans l’efficience alimentaire, (ii) rechercher des gènes causaux de l’efficience alimentaire et 

(iii) étudier les possibles interactions entre l’efficience alimentaire (EA) et le régime, en 

soumettant deux lignées de poules divergentes pour l’EA à un régime hypo-énergétique. Dans 

les 3 objectifs, nous nous sommes concentrés à chaque fois sur l’expression des gènes, codants 

ou longs non-codants. 

 

a) modèle d’étude : les lignées R+ et R- et leurs croisements réciproques 

Notre modèle d’étude consiste principalement en deux lignées expérimentales de poules 

pondeuses, divergentes pour l’efficience alimentaire (précisément, pour la Residual Feed 

Intake, RFI, présentée en introduction), appelées R+ et R-333. Les premières sont « inefficientes 

alimentairement » : elles ont une RFI positive, donc leur consommation alimentaire observée 

est plus élevée que celle prédite par le modèle présenté en début d’introduction. Les R- à 

l’inverse sont « efficientes alimentairement » : elles ont une RFI négative, donc leur 

consommation alimentaire observée est plus faible que celle prédite par le modèle. Ces 

divergences de RFI sont la résultante d’une sélection divergente entreprise depuis 1976, soit 

environ 40 ans (donc environ 40 générations) sur la RFI, sur des animaux des deux sexes (avec 

un modèle différent pour les mâles, ne prenant pas en compte la ponte). Cette divergence 

d’efficience alimentaire résiduelle entre les deux lignées R+ et R- est accompagnée par d’autres 

variations, parfois très fortes, et pour certaines associées génétiquement à la RFI (par exemple, 

la longueur des barbillons, corrélation génétique rg = 0.19334). Ainsi les lignées R+ et R- sont 

fortement divergentes pour le FCR (Feed Conversion Ratio, 3.6 pour les R+ contre 2.3 pour les 

R-, rg = 0.38334) et pour la prise alimentaire (rg = 0.40334), caractères fortement corrélés 

génétiquement à la RFI. Des différences de température corporelle ont également été observées 

à l’état nourri chez les mâles (plus élevée chez les R+335), mais ce caractère n’est pas corrélé 

génétiquement au RFI (rg = 0.04334). Les lignées sont également fortement contrastées pour la 

masse de gras abdominal, plus importante chez les R- que les R+ (environ 7% du poids du corps 

chez les R- contre 5% chez les R+336), et dont la corrélation génétique avec la RFI est à ce jour 

inconnue. En ce qui concerne le gras abdominal, Tixier et al.337 (1988) ont par ailleurs observé 

entre des mâles des deux lignées, âgés de 8 semaines, que la divergence de la masse de gras 
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abdominal ramenée au poids du corps était observable avant la divergence de FCR, calculé 

comme le ratio entre la masse d’aliment consommé et le gain de poids entre 5 et 8 semaines. 

Dans la suite, nous aurons tendance par raccourci à dire que nos deux lignées sont « divergentes 

pour la RFI », voire même « divergentes pour l’efficience alimentaire ». Il faudra bien sûr 

comprendre par-là « et également divergentes pour les caractères associés, tels que l’adiposité 

corporelle ». Nous avons étudié dans ces lignées les transcriptomes par RNA-seq de femelles 

R+ et R- âgées de 31 semaines dans quatre tissus : le tissu adipeux, lieu du stockage et de la 

mobilisation des acides-gras qui composent les réserves énergétiques des animaux ; le foie, lieu 

notamment de la synthèse des acides-gras ; l’hypothalamus, centre de régulation de 

l’homéostasie énergétique ; et le sang, tissu circulant qui assure le transport des nutriments et 

des messagers moléculaires dans tout l’organisme. Ces études transcriptomiques ont été faites 

en relation avec d’autres types de données selon l’objectif travaillé : données phénotypiques 

(production, qualité), lipidomiques et métabolomiques, traces de sélections (régions du génome 

dans lesquelles la différence des fréquences alléliques observées entre les deux lignées n’est 

pas dû au hasard mais à l’action de la sélection divergente). En complément des F0, des animaux 

hybrides F1 de parents R+ et R- ont été générés afin de mettre en évidence des gènes cis-régulés 

en étudiant l’expression allèle-spécifique chez ces animaux. Ces animaux F1 sont issus de 

croisements réciproques, c’est-à-dire que la moitié des animaux F1 ont des pères R+ et des 

mères R-, l’autre moitié des pères R- et des mères R+. Ainsi, aux recombinaisons près, ces 

animaux F1 portent un chromosome d’origine R+ et un chromosome d’origine R-. Les variants 

régulateurs présents dans les génomes des deux lignées devraient donc être à l’état hétérozygote 

chez un certain nombre d’individus F1 dans la mesure où chaque trace de sélection a, par 

définition, un haplotype fixé ou quasi-fixé dans une des deux lignées. 

 

b) étude des gènes impliqués dans l’efficience alimentaire et recherche de gènes 

causaux de ce caractère 

Nous avons cherché à mieux comprendre les mécanismes à l’œuvre dans le foie et le tissu 

adipeux et pouvant expliquer la variation de l’efficience alimentaire et des caractères associés 

entre nos deux lignées. Pour ce faire, nous avons comparé dans ces tissus l’expression des 

gènes, aussi bien PCG que LNC grâce à l’annotation du génome de la poule enrichie en LNC 

que nous avons générée (voir les objectifs liés à l’annotation fonctionnelles des génomes ci-

après), et étudié les processus biologiques associés aux PCG différentiellement exprimés. Nous 

avons ensuite comparé la composition du lipidome dans ces deux tissus, et étudié conjointement 

dans le foie le transcriptome, le lipidome et le métabolome, à l’aide d’une méthode intégrative 
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basée sur l’analyse factorielle multiple (AFM) et l’analyse des co-expressions. Grâce à notre 

annotation du génome enrichie, nous avons là encore pu nous intéresser aux rôles éventuels des 

LNC. 

 

Ensuite, nous avons cherché des gènes potentiellement causaux de la variation de ce caractère. 

Pour ce faire, nous avons combiné trois approches. D’abord, des traces de sélection, qui sont 

des régions du génome dans lesquelles la différence des fréquences alléliques entre les lignées 

est dû à la sélection et non uniquement à la dérive génétique, qui ont été détectées par une autre 

équipe. Dans ces régions sont censés se trouver les variants causaux de la différence 

d’efficience alimentaire. Nous y avons donc d’abord recherché les variants dans les régions 

codantes affectant la fonction d’une protéine. Ensuite, nous avons identifié dans et à proximité 

des traces de sélections les gènes, PCG ou LNC, différentiellement exprimés entre les deux 

lignées (grâce au travail précédent). Parmi ces gènes différentiellement exprimés, nous avons 

recherché ceux qui le sont à cause d’une cis-régulation, ce qui en fait donc de bons candidats 

causaux de la différence d’EA. Pour détecter ces derniers, nous avons étudié l’expression allèle-

spécifique dans la F1 issue du croisement réciproque de parents de chaque lignée. 

 

c) étude des gènes impliqués dans l’adaptation à un aliment hypo-énergétique 

Pour détecter une éventuelle interaction entre lignée et régime hypo-énergétique, et étudier les 

mécanismes impliqués dans l’adaptation R+ et R- à un aliment hypo-énergétique, nous avons 

comparé les transcriptomes des quatre tissus cités plus haut chez des animaux des deux lignées, 

nourris pendant 14 semaines avec un aliment hypo-énergétique ou un régime contrôle, en lien 

avec la comparaison de leurs performances. 
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2. Annotation fonctionnelle du génome de la poule par RNA-seq 

Dans cette seconde partie, nous nous sommes fixé trois objectifs, utilisant les données RNA-

seq générées dans la partie précédente. En retour, les résultats de cette seconde partie ont été 

utilisés pour mieux comprendre l’efficience alimentaire. D’abord, nous avons cherché à étendre 

notre connaissance du génome de la poule en termes de gènes d’ARN longs non-codants (LNC), 

et à fournir pour ces LNC des informations liées à leurs positions et à leurs expressions 

tissulaires. Nous avons souvent utilisé ces informations dans le cadre de l’étude des gènes et 

tissus impliqués dans l’efficience alimentaire et la recherche de gènes causaux de ce caractère. 

Ensuite, nous avons exploré le potentiel du RNA-seq pour la détection de variants génomiques 

de type SNP. Enfin, et en lien avec le point précédent, nous avons mis au point un pipeline 

permettant l’étude de l’expression allèle spécifique dans plusieurs tissus et à travers plusieurs 

individus en nous basant sur phASER et ses déclinaisons, ce qui était un préliminaire nécessaire 

à la recherche de gènes causaux de l’efficience alimentaire. 

  

a) extension du catalogue de référence Ensembl en LNC chez la poule 

Nous avons étendu l’annotation du génome de la poule en LNC en intégrant à l’annotation de 

référence Ensembl (v94, octobre 2018) des modèles de LNC (i) générés au laboratoire à partir 

de 364 échantillons de RNA-seq issus de trois tissus (tissu adipeux, sang et foie), et (ii) issus 

de bases de données publiques (NONCODE, NCBI, ALDB et FR-AgENCODE). Ensuite, nous 

avons étudié l’ensemble de ces LNC sous différents aspects, et notamment leur expression dans 

21 tissus, grâce à des données publiques et dans 5 tissus grâce à des données disponibles au 

laboratoire. L’annotation ainsi générée a été utilisée dans le cadre de l’étude des mécanismes 

tissulaires de l’efficience alimentaire et de la recherche de gènes causaux de ce caractère. 

 

b) détection des variants de type SNP par RNA-seq  

Pour évaluer le potentiel de détection de SNP à l’aide de données de RNA-seq, ce qui est 

notamment nécessaire pour l’étude de l’expression allèle-spécifique (cf. paragraphe suivant et 

partie « étude des mécanismes tissulaires de l’efficience alimentaire et recherche de gènes 

causaux de ce caractère » dans les objectifs liés à l’efficience alimentaire), nous avons comparé 

les SNP détectés par RNA-seq à ceux détectés par DNA-seq dans deux populations de poules 

pour lesquelles les deux types de données étaient disponibles sur les mêmes échantillons. 

Nous sommes allés plus loin en étudiant le potentiel de détection par RNA-seq, non plus de 

SNP dans une population, mais de génotypes dans des individus, et avons proposé des critères 
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permettant d’assurer une bonne concordance entre les génotypes détectés en RNA-seq et ceux 

détectés en DNA-seq. Enfin, nous avons présenté quelques applications possibles de la 

détection de SNP par RNA-seq, et notamment l’étude de l’expression allèle-spécifique, que 

nous avons mis à profit pour la recherche de gènes causaux de l’efficience alimentaire et 

développée dans le point suivant. 

 

c) mise au point d’un pipeline d’analyse de l’expression allèle-spécifique reposant sur 

phASER et ses déclinaisons 

Pour permettre la recherche de gènes causaux de l’efficience alimentaire, l’analyse de 

l’expression allèle-spécifique (ASE) dans les traces de sélection à travers plusieurs individus et 

tissus est une étape incontournable. Elle implique la détection de variants par RNA-seq (cf. 

paragraphe précédent) puis l’analyse de l’ASE dans plusieurs tissus et individus. Dans la 

mesure où phASER étudie l’ASE par échantillon (tissu × individu) et n’agrège les résultats à 

l’échelle de la population étudiée que dans des cas très particuliers, nous avons mis au point un 

pipeline reposant sur phASER et des scripts ad hoc permettant l’étude de l’ASE dans notre F1. 

 

Nous avons vu que les résultats de la partie visant à améliorer l’annotation fonctionnelle du 

génome de la poule grâce au RNA-seq, dont nous venons de présenter les objectifs, ont été 

largement utilisés pour l’étude de la composante génétique de l’efficience alimentaire. En 

particulier, la partie « recherche de gènes causaux de l’efficience alimentaire » s’appuie sur 

cette annotation fonctionnelle que ce soit pour des aspects techniques (mise en place du pipeline 

d’ASE qui repose sur la détection de SNP par RNA-seq) ou biologiques (recherche de LNC 

potentiellement causaux). Elle s’appuie également sur les listes de gènes impliqués dans 

l’efficience alimentaire, à savoir les gènes différentiellement exprimés entre les deux lignées. 

 

 

Ainsi, nous présenterons les résultats obtenus durant la présente thèse dans l’ordre suivant : 

I. d’abord, les résultats des objectifs liés à l’annotation fonctionnelle du 

génome de la poule grâce au RNA-seq, 

II. ensuite, deux résultats des objectifs liés à l’étude de la composante 

génétique de l’efficience alimentaire : étude des gènes impliqués dans 

l’efficience alimentaire et des gènes impliqués dans l’adaptation à un 

aliment hypo-énergétique, 

III. enfin, la recherche de gènes causaux de l’efficience alimentaire. 



60 
 

 

  



61 
 

 

 

 

 

 

 

 

Articles et travaux 

complémentaires 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



62 
 

I – Annotation du génome de la poule en ARN longs non-

codants et détection de SNP par RNA-seq pour la mise en 

place d’une démarche d’analyse de l’expression allèle-

spécifique 

 

Avant de nous plonger dans la compréhension des gènes et tissus sous-jacents à la différence 

d’efficience alimentaire entre nos lignées modèles (partie II) et dans la recherche de gènes 

candidats causaux (partie III) nous avons cherché à étendre notre connaissance du génome de 

la poule en termes de gènes d’ARN longs non-codants (LNC), d’importants régulateurs de 

l’expression (§ 1). Ensuite, nous avons exploré le potentiel du RNA-seq pour la détection de 

variants génomique de type SNP (§ 2), étape clef pour l’analyse de l’expression allèle-

spécifique (ASE), analyse qui a nécessité la mise en place d’un pipeline idoine (§ 3).  

 

1. Un atlas intégratif des gènes à ARN longs non-codants et leur 

annotation à travers 25 tissus (article 1) 

 

a) contexte et objectifs 

Les ARN longs non-codants (LNC) sont impliqués dans de nombreux processus biologiques, 

et régulent l’expression d’autres gènes (codants des protéines ou non) à toutes les étapes de 

l’expression génique. Cependant, étant très peu exprimés – environ 10 fois moins que les gènes 

codant de protéines (PCG) – ces gènes sont moins connus que les PCG. En effet, s’ils sont assez 

bien répertoriés chez l’humain et les espèces modèles – 15 000 LNC pour 20 000 PCG chez 

l’humain, 10 000 LNC pour 20 000 PCG chez la souris ; chez les autres espèces en revanche, 

comme les espèces d’élevage, leur catalogue est bien plus lacunaire : alors qu’environ 20 000 

PCG sont également répertoriés chez la poule, la vache et le porc, on compte environ 4 500 

chez la première, aucun chez le second, et moins de 500 chez le dernier (Ensembl, version 94 

– octobre 2018, assemblage du génome Gallus_gallus-5.0). La dernière version de l’annotation 

Ensembl (v101 – août 2020) qui correspond au nouvel assemblage du génome de la poule sorti 

en janvier 2019 (GRCg6a) compte 5 506 LNC, nombre toujours bien en deçà de l’annotation 

humaine. Cela étant, connaître l’existence d’un LNC ne permet pas d’en connaître la fonction, 

et les rôles de ces gènes sont globalement très mal connus : chez l’humain, moins de 1% des 

LNC ont une fonction qui leur est associée338. En effet, il n’existe pas d’outils permettant de 
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prédire une fonction par analyse de séquence, contrairement aux PCG. D’une part, il n’est pas 

possible de prédire une fonction en se basant sur la similarité de séquence par recherche de 

motifs spécifiques de fonction dans la protéine associée339,340. Par ailleurs, comme indiqué en 

introduction, les LNC sont mal conservés en séquence entre espèces, particulièrement pour des 

espèces éloignées évolutivement et il est donc difficile d’annoter fonctionnellement un LNC 

par recherche d’orthologues comme cela se fait souvent pour les PCG. Nous nous proposons 

ici de poursuivre un travail engagé au cours d’une thèse précédente177 : l’extension de 

l’annotation du génome de la poule en modèle de LNC. Une fois cette extension réalisée, nous 

avons tenté d’annoter les LNC de différentes manières, notamment en utilisant le gène codant 

le plus proche, ou bien grâce à leur expression dans différents tissus. Ce travail a été réalisé 

dans le cadre d’une collaboration avec Maria Bernard et Christophe Klopp de l’équipe 

transversale de bio-informatique Sigenae (Toulouse). 

 

b) matériels et démarche 

Lors de ce travail, nous avons dans un premier temps étendu le catalogue des LNC connus chez 

la poule dans la base de données Ensembl (v94), puis avons, par différentes approches, tenté 

d’apporter quelques annotations fonctionnelles les caractérisant en étudiant leur expression 

dans plus de 20 tissus. Pour cela, nous avons utilisé des données disponibles au laboratoire 

obtenus dans le cadre de différents projets, soit français (SOSrnaSEQ, INRA 2010 ; Elastic, 

INRA 2013 ; FatInteger, ANR 2012–2015 ; Chickstress, ANR 2014–2018) soit européens 

(Feed-a-Gene, 2015–2020) et des données disponibles publiquement. L’ensemble de ces 

données a été traité en collaboration avec la plateforme Sigenae (Toulouse). 

 

Pour l’extension du catalogue, nous sommes partis des LNC connus dans la base de données 

Ensembl (assemblage gallus_gallus_5, version 94), qui nous a servi de référence. À ces LNC, 

nous avons ajouté des gènes modélisés dans l’équipe à partir de 364 librairies RNA-seq (avec 

environ 40 millions de reads pairés de 150 pb chacune) issues de 3 tissus (tissu adipeux, sang, 

foie), après un filtrage sur l’expression (voir Figure 1a de l’article), avant d’ajouter des modèles 

de gènes issus de trois bases de données publiques, dont les modèles générés dans le cadre du 

projet FR-AgENCODE102, auquel le laboratoire a participé. Nous avons adopté une stratégie 

consistant à agréger séquentiellement ces sources, n’ajoutant à chaque étape que les modèles 

de gènes dont aucun exon ne se superposait sur le même brin à un exon d’un modèle déjà 

présent. L’ordre d’ajout des bases de données a été déterminé à l’aide d’un proxy de la qualité 
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de modélisation des extrémités 5’ des transcrits sur la base des données CAGE du consortium 

FANTOM341,342. 

 

Une fois l’extension du catalogue Ensembl réalisée, nous avons suivi plusieurs approches pour 

tenter d’annoter ces LNC. D’abord, nous avons classifié chaque LNC grâce à sa configuration 

par rapport au PCG le plus proche. En effet, comme nous l’avons vu en introduction, certaines 

configurations pour ces paires LNC:PCG peuvent suggérer une implication dans un même 

processus biologique, qui est renforcée si les deux membres sont en plus co-exprimés. Citons 

par exemple la configuration divergente : LNC et PCG chacun sur un brin, sans superposition, 

avec des sites d’initiation de transcription contiguës, leur transcription se faisant donc en 

directions opposées, et pouvant donc initier une co-expression – voir aussi Figure 2d de l’article 

ci-après ou la Figure 4 de l’introduction de la présente thèse. Ensuite, nous avons étudié la tissu-

spécificité de l’expression des LNC, c’est-à-dire la tendance à être exprimé dans un ou quelques 

tissus, et très peu dans les autres, voire même dans un seul tissu. Ici, l’hypothèse est qu’un gène 

tissu-spécifique a probablement une fonction en lien avec le ou les tissus dans le(s)quel(s) il est 

exprimé. Cette étude de tissu-spécificité a été réalisée à l’aide de la métrique τ, un score de 

spécificité qui, pour chaque gène, compare son expression par tissu à son expression la plus 

élevée, et qui prend ses valeurs entre 0 (gène parfaitement ubiquiste, exprimé dans tous les 

tissus au même niveau) et 1 (gène exprimé dans un unique tissu). 

 

c) résultats 

La première étape d’extension du catalogue de référence Ensembl v94 nous a permis de générer 

un fichier d’annotation répertoriant 30 084 LNC, soit une augmentation d’un facteur 6.5 par 

rapport au catalogue Ensembl seul (Figure 1c de l’article), parmi lesquels 59% et 41% ont une 

expression soutenue (≥ 0.5 TPM) voire très soutenue (≥ 1TPM), respectivement. Nous avons 

ensuite classifié ces LNC par rapport au PCG le plus proche. Comme nous l’avons vu en 

introduction, puisque cette classification se fait au niveau des transcrits, il a fallu décider d’un 

ordre de préséance pour faire la classification à l’échelle des gènes, que nous détaillons dans le 

point f) ci-après.  

 

Nous avons observé que 80% des LNC étaient intergéniques (c’est-à-dire qu’ils ne se 

superposent pas à un PCG sur aucun des 2 brins) dont 27% en position divergente, les 20% 

restants étant géniques. Ces proportions sont similaires aux résultats obtenus chez l’humain ou 

les autres espèces d’élevage.  
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En exploitant des données publiques d’expression sur 21 tissus, et en répétant nos résultats à 

l’aide de données d’expression sur 5 tissus disponibles au laboratoire, nous avons pu étudier les 

co-expression des membres de chaque type de paires entre ces tissus. Nous avons observé un 

enrichissement des LNC:PCG co-exprimés pour les paires divergentes (14%) et même-brins 

(32%) par rapport aux paires convergentes (7%, Figure 3a de l’article). Ces enrichissements 

peuvent être expliqués dans le premier cas par une régulation commune via un promoteur bi-

directionnel288,289,343 et probablement une fonction commune. Le second cas rend attentif à de 

potentielles erreurs de modélisation, qui masquent le fait que le LNC et le PCG sont en fait un 

même gène, d’où l’enrichissement de corrélation d’expression au travers des tissus. Enfin, nous 

avons observé que les corrélations négatives étaient rares au sein de ces paires (1.2%), ce qui 

avait aussi été observé chez l’humain226 et le chien270 dans des études portant sur 8 et 11 tissus, 

respectivement. 

Nous avons constaté que 16% des micro-ARN (MIR) du génome de la poule étaient présents 

dans un modèle de LNC, pour 17.5% chez l’humain. Parmi ces MIR, la moitié environ (74 sur 

144) était sur le même brin que le LNC. Ces LNC hôtes servent donc à priori de précurseurs 

pour le MIR, et peuvent ensuite avoir des fonctions en lien avec celles du MIR. Pour l’autre 

moitié, la transcription est initiée par un promoteur différent (puisque les deux gènes ne sont 

pas sur le même brin), et il est plus difficile de faire l’hypothèse d’une fonction commune. Nous 

sommes allés plus loin dans l’analyse en étudiant conjointement les fonctions des MIR et des 

PCG corrélés au LNC hôte du MIR. En partant des 185 LNC hôtes de MIR, nous n’avons retenu 

que ceux exprimés dans au moins un tissu (126 hôtes), et pour lesquels au moins 75% des PCG 

corrélés (corrélation de Spearman ≥ 0.8) avec l’hôte avaient un identifiant HGNC, afin de 

pouvoir réaliser une analyse d’enrichissement de termes fonctionnels. Nous n’avons ainsi 

retenu que 28 LNC hôtes. Ensuite, nous avons éliminé les LNC hôtes accueillant des MIR 

inconnus ou peu connus dans la littérature (après une recherche manuelle sur PubMed), pour 

pouvoir étudier conjointement le rôle supposé du MIR et les fonctions enrichies dans les PCG 

corrélés au LNC hôte. Nous avons ainsi obtenu 10 LNC accueillant un MIR étudié dans la 

littérature et avons trouvé deux LNC parmi ces 10 conservés entre la poule, l’homme et la 

souris, et qui semblent partager la même fonction avec le MIR hébergé. Un exemple autour 

d’un de ces deux LNC, orthologue chez la poule de MIR155HG (HG pour Host Gene) humain 

est développé en Figure 4 de l’article : nous avons constaté que les PCG les plus co-exprimés 

avec le LNC (sans considération de paires cette-fois) étaient enrichis en gènes associés avec les 

mêmes fonctions biologiques que le MIR, à savoir ici l’immunité. Ce LNC était exprimé dans 

des tissus ayant un rôle immunitaire, tout comme le MIR qu’il accueille, dont nous avons étudié 
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l’expression à l’aide de données publiques. Ces résultats nous suggèrent donc que le LNC et le 

MIR qu’il accueille ont des fonctions communes. Nous avons également analysé la tissu-

spécificité de l’expression des LNC, c’est-à-dire leur tendance à être exprimés dans un ou 

quelques tissus, et à ne pas l’être ou bien à un très faible niveau dans les autres. Un tel profil 

d’expression suggère en effet que le LNC joue un rôle en lien avec les fonctions du tissu ou du 

groupe de tissus en question, et possiblement le maintien de leur différenciation. Ce travail nous 

a permis de confirmer que les LNC étaient plus tissu-spécifiques que les PCG (25.2% pour les 

LNC contre 9.8% pour les PCG ; Figure 5a de l’article) ce qui est en accord avec la 

bibliographie chez l’humain.  

Enfin, en croisant la classification des paires avec les informations de tissu-spécificité, nous 

avons étudié les paires LNC:PCG dont les 2 membres étaient tissu-spécifiques. Nous avons mis 

en évidence le fait que les PCG des couples en position divergente ou antisens et dont les 

membres sont tissus-spécifiques dans le même tissu tendent à être des facteurs de transcription, 

ce qui pose la question de leur(s) rôle(s) dans le tissu en question. En effet, 14 des 45 couples 

LNC:PCG concernés sont impliqués dans le développement embryonnaire ou la différenciation 

des tissus dans lesquels ils sont exprimés (Figure 6 de l’article).  

 

d) discussion et conclusion 

Ce travail a ainsi permis d’étendre l’annotation en LNC du génome de la poule, de caractériser 

leur expression à travers plus de 20 tissus, et de suggérer des rôles pour certains LNC du 

catalogue. Il pourra être utile pour la communauté de chercheurs travaillant sur l’espèce poule, 

mais aussi aux chercheurs souhaitant étudier la conservation d’un LNC à travers l’évolution 

(humains et poules ont par exemple divergé il y a 300 millions d’années). Enfin, dans le cadre 

de la thèse, ce catalogue sera utilisé pour les travaux portant sur l’efficience alimentaire.  
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e) article publié344 

 

Cet article a fait l’objet : 

– d’une publication dans Scientific Reports : Jehl, F., Muret, K., Bernard, M. et al. An 

integrative atlas of chicken long non-coding genes and their annotations across 25 

tissues. Scientific Reports. 10, 20457 (2020). https://doi.org/10.1038/s41598-020-

77586, reproduite ci-après ; 

 

– d’une communication orale : Frédéric Jehl, Kévin Muret, Maria Bernard, Diane 

Esquerré, Hervé Acloque, Elisabetta Giuffra, Sarah Djebali, Sylvain Foissac, Thomas 

Derrien, Tatiana Zerjal, Christophe Klopp and Sandrine Lagarrigue. An atlas of chicken 

long non-coding RNAs gathering multiple sources: gene models and expression across 

more than twenty tissues. International Plant & Animal Genome XXVII (PAG),  

San Diego (États-Unis), le 13 janvier 2019 ; 

 

– d’un poster : Frédéric Jehl, Kévin Muret, Maria Bernard, Diane Esquerré, Hervé 

Acloque, Elisabetta Giuffra, Sarah Djebali, Sylvain Foissac, Thomas Derrien, Tatiana 

Zerjal, Christophe Klopp and Sandrine Lagarrigue. An atlas of chicken long non-coding 

RNAs gathering multiple sources and expression across more than twenty tissues. 

International Plant & Animal Genome XXVII (PAG),  

San Diego (États-Unis), le 14 janvier 2019. 
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f) précision sur l’obtention de la classification des LNC au niveau des gènes 

Comme nous l’avons vu plus haut, la classification des LNC par rapport au PCG le plus proche 

se fait d’abord à l’échelle des transcrits (chaque transcrit du LNC est classifié par rapport à 

chaque transcrit du PCG). Il est donc tout à fait possible pour un LNC donné d’avoir des 

transcrits classifiés de manière différente à des PCG différents. Pour passer à la classification à 

l’échelle des gènes, il peut être nécessaire de décider d’un ordre de préséance que nous 

détaillons ici. 

Nous avons d’abord favorisé les configurations géniques, pour lesquelles la possibilité d’une 

erreur de modélisation est plus évidente, aux configurations intergéniques. En effet, on peut 

penser qu’un LNC dont le modèle chevaucherait un intron d’un PCG sur le même brin risque 

d’être en fait une partie de ce PCG. Rappelons que nous avons éliminé les LNC dont ne serait-

ce qu’un exon chevauchait sur le même brin un exon d’un PCG. Ainsi, parmi les géniques, nous 

avons favorisé les sens aux antisens à cause du risque manifeste que le LNC soit un exon mal 

modélisé du PCG. Les antisens ont pour leur part un intérêt biologique, puisque différents 

travaux ont mis en évidence leur capacité à réguler le PCG qu’ils chevauchent sur l’autre 

brin281,284–286,324. Ensuite, parmi les intergéniques, nous avons favorisé les divergents aux même-

brins. En effet, bien que les « mêmes-brins » puissent être en réalité un bout d’un PCG mal 

rabouté (voir aussi Figure 4 de l’introduction de la thèse), la configuration divergente autorise 

des hypothèses de co-régulation dans le cas d’une co-expression283,288 qui sont intéressantes que 

le gène soit en effet un LNC ou bien un PCG mal modélisé. De plus, la configuration même-

brin ne doit pas être automatiquement associée à des cas suspects : on trouve aisément dans les 

génomes bien annotés (chez l’humain par exemple) des PCG fiables et contiguës en même-

brins. En tout état de cause, nous nous sommes proposés de signaler clairement dans notre 

annotation étendue les LNC classifiés comme « même-brin » avec un PCG. Enfin, vient la 

configuration convergente qui ne semble pas présenter de risque particulier relatif à 

l’annotation, et pour laquelle il n’y a pas dans la littérature d’hypothèses biologiques 

particulières autour d’une éventuelle co-expression.  
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2. Le RNA-seq pour la détection de SNP fiables : potentiel pour la 

détection de variants affectant les régions codantes et l’étude de 

l’expression allèle-spécifique (article 2) 

 

a) contexte et objectifs 

Le travail précédent a fait notamment usage des LNC modélisés dans le cadre d’une précédente 

thèse177 à partir d’une grande quantité de données RNA-seq. Nous avons ici souhaité utiliser 

cette masse de données RNA-seq à une autre fin : la détection de SNP dans les régions 

exprimées, et par suite, la détection des génotypes associés à ces SNP chez les individus. Ces 

informations sont nécessaires à l’étude de l’expression allèle-spécifique dans le cadre de la 

recherche de gènes candidats causaux de l’efficience alimentaire dans la partie III.  

 

Le RNA-seq est actuellement la méthode de choix pour l’étude des transcriptomes. Cette 

méthode a diverses applications, que nous avons détaillées dans l’introduction de la présente 

thèse. Grâce à son étape de séquençage, le RNA-seq permet d’accéder à la séquence des 

transcrits, et donc aux polymorphismes qu’ils portent. La vaste majorité de ces polymorphismes 

portés par les transcrits sont issus de polymorphismes portés également par l’ADN. L’editing 

pourrait être un obstacle à ce projet mais comme indiqué dans l’introduction, l’application de 

filtres classiques quant aux « mismatches » (différences entre séquence du read et génome de 

référence) pour l’alignement des reads de RNA-seq font que les reads porteurs d’événements 

d’editing sont très largement éliminés. Ainsi les études appliquant les procédures classiques de 

traitement de données de RNA-seq ne reportent que quelques dizaines à centaines d’événements 

d’editing dans les tissus analysés quelles que soient les espèces étudiées : poule186,187, 

souris180,188 et humain180,188. Il est important de noter qu’avec le RNA-seq, et contrairement au 

DNA-seq, le nombre de reads supportant la détection d’un SNP peut fortement varier d’une 

position à l’autre, à cause du niveau d’expression des gènes. Si à l’échelle de la population, les 

SNP peuvent être détecté avec une bonne fiabilité en cumulant l’information portée par les 

reads, les génotypes par individu doivent pour leur part être considérés avec précaution. Dans 

un premier temps, nous avons cherché des critères permettant de sélectionner les SNP ayant des 

génotypes nous paraissant suffisamment fiables. 

Les données de RNA-seq ne sont que peu, voire pas, utilisées pour la détection de SNP 

(certainement pour des raisons techniques que nous aborderons plus loin) alors qu’elles 

représentent un volume de données conséquent et en accès libre. Ces données se sont en effet 
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accumulées ces dernières années, dans le cadre de projets divers, essentiellement centrés sur 

l’analyse de différentiels d’expressions dans des populations variées. Malgré cela, l’ordre de 

grandeur du nombre de SNP détectés par RNA-seq à partir d’un tissu et d’une population 

donnée n’est pas bien connu vu le faible nombre d’études sur le sujet. Ainsi l’étude présentée 

ici avait trois objectifs. (i) D’abord, fournir des ordres de grandeur du nombre de SNP et de 

génotypes détectables, en utilisant des données de RNA-seq issues de 10 populations de poules 

(lignées de pontes et de chairs, commerciales et expérimentales). (ii) Ensuite, donner une vue 

générale des conséquences prédites de variants localisés dans les régions codantes, et 

notamment du nombre de variants prédits comme délétères (au sens « perte de fonction » 

définie par le consortium gnomAD345), en travaillant avec un grand nombre de populations avec 

plusieurs dizaines d’individus par population, ce que ne permet en général pas de faire le 

séquençage DNA-seq, encore trop coûteux. Ces variations « perte de fonction » sont largement 

étudiées pour identifier celles qui sont responsables d'un phénotype par un impact sur la 

séquence de la protéine ou pour mieux comprendre les fonctions des gènes affectés. Cependant, 

elles sont contre-sélectionnés dans les populations naturelles et donc rares, mais peuvent être 

détectés avec un certain nombre d'échantillons dans une population donnée. Chez les espèces 

modèles comme l’humain, les régions codantes du génome ont beaucoup été séquencées par 

séquençage de l'exome (WES). Ainsi, le consortium gnomAD345 a analysé 125 748 exomes 

humains provenant de sources publiques, et a identifié 443 769 variations « perte de fonction » 

prédites avec un haut degré de confiance. (iii) Enfin, donner des ordres de grandeur du nombre 

de gènes pouvant être analysés par ASE, ainsi que du nombre de SNP analysables par gène 

(c’est à dire hétérozygotes). Nous avons également illustré la possibilité d’utiliser les SNP 

détectés par RNA-seq pour explorer la diversité génétique de ces 10 populations en utilisant 

des jeux de SNP prédits comme ayant des conséquences plus ou moins délétères. Ces travaux 

ont été conduits dans le cadre de la présente thèse et avec un étudiant de master 2 que j’ai co-

encadré. Ils ont également fait l’objet d’une collaboration avec l’équipe INRAE Sigenae. 

 

b) matériels et démarche 

Pour évaluer le potentiel du RNA-seq dans la détection de SNP, nous avons commencé par 

comparer les SNP détectés par RNA-seq à ceux détectés par DNA-seq dans deux populations 

indépendantes de 15 et 8 poules pour lesquelles les deux types de données étaient disponibles 

strictement sur les mêmes échantillons biologiques (même tissus et même individus). Pour cette 

comparaison entre DNA-seq et RNA-seq, nous nous sommes concentrés sur les régions 

exprimées du génome, afin d’assurer une comparaison équitable des deux techniques, et avons 
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appliqué les filtres proposés par GATK (à l’origine de la suite d’outils utilisée pour la détection 

des variants) pour assurer la qualité des SNP détectés par RNA-seq. Nous avons commenté ces 

filtres proposés au vu des résultats obtenus, puisque ces filtres ne sont pas encore standardisés 

en RNA-seq. Ensuite, nous nous sommes intéressés aux génotypes associés aux SNP détectés 

par RNA-seq en étudiant leur concordance entre DNA-seq et RNA-seq, afin de s’assurer de 

leur qualité. En effet, par opposition au DNA-seq, rappelons que la difficulté majeure inhérente 

aux données de RNA-seq est l’absence d’homogénéité des profondeurs des reads d’un locus à 

l’autre, puisque cette profondeur dépend de l’expression des transcrits. Suite à ces analyses, 

nous avons proposé deux filtres, que nous verrons plus loin, permettant une concordance entre 

DNA-seq et RNA-seq suffisamment élevée. Forts de cette procédure, nous avons exploré des 

données de RNA-seq déjà disponibles sur 10 populations dans lesquelles les SNP ont été 

détectés et filtrés avec les critères que nous avons proposés précédemment. L’identification des 

variants ayant un fort effet sur une protéine a été faite à l’aide de l’outil VEP (Variant Effect 

Predictor)346 d’Ensembl et l’évaluation du nombre de gènes analysables par ASE a été faite à 

l’aide de scripts idoines. L’exploration de la diversité génétique des 10 populations a été faite 

à l’aide des outils du package R SNPRelate347 en utilisant des jeux de SNP dont les 

conséquences avaient été prédites. 

 

c) résultats 

D’abord, nous avons observé qu’à régions équivalentes (c’est-à-dire dans les exons exprimés 

des gènes exprimés), 91% des SNP détectés en RNA-seq le sont également en DNA-seq, et ce 

en utilisant des données de 2 populations différentes (avec n = 15 et n = 8). La majeure partie 

des SNP détectés par RNA-seq sont par ailleurs situés dans des introns, dans lesquels le RNA-

seq garde un bon taux de vrais-positifs. Concernant les 9% de SNP détectés par RNA-seq et 

pas par DNA-seq, environ 50% sont situés dans des « SnpCluster », c’est-à-dire des groupes de 

3 SNP ou plus dans une fenêtre de 35 nucléotides. C’est aussi le cas pour 43% des SNP détectés 

uniquement par DNA-seq, et pour 20% des SNP détectés par les deux méthodes. Le reste des 

SNP détectés uniquement par RNA-seq peuvent être expliqués par d’autres facteurs de moindre 

importance : proximité avec une jonction exon-exon (5.1% versus 3.66% pour les SNP détectés 

par les deux méthodes), régions de faibles complexité (3.7% versus 1.9%), présence des régions 

non-traduites, aux extrémités des transcrits (3 à 4% versus 3 à 10%). Nous avons ensuite 

cherché à sélectionner des SNP pour lesquels les génotypes dans la population étudiée 

pouvaient être considérés comme fiables. Nous avons montré que la concordance entre les 

génotypes détectés par RNA-seq (sans utilisation d’aucun filtre) et ceux détectés par DNA-seq 
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était relativement élevée (environ 90%), et qu’imposer des critères de pourcentage de génotypes 

détectés (ici, 50%) et de génotypes soutenus par un certain nombre de reads (ici, au moins 20% 

des génotypes soutenus par au moins 5 reads) permettait d’assurer une concordance d’environ 

95% tout en conservant environ 40% des SNP détectés. D’une population à l’autre, nous avons 

ainsi détecté entre 1 300 000 et 4 100 000 de SNP dans le seul tissu qui leur était commun, le 

foie, et 9.9 millions en utilisant l’ensemble des données à notre disposition. De même, nous 

avons détecté selon les populations entre 300 000 et 1 000 000 ayant des génotypes répondant 

à nos critères dans la population avec les données de foie, avec en moyenne 560 000 par 

population. L’étude des conséquences prédites des variants a montré, comme attendu, que la 

plupart d’entre eux (97%) étaient situés dans des régions non-codantes, et que parmi ceux qui 

étaient situé dans des régions codantes, 62% étaient des variants de type synonymes. Au final, 

seules 0.54% de toutes les conséquences prédites avaient un effet délétère sur la protéine codée, 

ce qui représente tout de même 101 755 variants, compte tenu du nombre de populations (10) 

et d’animaux analysés (337 individus). L’évaluation du nombre de gènes analysables par ASE 

nous a montré que 72% des PCG et 59% des LNC exprimés à TPM ≥ 1 étaient analysables, en 

utilisant uniquement les SNP détectés dans leurs exons, avec tout de même des variations entre 

populations (par exemple pour les PCG, entre 48 et 89% des gènes sont analysables selon la 

population). L’étude de la diversité génétique des populations à l’aide de jeux de SNP ayant 

des conséquences prédites plus ou moins délétères reste quant à elle à finaliser. 

 

d) discussion et conclusion 

La détection de SNP par RNA-seq ouvre, nous l’avons vu, la voie à l’analyse des nombreuses 

données RNA-seq accumulées au fil des ans sous un nouvel angle. Le RNA-seq permet de 

détecter avec un taux élevé de vrais positifs des variants dans les régions exprimées du génome. 

Il devient alors possible d’étudier à grande échelle les conséquences des variants présents sur 

les régions codantes exprimées, même celles qui ont un impact parmi les plus sévères et sont 

donc rares. Moyennant ensuite quelques filtres, que nous proposons, il est possible de détecter 

des génotypes fiables grâces à cette méthode, permettant disposer de SNP hétérozygotes qui 

pourront être utilisés pour des analyses d’expression allèle-spécifique. Ces travaux effectués 

sur différentes populations ayant des origines variées fournissent pour la première fois des 

ordres de grandeurs concernant le nombre de SNP détectables à l’aide de données de RNA-seq.  
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e) article, en cours de relecture par les co-auteurs 

 

Cet article est en cours de relecture par ses co-auteurs : Frédéric Jehl*, Fabien Degalez*, Maria 

Bernard*, Frédéric Lecerf, Manon Coulée, Colette Désert, Sophie Leroux, Laetitia Lagoutte, 

Diane Esquerré, Benham Abasht, David Gourichon, Thierry Burlot, Michelle Tixier-Boichard, 

Bertrand Bed’hom, Tatiana Zerjal, Frédérique Pitel, Christophe Klopp and Sandrine 

Lagarrigue. RNA-seq for reliable variant detection: interest for coding variant characterization 

and allele-specific expression. Soumission prévue à Frontiers in Genetics début 2021. 

*co-premiers auteurs 

 

Il a fait l’objet d’un « e-poster » (présenté à distance) : F. Jehl, M. Bernard, F. Degalez, F. 

Lecerf, M. Coulee, T. Zerjal, F. Pitel, C. Klopp and S. Lagarrigue. Genomic SNP detection by 

RNA-seq: lessons from multi-tissue & multi-population data analysis in chickens. 20è Journées 

Ouvertes de Biologie, Informatique et Mathématique (JOBIM),  

Montpellier (France), du 30 juin au 2 juillet 2020.  

 

Il est reproduit ci-après. 
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3. Mise en place d’un pipeline d’analyse de l’expression allèle-spécifique 

(ASE) par RNA-seq avec phASER et ses déclinaisons et analyse de l’ASE 

dans des lignées F1 

 

a) contexte et objectifs 

Le travail précédent nous a permis de détecter grâce à des données de RNA-seq des SNP fiables 

et des génotypes fiables, ce qui est, nous l’avons vu à différentes reprises, fondamental pour 

pouvoir réaliser une analyse d’expression allèle-spécifique (ASE). D’autres étapes sont 

cependant nécessaires pour pouvoir réaliser une telle analyse, et nous présentons dans la suite 

notre travail de mise en place d’un pipeline idoine, en utilisant des outils disponibles et en 

traitant les résultats qu’ils fournissent à l’aide de scripts ad hoc. Nous nous servirons de ce 

pipeline d’ASE dans le cadre de notre recherche de gènes candidats causaux de l’efficience 

alimentaire (cf. partie III – article 5 en préparation). 

 

Nous avons vu en introduction l’importance de la régulation de l’expression des gènes dans la 

variation des caractères complexes, et en particulier des régulations « en cis ». Les cis-

régulations sont l’ensemble des régulations agissant directement sur le gène régulé, sans 

passage par une molécule intermédiaire. La seule manière de déterminer si un gène est cis-

régulé est d’observer pour ce gène une expression allèle-spécifique (ASE) dans au moins un 

tissu d’un individu. Ceci suppose que le variant régulateur, qui est par ailleurs inconnu, soit à 

l’état hétérozygote dans cet individu et qu’il existe au moins un SNP à l’état hétérozygote dans 

les transcrits du gène en question exprimés dans le tissu étudié. Ce(s) SNP hétérozygote(s) dans 

les transcrits permet alors de déduire l’origine chromosomique (c’est-à-dire l’allèle) de chaque 

transcrit. Autant que possible, le ou les SNP hétérozygote(s) dans les gènes devraient être en 

déséquilibre de liaison avec le variant régulateur. Il est ainsi possible d’évaluer par RNA-seq 

l’expression de chaque allèle en comptant le nombre de reads portant chaque allèle du SNP 

hétérozygote dans le gène, une différence significative entre ces deux comptages indiquant alors 

une régulation en cis. Il est important de bien noter qu’il faut, pour qu’un gène soit analysable, 

qu’il porte au moins un SNP hétérozygote, sans quoi il est impossible de se prononcer sur sa 

nature de gène cis-régulé.  

Ce travail sera utilisé pour identifier des gènes candidats causaux responsables d’une part de la 

différence de l’EA (et des autres caractères associés comme par exemple le gras corporel) 

observée entre les 2 lignées divergentes R+ et R- (cf. partie III – article 5 en préparation). Nous 
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chercherons en particulier des gènes régulés en cis en analysant l’expression allèle-spécifique 

dans des individus F1 (issus de croisements réciproques R+ × R-), qui porteront donc des 

chromosomes issus de chacun de leurs parents, dans des traces de sélection (détectées par 

ailleurs). Ce schéma expérimental permet en effet de maximiser l’hétérozygotie de ces 

individus, aussi bien pour les variants régulateurs (qui provoqueront l’ASE) que pour les SNP 

dans les régions exprimées (qui permettront de l’observer). Vu la complexité du caractère 

d’intérêt, plusieurs tissus ont été analysés, dans différentes conditions physiologiques et à 

différents âges. Ainsi, et en guise de préambule à la partie III (article 5, en préparation) 

consacrée à la recherche de gènes causaux de l’efficience alimentaire et des caractères associés, 

nous présenterons brièvement dans la suite quelques résultats liés à l’ASE dans ces lignées, 

notamment quelques ordres de grandeurs concernant le nombre de gènes analysables ou encore 

le fold-change entre chromosomes, informations qui sont encore rares dans la bibliographie. 

Nous donnerons également des informations liées à phASER, en particulier des ordres de 

grandeurs concernant le nombre de segments détectés par gène dans la population ou encore le 

nombre de SNP par segment. 

 

Dans la littérature, on trouve quelques outils permettant d’analyser l’expression allèle-

spécifique, après un pipeline bio-informatique adapté (voir plus loin). Citons en particulier 

ASEReadCounter201 développé par Stéphane Castel (article publié en 2015), et un outil plus 

récent développé par le même auteur, phASER202 (article publié en 2016). Le premier compte 

pour chaque SNP hétérozygote le nombre de reads portant chaque allèle. Le second, à savoir 

phASER, étudie non plus les SNP un par un, mais phase au préalable tous les SNP possibles à 

l’échelle du gène, et ce dans chaque individu, sur la base des reads. Il forme ainsi ce que nous 

appellerons dans la suite des « segments ». Une fois ces segments générés, phASER compte 

dans chaque individu le nombre de reads associés à chacun des deux haplotypes de chaque 

segment. Il propose finalement pour chaque gène un seul segment, qui servira à le représenter, 

étape détaillée plus longuement dans la suite. Cette approche permet donc d’étudier l’ASE à 

l’échelle, idéalement, du transcrit entier. En revanche, elle gomme l’éventuelle variation de 

comptage par SNP, qui pourrait être due à l’existence de transcrits alternatifs. Il s’agit ici de la 

même approche que pour l’évaluation de l’expression des gènes pour laquelle l’expression à 

l’échelle du transcrit n’est en général pas utilisée, faute de données et d’outils appropriés. Nous 

avons opté dans la présente thèse pour l’outil phASER, utilisé également par le consortium 

GTEx99,206.  
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La Figure 6 résume le pipeline d’analyse de l’expression allèle-spécifique (ASE) par RNA-seq 

depuis le 1er alignement des fichiers FASTQ (données d’origine contenant les reads de RNA-

seq en sortie du séquenceur) à l’obtention des fichiers d’ASE par échantillon (un fichier par 

individu et par tissu) issus de « phASER gene AE ». Les étapes préliminaires à l’étude de 

l’ASE, à savoir la détection dans les données RNA-seq de variants de type SNP (qui 

correspondent au travail réalisé dans l’article précédent, article 2) sont d’abord succinctement 

décrites (§ b – panel 0 de la Figure 6). L’analyse de l’ASE proprement dite à l’aide de l’outil 

phASER et de ses déclinaisons est développée, jusqu’à l’obtention des fichiers de résultats issus 

de ces outils (§ c – panels 1 à 4 de la Figure 6). Le traitement de ces fichiers par individu et par 

tissu regroupant les informations de tous les individus par tissu est ensuite détaillé (§ d).  

 

b) étapes préliminaires : détection de SNP par RNA-seq 

Le tout premier point du pipeline (« 0) Alignement des reads sur le génome », Figure 6) est dans 

son principe commun à l’ensemble des applications possibles du RNA-seq : on prélève sur n 

individus des échantillons de différents tissus. Ces échantillons suivent le protocole idoine pour 

le séquençage des ARN, et on finit par obtenir des fichiers FASTQ contenant les courtes 

séquences bien souvent pairées qui sont alignées sur le génome de référence de l’espèce étudiée, 

donnant autant de fichiers BAM (Binary Alignment Map) qui contiennent entre autres la 

séquence des reads et leurs positions d’alignement sur le génome de référence. Notons que le 

fond des boîtes figurant les fichiers FASTQ et BAM sont ici de couleur sombre pour les 

différencier dans la suite. Le point suivant, (« 1) Détection de SNP à l’aide de données de RNA-

seq », Figure 6) résume succinctement la démarche présentée plus en détail dans l’article 2 (cf. 

plus haut). La détection des variants localisés dans les régions exprimées de chaque tissu de 

chaque individu se fait à l’aide de différents outils de la suite GATK348 (en particulier l’outil 

« HaplotypeCaller »349), auquel on fournit les fichiers BAM déjà produits, et qui ont par 

ailleurs pu être utilisés dans d’autres applications, en général pour l’analyse de l’expression des 

gènes. Cela nous permet d’obtenir des fichiers GVCF (Genomic Variant Call Format), avec 

toujours un fichier par individu par tissu. Pour chaque tissu, ces fichiers sont combinés entre 

individus, fournissant à chaque fois un fichier VCF (Variant Calling Format) qui recense 

l’ensemble des variants détectés dans les régions exprimées du tissu en question.  
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Figure 6 | Vue d’ensemble du pipeline d’analyse de l’expression allèle-spécifique (ASE) par RNA-
seq. L’étape 0) est l’étape classique débutant tout travail utilisant le RNA-seq, à savoir le prélèvement 
d’échantillons de tissu(s) (boîtes colorées en nuances de vert) sur différents individus (boîtes colorées 
en jaune, rouge et dans la suite, bleu, légendées « Ind. 1 » à « Ind. n »), puis, après les étapes de 
séquençages (non détaillées), l’alignement des reads sur le génome de référence. L’étape 1) 
correspond au travail entrepris dans l’article 2 pour la détection de SNP par RNA-seq et la sélection de 
SNP fiables. Suite de la légende en haut de la page suivante. 
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DP : depth, soit le nombre de reads portant le variant L’utilisation de ces positions pour une analyse 
ASE implique de disposer d’un génome de référence masqué (grM) aux positions variables pour ne pas 
favoriser l’alignement des reads portant l’allèle de référence à ceux portant l’allèle alternatif. C’est l’objet 
de l’étape 2). Ceci fait, on passe à l’étape 3), qui consiste à aligner les reads générés dans l’étape 0) 
sur ce génome masqué, et phASER utilise les reads pour phaser les variants entre eux, créant des 
segments qui ont chacun deux allèles par individu, appelés A et B. Plusieurs segments peuvent être 
créés pour un gène donné, et on voit que rien ne garantit que d’un gène à l’autre, l’allèle A vienne du 
même chromosome. grM : génome de référence masqué. Enfin, dans l’étape 4), on utilise une 
déclinaison de phASER pour assigner à chaque gène un segment. Le problème de l’éventuelle 
différence de chromosome d’origine des haplotypes « A » et « B » associés aux différents gènes 
subsiste, et le format du fichier de sortie nécessite des ajustements pour être utilisé. Ces dernières 
étapes sont présentées dans le texte. 

 

Les critères présentés dans l’article 2 (SNP ayant (i) un génotype renseigné dans au moins 50% 

des individus d’au moins un tissu et (ii) dont au moins 20% des génotypes renseignés sont 

soutenus par au moins 5 reads), ont été appliqués aux SNP détectés par RNA-seq pour obtenir 

dans chaque tissu le génotype de chaque individu. Puisque plusieurs tissus étaient disponibles 

pour chaque individu, nous avons retenu, pour les SNP avec un génotype détecté dans plusieurs 

tissus, le génotype détecté dans le tissu où il est soutenu par le plus de reads afin de le fiabiliser 

autant que possible. Ainsi, on peut voir Figure 6, (« 1) Détection de SNP à l’aide de données de 

RNA-seq ») dans les VCF par tissu et dans le VCF global que le SNPi n’est détecté que dans le 

tissu vert clair (on prendra donc le génotype qui lui est associé dans ce tissu), et que le SNPj 

est détecté dans les deux tissus (vert clair et vert foncé), mais avec un nombre très différent de 

reads qui le soutiennent. D’ailleurs, le nombre de reads est si faible pour l’individu 1 du tissu 

vert clair que le génotype associé est 1/1 (homozygote pour l’allèle alternatif à l’allèle de 

référence), alors qu’il est 0/1 dans le tissu vert foncé (hétérozygote), sans doute parce que par 

hasard, les 3 reads utilisés pour déterminer le génotype dans le tissu vert clair contenaient tous 

l’allèle alternatif. En utilisant pour déterminer le génotype de l’individu à la position 

l’information soutenue par le plus de reads, on réduit le risque de ce genre d’erreurs. 

 

c) utilisation de phASER pour l’étude de l’expression allèle-spécifique 

La détection des SNP faite, passons à la première partie spécifique à l’ASE, à savoir le 

masquage du génome de référence (« 2) Masquage du génome de référence », Figure 6). Comme 

nous l’avions évoqué en introduction et comme nous l’illustrons ici, puisque l’ASE est basée 

sur l’utilisation de reads portant des SNP nécessairement hétérozygotes, une partie des reads 

porte l’allèle de référence (le même que celui du génome de référence donc, appelé REF dans 

la suite), quand l’autre partie porte un allèle alternatif (ALT dans la suite). Le problème est que 

lors de l’alignement, cet allèle alternatif sera considéré comme un « mismatch » par l’aligneur. 
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Selon les critères relatifs au nombre maximal de mismatches tolérés par read que lui fournit 

l’utilisateur, il est possible que certains reads portant des allèles ALT ne soient pas alignés. 

Compter le nombre de reads alignés portant chaque allèle risque alors de produire un résultat 

biaisé en faveur de l’allèle REF. Pour s’affranchir en partie de ce problème qui entrainerait pour 

environ 10% des SNP un biais de comptage > 5%201,350, on peut « masquer » le génome de 

référence, c’est-à-dire remplacer les positions variables par des « N » dans le fichier qui contient 

le génome. Ainsi, à ces positions, les allèles REF et ALT seront considérés de la même façon 

et ne pénaliserons pas l’alignement des reads. 

 

En utilisant le génome de référence ainsi masqué, il est ensuite nécessaire d’aligner une 

nouvelle fois les FASTQ contenant les reads de RNA-seq (« 3) Alignement des fastq sur le 

génome maqué, détermination de la phase et comptage de l’expression par allèle », Figure 6). Ce 

sont ces mêmes fichiers que ceux utilisés en « 0) », d’où la couleur sombre du fond des boîtes, 

mais cela génère de nouveaux fichiers BAM, d’où le fond clair pour ces boîtes. Ces fichiers 

BAM servent de fichiers d’entrée à phASER, accompagnés du VCF listant les SNP à étudier 

(ces mêmes SNP qui ont été masqué précédemment). À ce stade, dans chaque tissu de chaque 

individu, phASER utilise les reads qui se chevauchent pour phaser les variants détectés, comme 

nous l’illustrons dans la Figure 6. On voit par exemple que l’allèle REF (vert clair) du SNPi et 

l’allèle ALT (rouge foncé) du SNPj sont portés tous les deux par un même read. L’allèle ALT 

du SNPj est aussi porté par un autre read qui ne couvre pas la position du SNPi mais porte 

l’allèle REF du SNPk. Ainsi, même si les allèles des SNPi et SNPk ne sont jamais portés par un 

même read, on peut déduire, par l’intermédiaire du SNPj, les deux combinaisons alléliques 

dans l’individu : un haplotype REF – ALT – REF, issu d’un chromosome, appelé haplotype A 

par phASER et un haplotype ALT – REF – ALT, issu de l’autre chromosome, appelé haplotype 

B, pour le segment composé des SNP i, j et k. Il s’agit là d’un phasage utilisant l’information 

moléculaire, et non d’un phasage statistique, comme souvent pratiqué en génétique des 

populations dans des dispositifs pour lesquels on dispose des informations de génotypages et 

des liens de parentés. L’inconvénient de cette approche est que d’un groupe de SNP phasés à 

l’autre, rien ne garantit que les haplotypes appelés « A » et « B » par phASER viennent du 

même chromosome. Ainsi, dans notre exemple, l’haplotype A du segment de SNP i, j et k est 

issu du même chromosome que l’haplotype B du SNP l et m. Dans les faits, il nous semble que 

phASER appelle « haplotype A » l’haplotype pour lequel l’allèle du tout premier variant est 

l’allèle REF. Une fois les deux haplotypes déterminés, il ne reste plus qu’à leur assigner des 
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reads afin d’évaluer leurs expressions relatives. Pour ce faire, phASER compte simplement le 

nombre de reads qu’il peut assigner sans ambiguïté à chaque haplotype. En plus du fichier 

contenant les haplotypes et leurs comptages, phASER produit également un fichier contenant 

les comptages par SNP, et des fichiers contenant des informations sur les phases, pour chaque 

tissu de chaque individu. 

 

L’étape précédente a donc permis de détecter un certain nombre de segments, dont plusieurs 

peuvent chevaucher un gène. L’étape suivante (« 4) Choix d’un haplotype par gène », Figure 6) 

consiste donc, comme son nom l’indique, à ne retenir qu’un seul segment par gène. Ceci fait, 

le gène et son expression seront d’une certaine façon représentés par ce segment. Il nous semble 

ici que l’haplotype choisi est celui qui est représenté par le plus de reads. C’est l’outil 

« phASER gene AE » qui est utilisé à cette fin : à partie d’un fichier d’annotation du génome 

(fichier GTF, Gene Transfert Format) et du fichier contenant les haplotypes générés par 

phASER, phASER gene AE sélectionne le meilleur segment et le tronque des variants situés 

hors du modèle du gène. Les raisons de ce dernier choix ne sont pas données par le créateur de 

phASER : peut-être l’outil est-il surtout utilisé avec des données d’espèces modèles, chez 

lesquelles les modèles de gènes sont bien connus, peut-être est-ce dû à l’observation qu’en 

RNA-seq, certains reads ont tendance à relier entre eux de nombreux modèles de gènes à cause 

d’un alignement incertain ? Toujours est-il que cela a tendance à exclure des segments des 

variants situés dans des extrémités 3’ et 5’ mal modélisées. En plus de la sélection du segment 

représentant chaque gène, phASER gene AE calcule également l’« allelic fold-change » définit 

comme le ratio entre les reads de l’haplotype A et ceux de l’haplotype B. À ce stade, nous 

disposons donc pour chaque tissu de chaque individu d’un fichier contenant les valeurs 

d’expression par haplotype de chaque gène qui a pu être analysé par phASER. C’est également 

à ce stade qu’est réalisé le test statistique permettant de déterminer si le ratio des comptages 

entre les deux haplotypes est significativement différent de 1 : on réalise donc un test binomial, 

en ne considérant que les gènes ayant plus de 10 reads associés à au moins un des deux allèles. 

Les p-values sont ensuite corrigées à l’échelle du génome entier en utilisant la méthode de 

Benjamini-Hochberg351, avec un FDR (False Discovery Rate) de 0.05. 

 

d) traitements post-hoc des résultats  

Nous avons vu que pour chaque gène et chaque individu, phASER avait d’abord phasé les SNP 

présents dans les gènes, formant des segments, puis que phASER gene AE avait sélectionné un 
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de ces segments pour représenter le gène. Nous parlerons directement de gène dans la suite, 

pour alléger le discours.  

Pour un gène donné, il s’agit maintenant de s’assurer que les haplotypes « A » et « B » du 

segment choisi viennent du même chromosome entre individus, avec la difficulté que d’un 

individu à l’autre, ce n’est pas forcément le même segment qui a été choisi pour représenter le 

gène. Pour nous simplifier la tâche, nous avons tiré parti du fait que les pedigrees des individus 

F1 étudiés étaient connus et que les parents étaient séquencés par DNA-seq. En effet, nous nous 

sommes contentés d’assigner à chaque haplotype de chaque gène sa lignée d’origine (R+ ou R-

), remplaçant ainsi le vocable « haplotypes A et B » par « haplotypes R+ et R- ». Dans le cas 

où ce type d’informations ne serait pas disponible, s’assurer de la cohérence des haplotypes 

« A » ou « B » pour un gène donné à travers les individus pourrait s’avérer nettement plus 

compliqué. Ceci fait, nous avons combiné les fichiers par individu en un grand fichier pour 

simplifier les analyses. Toutes ces étapes ont été réalisées à l’aide de scripts R352 écrits à ces 

fins.  

 

L’association de chaque haplotype à un chromosome parental consiste à déterminer l’origine 

parentale de chaque allèle composant les haplotypes, ce qui est possible tant qu’un allèle n’est 

présent que chez un seul des deux parents (cas où un parent est homozygote et l’autre 

hétérozygote ou bien où les deux parents sont homozygotes pour chaque allèle : parent 1 

REF / ALT et parent 2 REF / REF pour le premier cas, parent 1 REF / REF et parent 2 

ALT / ALT pour le second). Dans les cas où tous les variants d’un haplotype ne peuvent être 

assignés avec certitude, l’haplotype est assigné à la lignée à laquelle le maximum d’allèles a été 

assigné avec certitude.  

 

e) exploration de l’expression allèle-spécifique dans le dispositif F1 R+ × R- utilisé dans 

la partie III 

Dispositif F1 – Nous avons appliqué le pipeline d’analyse présenté ci-dessus à des données de 

RNA-seq multi-tissus d’animaux F1 issus du croisement réciproque de parents R+ et R-, c’est-

à-dire que la moitié d’entre eux avait un père R+ et une mère R-, alors que l’autre moitié avait 

un père R- et une mère R+. Des échantillons de quatre tissus – le tissu adipeux, le sang, 

l’hypothalamus et le foie – ont été prélevés sur 8 animaux, 4 mâles et 4 femelles, âgés de 35 

semaines, à l’état nourri. Pour le foie, un organe majeur de l’homéostasie énergétique, dans 

lequel nous avons supposé l’existence d’évènements responsables d’une part de la variation de 

l’ efficience alimentaire et des caractères associés (notamment la différence de gras corporel), 
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nous avons multiplié les conditions d’étude : des échantillons de foie ont ainsi été prélevés sur 

8 animaux à 3 âges différents (9 jours, 10 semaines et 35 semaines) abattus à l’état nourri, et 

sur 8 animaux de 35 semaines abattus après un jeûne de 16h. Tous les animaux présentés ici 

avaient les mêmes répartitions de sexe et de parenté.  

 

Résultats – Dans la mesure où l’approche adoptée par phASER repose sur le phasage des SNP 

présents dans les gènes, nous avons d’abord analysé le nombre de segments construits par 

phASER et le nombre de SNP composant ces segments. Toutes données confondues, nous 

avons dénombré en moyenne 3.5 segments par individu (médiane : 2, 1er – 3è quartile : 1 – 4). 

En ce qui concerne le nombre de SNP par segment, nous avons dénombré en moyenne 4.5 SNP 

par segment (médiane : 2, 1er – 3è quartile : 1 – 4 également). Après la sélection d’un segment 

par gène par phASER gene AE, les segments retenus sont composés de 7 SNP en moyenne 

(médiane : 3, 1er – 3è quartile : 1 – 9), pour tous les gènes et toutes données confondues. 

L’origine parentale de chacun des deux haplotypes a quant à elle pu être déterminée avec 

certitude pour 5 204 gènes en moyenne (médiane : 5 142, 1er – 3è quartile : 4 748 – 5 519), sur 

7 987 gènes analysables en moyenne (médiane : 7 894, 1er – 3è quartile : 7 128 – 8 900). 

 

Nous avons constaté que les segments associés aux gènes ASE étaient composés de 

significativement plus de SNP que ceux des gènes non-ASE pour tous les tissus, âges et 

conditions nutritionnelles analysées (test de Wilcoxon-Mann-Whitney, p < 2.2×10-16, 

échantillons de foie à 10 semaines : p < 4×10-6 et à 9 jours : p < 3×10-5 ; boîtes à moustaches 

blanches versus colorées, Figure 7A). Nous avons également observé que la somme des reads 

associés aux haplotypes A et B était significativement plus élevée (test de Wilcoxon-Mann-

Whitney, p < 2.2×10-16) chez les gènes ASE versus les non ASE (Figure 7B). En observant le 

lien entre comptages totaux et fold-change d’expression entre les deux allèles pour les gènes 

ASE et non-ASE pour chaque individu, nous avons constaté que plus un gène avait un petit 

nombre de comptages totaux, plus le fold-change entre les deux allèles devait être fort pour être 

considéré comme significatif (Figure 7C, échantillons représentatifs de l’ensemble de 

échantillons). Ce phénomène vient de ce que le test binomial utilisé pour déterminer si le ratio 

entre les reads issus de chaque allèle est significativement différent de 0.05 est plus sensible à 

de petites variations lorsque les valeurs de comptages sont élevées. C’est ce qui est illustré sur 

la Figure 7D, à gauche et à droite. Cette figure représente la valeur de la p-value du test binomial 

en fonction des comptages de l’allèle B (axe des abscisses) et du fold-change entre haplotype 

A et haplotype B (axe des ordonnées, échelle log2). Le long d’une ligne, la valeur de la p-value 
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est constante. La ligne rouge représente une p-value de 0.05 et la bleue une p-value de 10-6, soit 

de l’ordre de grandeur nécessaire pour être significatif à 0.05 après correction de Bonferonni 

pour 10 000 comparaisons, soit le nombre approximatif de gènes exprimés dans un tissu. Les 

valeurs pour les deux axes ont ici été choisis pour être similaires à celles du panel C. On constate 

par exemple que pour un comptage de l’haplotype B à 102 reads, le log2 fold-change entre A et 

B doit être d’environ 0.4 (fold-change de 1.3 environ) pour être significatif à p = 0.05, alors que 

pour un comptage de l’allèle B à 103, le log2 fold-change entre A et B doit être d’environ 0.1 

(fold-change de 1.1 environ). La partie droite de ce panel représente les mêmes paramètres mais 

pour des valeurs de comptages B jusqu’au troisième quartile des valeurs observées dans nos 

données, et des valeurs de fold-change jusqu’au maximum observé. On peut conclure de ces 

observations que « l’insensibilité » du test binomial aux faibles valeur de reads ne permet pas 

de détecter des gènes cis-régulés parmi les gènes peu exprimés. Le nombre de gènes ASE 

présenté dans la suite est donc probablement sous-estimé, à cause (i) des gènes faiblement 

exprimés, comme nous venons de le voir, et (ii) des gènes « non-analysables » car sans variant 

hétérozygote dans leurs régions exprimées. 
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Figure 7 | Le test binomial pour l’ASE est biaisé en faveur des gènes plus exprimés. A. & B. Les 
gènes détectés comme ASE (boîtes à moustaches colorées) sont représentés par des segments 
composés de plus de SNP que les gènes non-ASE (boîtes à moustaches blanches). A Les segments 
en question sont couverts par plus de reads. B Comptage en reads par segments en échelle linéaire. 
C. Plus le nombre de comptages totaux associés aux segments est faible, plus le fold-change entre les 

deux allèles doit être important pour être significatif. D. P-values simulées de tests binomiaux en 
fonction du nombre de reads d’un allèle (ici, le B, axe des abscisses) et du fold-change entre A et B 
(axe des ordonnées), pour des valeurs du même ordre que sur les plots du panel C (gauche) et pour 
des valeurs équivalentes au troisième quartile des comptages d’un allèle et au maximum des fold-
change plus larges (droite). En rouge, p = 0.05, en bleu, p = 1×10-6, soit l’ordre de grandeur du seuil de 
significativité à 0.05 pour 10 000 tests, après correction de Bonferroni. 

 

Nous avons ensuite analysé (voir Tableau 2) le nombre de gènes présentant une ASE dans notre 

dispositif, en déclinant les résultats entre PCG et LNC. Sur les 18 000 gènes environ exprimés 

(TPM ≥ 0.1) en moyenne dans les tissus, âges et conditions physiologiques, 70% étaient des 

PCG et 30% des LNC. Parmi ces gènes, 43% en moyenne étaient analysables : 48% des PCG 

exprimés et 32% des LNC exprimés (7 820 gènes analysables en moyenne, dont 6 037 PCG et 

1 742 LNC). Ces proportions sont cohérentes avec celles calculées dans l’article 2 dans le cadre 

de l’application consistant à évaluer le potentiel pour une analyse ASE dans les populations 
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étudiées. Pour les R+ et R-, nous montrions en effet que 45% des PCG exprimés à TPM ≥ 0.1 

étaient analysables, et 23% des LNC. 

Nous présentons ensuite les résultats de deux seuils différents pour considérer un gène comme 

étant ASE. Le premier seuil consiste à déclarer un gène comme ASE s’il est détecté comme 

significativement ASE (pFDR ≤ 0.05) dans au moins 2 individus, le second seuil, plus drastique, 

est de le déclarer ASE s’il est détecté comme significativement ASE dans au moins 50% des 

individus, ce qui correspond à 4 individus (3 dans l’hypothalamus). Quel que soit le seuil choisi, 

nous observons des proportions de gènes ASE par rapport aux gènes analysables assez 

similaires entre les tissus, tissu adipeux, hypothalamus et foies (à tous âges et conditions 

physiologiques) : avec le premier seuil, environ 24% en moyenne des gènes analysables sont 

ASE, aussi bien pour les PCG que les LNC. Ces résultats sont assez similaires à ceux trouvés 

dans la littérature (voir aussi l’introduction de la présente thèse), par exemple ceux obtenus par 

Zhuo et al.125 en 2017 dans des foies d’embryon de poulets (15.4% des gènes analysables), par 

Lagarrigue et al.111 (2013) dans des foies chez la souris (14.6% des gènes analysables), Edsgärd 

et al.133 (2016) dans des globules blancs humains (13.6%) ou encore par le consortium GTEx99 

chez l’humain également, avec 22% et 26% de gènes cis-régulés par rapport aux gènes exprimés 

dans l’hypothalamus et le foie respectivement, et en ayant analysé 170 et 208 échantillons 

respectivement. En revanche, ce pourcentage passe à 53% dans le tissu adipeux, avec 469 

échantillons analysés. Avec le second seuil, environ 10% en moyenne des gènes analysables 

sont ASE, avec 10% des PCG analysables, et 8% des LNC analysables. Le sang en revanche se 

démarque des autres tissus. Quel que soit le seuil, les proportions de gènes ASE dans le sang 

sont deux fois plus élevées que dans les autres tissus. Avec le premier seuil, 43% des gènes 

analysables sont ASE, et 50% des LNC analysables, et avec le second seuil 20% des gènes 

analysables, aussi bien PCG que LNC. Ces résultats ne sont pas retrouvés dans d’autres études 

ASE portant également sur le sang chez d’autres espèces. Par exemple l’étude de de Maroilley 

et al.132 (2017) chez le porc, trouve que 11% des gènes analysables dans le sang sont ASE, en 

utilisant cependant un critère plus strict que le nôtre, puisqu’un gène y était considéré comme 

ASE s’il contenant au moins un SNP hétérozygote et ASE parmi au moins un tiers des animaux 

portant ce SNP. Le consortium GTEx99 trouve pour sa part que 63% des gènes exprimés dans 

le sang total humain sont cis-régulés, en analysant 670 échantillons. 
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Tableau 2 | Vue générale de l’étendue de l’ASE dans les différents tissus, âges et stades physiologiques 
du dispositif F1.  

 

Les gènes sont considérés comme exprimés pour TPM ≥ 0.1 et analysables lorsqu’ils présentent au 
moins un SNP hétérozygote. Les valeurs pour les gènes analysables et les gènes ASE sont les 
médianes des individus. Le pourcentage de gènes analysables est exprimé en fonction des gènes 
exprimés, les pourcentages des gènes ASE sont exprimés en fonction de la médiane des gènes 
analysables. Les valeurs de log2 allelic fold-changes sont les médianes des individus, données ici pour 
les gènes ASE dans ≥ 2 échantillons et pour les gènes exprimés à ≥ 0.1 TPM et ≥ 1 TPM. 
 

Pour finir, la répartition des valeurs absolues des allelic fold-changes (log2aFC, le log2-ratio des 

comptages associés à chaque allèle) pour les gènes ASE dans au moins deux individus montre 

dans tous les tissus des log2aFC de l’ordre de 0.6 pour les PCG (soit un fold-change de 1.5 

environ) et de l’ordre de 1.10 pour les LNC (soit un fold-change de 2.14 environ). Il est 

intéressant de constater que même pour une valeur minimale de TPM ≥ 1 pour considérer un 

gène comme exprimé, PCG et LNC présentent tout de même des valeurs médianes de log2aFC 

assez différentes, du même ordre que celles obtenues avec le seuil de TPM ≥ 0.1. Cela signifie 

que le log2aFC plus élevé pour les LNC n’est pas dû uniquement au fait que ces gènes sont 

moins exprimés, et ont donc moins de reads associés, provoquant des différences de proportions 

plus importantes. Des résultats similaires sont obtenus pour les gènes ASE dans ≥ 50% des 

échantillons (résultats non montrés). Le consortium GTEx a également noté que les cis-eQTL 

affectant les LNC avaient des effets plus forts (au sens du log2 allelic fold-change) que ceux 

affectant les PCG, avec des médianes de valeurs absolues de log2 allelic fold-change de 0.805 

pour les LNC contre 0.579 pour les PCG273. 

 

Conclusion – Comme nous l’avons vu dans l’article précédent, au moins 50% des PCG 

apparaissent comme analysables (c’est-à-dire portant au moins un SNP hétérozygote dans leurs 

régions transcrites), et environ 30% des LNC sans doute en raison de leur expression plus faible 

Exprimés

PCG

LNC

Analysables 8 972 (44.6%) 7083 (42.7%) 8766 (39.4%) 7467 (44.6%) 7379 (44.1%) 7535 (43.4%) 7541 (44.3%)

PCG 6622 (49.2%) 5496 (51.0%) 6602 (45.4%) 5858 (48.6%) 5804 (48.0%) 5943 (48.0%) 5932 (48.2%)

LNC 2316 (35.7%) 1532 (27.0%) 2108 (28.0%) 1565 (34.1%) 1559 (34.2%) 1583 (32.4%) 1528 (33.2%)

ASE ≥ 2 échant. 2434 (27.1%) 3007 (42.5%) 1970 (22.5%) 1872 (25.1%) 1794 (24.3%) 1816 (24.1%) 1739 (23.1%)

PCG 1934 (29.2%) 2237 (40.7%) 1419 (21.5%) 1466 (25.0%) 1408 (24.3%) 1428 (24.0%) 1363 (23.0%)

LNC 480 (20.7%) 747 (48.8%) 534 (25.3%) 395 (25.2%) 372 (23.9%) 376 (23.8%) 365 (23.9%)

log2 allelic fold-change ≥ 0.1 ≥ 1 TPM ≥ 0.1 ≥ 1 TPM ≥ 0.1 ≥ 1 TPM ≥ 0.1 ≥ 1 TPM ≥ 0.1 ≥ 1 TPM ≥ 0.1 ≥ 1 TPM ≥ 0.1 ≥ 1 TPM

PCG 0.55 0.55 0.61 0.60 0.53 0.52 0.60 0.60 0.60 0.59 0.60 0.59 0.61 0.60

LNC 1.05 1.06 1.19 1.13 1.17 1.17 1.03 1.00 1.07 1.07 1.10 1.07 1.02 1.00

ASE ≥ 50% échant. 1023 (11.4%) 1366 (19.3%) 609 (6.9%) 771 (10.3%) 711 (9.6%) 761 (10.1%) 727 (9.6%)

PCG 822 (12.4%) 1034 (18.8%) 420 (6.4%) 607 (10.4%) 568 (9.8%) 612 (10.3%) 588 (9.9%)

LNC 195 (8.4%) 322 (21.0%) 184 (8.7%) 159 (10.2%) 139 (8.9%) 144 (9.1%) 136 (8.9%)

12311

6485 5678 7528 4586 4555 4881 4600

13469 10779 14553 12048 12085 12382

Foie

20112 16602 22257 16744 16742 17378 17025

35 semaines, nourris 35 sem., à jeun 10 sem., nourris 9 jours, nourris

Tissu adipeux Sang Hypoth. Foie Foie Foie
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qui n’est pas compensée par leur densité plus importante en SNP (rappelons en effet que la 

séquence primaire des LNC subie une pression de sélection moins forte que celle des PCG). 

En moyenne, un quart des gènes analysables sont ASE, proportion par ailleurs stable entre tissus 

ou conditions physiologiques pour un tissu donné. En revanche, on peut s’interroger sur le 

doublement de cette proportion pour le sang par rapport aux autres tissus étudiés, qui n’est pas 

retrouvé dans la littérature. À notre connaissance il n’y a pas d’études réellement comparables, 

dans lesquelles le sang et au moins un autre tissu auraient été étudiés. Cette observation pourrait 

être due à un artéfact technique ou un phénomène biologique spécifique à ce tissu, par exemple 

lié au fait que le sang des non-mammifères contient des globules rouges nucléés, pourvus de 

mitochondries353 et à priori transcriptionnellement actifs354, mais il est difficile de conclure à 

ce stade de l’observation. Dans les autres tissus, les 25% des gènes ASE parmi les gènes 

analysables correspondent à l’ordre de grandeur retrouvé dans des études faites sur différentes 

espèces et tissus, indiquant au moins un quart de régulations de type cis dans les tissus, et avec 

des fold-changes plus importants pour les LNC que les PCG, ce qui a été observé par 

ailleurs273,355 sans pour autant les expliquer. 
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II – Étude des gènes et processus biologiques impliqués 

dans la différence d’efficience alimentaire ainsi que dans 

l’adaptation des poules à des variations de régimes 

 

Un des objectifs de la présente thèse était de mieux comprendre la composante génétique de 

l’efficience alimentaire (EA). Nous avons d’abord analysé les variations transcriptomiques 

entre les R+ et les R- dans différents tissus choisis pour leur rôle potentiel dans les différences 

de RFI entre les deux lignées (§ 1). Nous avons profité de l’annotation étendue du génome de 

la poule, enrichie en LNC, générée dans la partie précédente (voir partie I) pour chercher des 

LNC potentiellement impliqués dans les différences entre les lignées. Dans le § 1 ci-après, la 

valorisation des résultats obtenus avec l’analyse des PCG se fera séparément de celle des 

résultats obtenus pour les LNC. Notons que les listes de gènes différentiellement exprimés entre 

lignées seront exploitées dans la partie III dont un objectif est d’identifier des gènes causaux à 

l’EA de par une cis-régulation.  

Dans cette partie II, nous avons ensuite cherché une éventuelle interaction entre l’EA et le 

contenu énergétique de l’aliment en analysant les conséquences d’un aliment hypo-énergétique 

sur les transcriptomes tissulaires d’animaux de ces deux lignées (§ 2).  

 

1. Identification de gènes et voies métaboliques associées avec la 

variation d’efficience alimentaire par des analyses multi-omics dans le foie 

et le tissu adipeux (article 3) 

 

a) contexte et objectifs 

L’amélioration de l’efficience alimentaire demeure un défi important pour assurer la rentabilité 

de filières et réduire l’impact environnemental de l’élevage. En effet, l’aliment destiné aux 

animaux représente 60% des coûts de production, et sa production est responsable d’une part 

importante des impacts environnementaux de l’élevage. Quoique la poule fasse partie des 

animaux d’élevage les plus efficients, une meilleure compréhension des mécanismes sous-

jacents à ce caractère, et la poursuite de l’amélioration de l’EA n’en restent pas moins des 

objectifs clefs. Pour mieux comprendre les mécanismes impliqués dans l’efficience alimentaire, 

nous avons étudié les différences d’expressions géniques et de composition du lipidome dans 

le foie et le tissu adipeux des deux lignées divergentes pour l’efficience alimentaire résiduelle. 
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Comme nous l’avons dit, en plus de leur différence marquée d’efficience alimentaire résiduelle, 

ces deux lignées présentent également une différence marquée d’adiposité corporelle, la lignée 

R- (efficiente) ayant une masse de tissu adipeux abdominal environ deux fois plus élevée que 

la lignée R+ (inefficiente). Nous avons donc fait l’hypothèse que le foie et le tissu adipeux 

pourraient être à l’origine de certaines de ces différences phénotypiques, et avons donc étudié 

ces deux tissus par transcriptomique. En effet, ces deux tissus ont des rôles clefs dans 

l’homéostasie énergétique chez les oiseaux : le foie est le tissu de synthèse des lipides, 

notamment les acides-gras et le cholestérol, et le tissu adipeux est le lieu de stockage et de 

mobilisation de ces acides-gras, qui composent par ailleurs la majorité des réserves énergétiques 

des animaux. Différentes études se sont intéressées aux différences transcriptomiques entre des 

animaux efficients et inefficients chez des espèces d’élevage, y compris le poulet de chair, mais 

aucune ne s’est intéressée aux poules pondeuses, dont la physiologie et le métabolisme diffèrent 

fortement de ceux des poulets de chairs. Les résultats obtenus chez ces derniers ne se 

transposent donc pas chez les poules pondeuses, justifiant ainsi la présente étude. 

 

b) matériels et démarches 

Nous avons utilisé des données de RNA-seq, de lipidome et de métabolome collectées sur trois 

groupes d’animaux R+ et R- : groupe contrôle (CT), un groupe nourri avec un régime hypo-

énergétique (LE, utilisé dans l’article 4 ci-après, avec le groupe CT), un groupe exposé à un 

stress thermique (HS, données non étudiées dans la présente thèse). Les données de RNA-seq 

multi-tissus proviennent de ces trois groupes pour l’hypothalamus (non étudié dans l’article 

mais dont nous parlerons dans le § f) et le foie (2 lignées × 24 poules, n = 8), du premier et du 

dernier groupe pour le tissu adipeux (2 lignées × 16 poules, n = 8), et enfin, des trois groupes 

pour le sang (2 lignées × 24 poules, n = 8, non étudié dans l’article mais dont nous parlerons 

dans le § f), en plus de données prélevées sur les animaux du groupe HS avant le début du stress 

(2 lignées × 8 poules). Les données de lipidomique du tissu adipeux utilisées ont été collectées 

sur des individus des groupes CT, pour un total de 24 animaux (2 lignées × 12 poules), et celles 

du foie ont été collectées sur des individus des groupes CT et HS, pour un total de 48 animaux 

(2 lignées × 2 groupes × 12 poules). Enfin, les données de métabolomique ont été collectées sur 

du foie d’individus des groupes CT, LE et HS, pour un total de 72 animaux (2 lignées × 3 

groupes × 12 poules). Les données de transcriptomique et de lipidomique ont d’abord été 

analysées individuellement, en utilisant le package R « edgeR » pour les premières et par 

analyse de variances pour les secondes, en utilisant à chaque fois un modèle statistique tenant 

compte de la lignée, de la condition (CT, LE, HS), et de l’interaction entre ces termes. Une p-
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value ajustée pour les tests multiples (méthode de Benjamini-Hochberg351) de 0.05 a été utilisé 

pour définir une variable significativement différente pour le facteur testé. Aucune interaction 

n’a d’ailleurs été détectée (pFDR ≤ 0.05). Ensuite, eu égard au grand nombre de gènes 

différentiellement exprimés détectés, et afin d’étudier conjointement les 3 jeux de données, 

nous avons réalisé une Analyse Factorielle Multiple (AFM) sur 26 animaux (13 R+ et 13 R-) 

pour lesquels les trois types de données étaient disponibles. L’AFM permet d’étudier les trois 

jeux de données en s’assurant qu’ils jouent tous un rôle équivalent dans l’analyse, et que le jeu 

de données transcriptomique (environ 20 000 variables) « n’écrase » pas les autres (100 

variables au plus). Cette analyse nous a permis de mettre en évidence un petit jeu de gènes, de 

lipides et de métabolites participant le plus à la séparation des animaux des deux lignées. Nous 

avons alors cherché au sein des gènes des modules de co-expression, qui suggèrent un lien 

biologique entre les gènes, à l’aide de WGCNA. Nous avons enfin tenté de lier ces modules de 

gènes aux lipides et métabolites mis en évidence. 

 

c) résultats 

Parmi les 6 004 gènes différentiellement exprimés dans le foie dont 3 781 gènes codant des 

protéines, nous avons tout d’abord observé la sur-expression, dans la lignée R- (efficiente) de 

gènes impliqués dans la glycolyse, la lipogenèse de novo, le transport des acides gras, la 

synthèse des triglycérides, le stockage des lipides et leur exportation. Concomitamment, nous 

avons observé la sous-expression de gènes liés au métabolisme de différents acides-aminés, 

mais également à l’entrée du cholestérol dans les hépatocytes, son transport et la synthèse 

d’acides biliaires (qui se fait à partir du cholestérol, voir aussi Figure 1 de l’article). Ces résultats 

au niveau transcriptomique étaient cohérents avec ceux observés au niveau lipidomique : les 

quantités d’acides-gras et de triglycérides étaient environ 4 à 5 fois plus élevées dans le foie des 

R-, et la part d’acides gras mono-insaturés (issus de la lipogenèse de novo) y était également 

plus élevée que chez les R+ (Figure 3 de l’article). 

Dans le tissu adipeux (Figure 2 de l’article), nous avons observé parmi les 5 032 gènes 

différentiellement exprimés dont 3 177 codant une protéine, une sur-expression dans les R- de 

gènes codant pour des composantes du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale, de 

gènes impliqués dans la matrice extracellulaire et dans l’inflammation. En revanche, les gènes 

sous-exprimés dans le tissu adipeux des R- n’ont pas révélé d’enrichissement significatif en 

termes fonctionnels. Si les deux lignées présentaient bien un fort contraste en termes de masse 

de tissu adipeux (deux fois plus pour les R-), au niveau lipidomique (Figure 3 de l’article), les 

quantités des différents lipides mesurés ne différaient pas entre les deux lignées, à l’exception 
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des proportions d’acides gras qui étaient similaires à celles observés dans le foie, pour les deux 

lignées.  

 

L’analyse intégrative du transcriptome, du lipidome et du métabolome hépatique par AFM a 

permis de mettre en évidence 1201 gènes, 20 lipides et 23 métabolites qui séparaient 

particulièrement les R+ des R-. Parmi les gènes, nous avons mis en évidence grâce à WGCNA 

4 modules de gènes fortement corrélés chez les R- et un seul seulement chez les R+. Les 

modules R- étaient enrichis en gènes liés au transport des vésicules du Golgi, à la glycolyse ou 

la néoglucogenèse, à la voie de signalisation des PPAR et au métabolisme des acides gras, alors 

que le module R+ ne présentait aucun terme fonctionnel enrichi. Parmi le top 10 des gènes 

codant des protéines les plus connectés aux autres gènes du module, nous avons observé 

beaucoup de gènes codant des enzymes, et très peu de gènes codant des facteurs de 

transcription. Notons tout de même la présence de THRSP (alias SPOT14) dans le module 

enrichi en gènes associés au terme « fatty acid metabolism », un gène qui semble être un 

régulateur de l’expression de gènes codant des enzymes clefs de la lipogenèse. 

 

d) discussion et conclusion 

Ce travail nous a permis de clairement montrer les différences liées au métabolisme des lipides 

entre les R+ et les R- aux niveaux transcriptomiques et lipidomiques, dans deux tissus clefs de 

ce métabolisme. En particulier, la différence de masse de tissu adipeux abdominal entre les 

deux lignées s’explique, d’abord, par la synthèse massive d’acides gras qui a lieu dans le foie 

des animaux R-, synthèse qui s’accompagne d’une forte activité d’exportation des lipides mais 

également par une stéatose hépatique. Les régulations sous-jacentes à cette synthèse de novo 

apparaissent complexes. En effet, ni NR1H3 ni SREBF1, deux gènes majeurs dans la régulation 

de la lipogenèse de novo n’étaient différentiellement exprimés. En revanche, THRSP, un 

apparent régulateur de l’expression de gènes codant des enzymes clefs de la lipogenèse était 

différentiellement exprimé, ainsi que FOXO1, qui est impliqué dans la voie de signalisation de 

l’insuline et qui contribue à la stéatose hépatique dans des contextes d’insulino-résistance. Les 

R- présentent différents signes d’insulino-résistance, observés dans d’autre travaux : glycémie 

à jeun plus élevée que les R+, insulinémie également plus élevée, à jeun comme nourris.  

La différence de masse de tissu adipeux abdominal entre les deux lignées s’explique ensuite par 

un stockage tout aussi massif de ces acides gras dans le tissu adipeux de la lignées R-. Ce 

stockage s’accompagne d’éléments évoquant une « surcharge mitochondriale », qui se traduit 

par l’activation du complexe I de la chaine respiratoire, provoquant la génération d’espèces 
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réactives de l’oxygène (Reactive Oxygen Species, ROS), et par suite, une inflammation, pouvant 

expliquer que des marqueurs inflammatoires et des gènes codant pour des protéines 

antioxydantes soient surexprimés dans ce tissu. De plus, le tissu adipeux présente des signes de 

remodelage, phénomène grâce auquel il accommode l’arrivée des lipides, notamment la 

surexpression de gènes liés à la matrice extracellulaire. 

Enfin, l’étude des mécanismes impliqués dans le dialogue entre les deux tissus nous a fait 

soupçonner un possible dysfonctionnement des récepteurs hépatiques à l’adiponectine (qui est 

produite par le tissu adipeux). En effet, l’adiponectine, significativement surexprimée par le 

tissu adipeux des R-, est censée induire une diminution de la lipogenèse dans le foie. Cependant, 

elle agit à travers deux récepteurs dont l’un est sur-exprimé dans le foie des R-. Or, nous 

n’observons ni différence de quantité de ce lipide entre les foies des deux lignées, ni différence 

d’expression des gènes hépatiques cibles de la régulation de l’adiponectine.  

Il apparait à travers ce travail que les R- présentent un phénotype de stéatose hépatique, un 

phénotype qui est de plus en plus étudié aujourd’hui puisqu’il est lié aux maladies métaboliques 

humaines, de type obésité ou diabète de type II. Ces données transcriptomiques hépatiques 

seront donc probablement ré-analysées sous cet angle, en lien avec des modèles similaires de 

souris, pour mieux comprendre les facteurs de la stéatose hépatique. 
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e) article, en cours de relecture par les co-auteurs 

 

Cet article est en cours de relecture par ses co-auteurs : Frédéric Jehl, Colette Désert, 

Christophe Klopp, Andrea Rau, Morgane Boutin, Laetitia Lagoutte, Yuna Blum, Diane 

Esquerré, David Gourichon, Thierry Burlot, Yuliaxis Ramayo-Caldas, Anne Collin, Sandrine 

Lagarrigue, Tatiana Zerjal. Genes and biological pathways associated with layers variation in 

feed efficiency identified by liver and adipose tissue multi-omic analyses. Soumission prévue 

à BMC Genomics fin 2020. 

 

Il est reproduit ci-après. 
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f) difficulté d’interprétation des résultats du sang et de l’hypothalamus 

Nous n’avons présenté dans l’article qui précède que les résultats liés au tissu adipeux et au 

foie. Ce choix peut s’expliquer par le lien évident entre ces deux tissus et les différences entre 

nos deux lignées, en particulier en termes de masse de tissu adipeux ; par le fait que les données 

de lipidomique et de métabolomique n’étaient disponibles que pour ces deux tissus ; par la 

richesse des parties « Résultats » et « Discussion » tirées des analyses de ces deux tissus ; et 

enfin par la difficulté à interpréter les résultats liés au sang et à l’hypothalamus en relation avec 

les différences entre R+ et R-. 

 

Nous avons observé 3 927 gènes DE dans l’hypothalamus et 9 028 gènes différentiellement 

exprimés (DE) dans le sang (pour 5 032 gènes DE dans le tissu adipeux et 6 004 dans le foie). 

Rappelons ici que les globules rouges des poulets (et des non-mammifères en général) sont 

nucléés et possèdent des mitochondries353, et semblent être transcriptionnellement actifs354. 

L’enrichissement fonctionnel des gènes DE dans l’hypothalamus a permis de mettre en 

évidence 4 termes (pFDR ≤ 0.05) soutenus par 11 à 21 gènes. Ces termes de l’hypothalamus 

étaient liés aux Rho GTPases, impliqués dans le cytosquelette d’actine356, l’immunité (« voie 

de signalisation de NF-κB » et « immunodéficience ») et le lysosome.  

Dans le sang, 51 termes ont été mis en évidence (pFDR ≤ 0.05) soutenus par 9 à 199 gènes. 

Certains, liés à l’immunité (« voie de signalisation des récepteurs T », « cytotoxicité médié par 

les cellules Natural Killer », « système immunitaire »), sont relativement simples à relier au 

tissu, plus difficilement aux lignées. D’autres en revanche (citons « voie de signalisation de 

l’insuline ») sont intéressants et peuvent être liés aux lignées, mais plus difficilement au tissu.  

 

La valorisation de ces résultats, en particulier ceux liés au sang, demandera, on le voit, un effort 

d’interprétation et éventuellement le recours à des spécialistes de ce tissu particulier composé 

de populations cellulaires variées. 

 

g) travaux complémentaires sur les LNC 

Nous avons utilisé les données de transcriptomique du foie et du tissu adipeux de cet article, 

combinées avec notre annotation étendue du génome de la poule pour étudier les LNC afin 

mettre en évidence des LNC ou des couples LNC:PCG potentiellement impliqués dans les 

différences entre nos lignées. 
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Nous avons mis en évidence 6 586 LNC exprimés dans le foie et 7 187 LNC exprimés dans le 

tissu adipeux. Parmi eux, 2 166 LNC étaient différentiellement exprimés dans le foie (958 et 

1208 sur- et sous-exprimés dans les R- versus R+) et 1 822 (954 et 868 sur- et sous-exprimés 

dans les R- versus R+) dans le tissu adipeux.  

Dans la mesure où la co-expression de deux gènes peut être due à une co-régulation, nous avons 

étudié le nombre de couples LNC:PCG « co-différentiellement exprimés » et l’avons comparé 

au nombre de couples PCG:PCG dans le même cas. L’hypothèse est ici que si les LNC ont une 

action régulatrice sur les PCG, nous devrions observer une plus forte proportion de couples 

LNC:PCG avec les deux membres DE que de couples PCG:PCG dans le même cas. Comme 

nous le voyons en Figure 8A ci-après, nous avons en effet observé dans les deux tissus étudiés 

un plus forte proportion de couples avec les deux membres DE pour les couples LNC:PCG que 

pour les couples PCG:PCG, quelle que soit d’ailleurs la configuration des couples en question. 

En effet, lorsque le LNC était DE, le PCG l’était également dans 30% à 46% des cas, contre 

5% à 18% des cas pour les couples PCG:PCG. Notons cependant que pour les couples 

LNC:PCG en configuration « même-brin », ces pourcentages sont sans doute sur-évalués. 

Enfin, dans 70% des cas pour les couples LNC:PCG, les deux gènes étaient DE dans le même 

« sens » (tous les deux sur- ou sous-exprimés). 

Nous avons ensuite mis en évidence 113 LNC ayant un fold-change supérieur à 6 et 100 LNC 

ayant un fold-change inférieur à 1/6 dans le foie, dont 14 et 10 étaient en couple avec un PCG 

également DE. Dans le tissu adipeux, nous avons mis en évidence 103 et 106 LNC ayant un 

fold-change supérieur à 6 ou inférieur à 1/6, respectivement, dont 5 et 16 en couple avec un 

PCG également DE. Parmi ces couples, nous avons mis en évidence le couple 

INRAGALG00000008498:NDRG3. Si ces deux gènes ne sont pas à proprement parler 

« corrélés » l’un avec l’autre, leurs expressions n’en présentent pas moins un motif intéressant 

(Figure 8B). Dans le tissu adipeux et le foie, le LNC n’est pas exprimé chez les R+ alors qu’il 

l’est chez les R- (TPM ≥ 0.2 environ). Dans le tissu adipeux, lorsque le LNC est exprimé (chez 

les R- donc), l’expression de NDRG3 est plus élevée que lorsqu’il ne l’est pas (chez les R+), 

alors que c’est l’inverse dans le foie : lorsque le LNC n’est pas exprimé (chez les R+), 

l’expression de NDRG3 est plus élevée que lorsqu’il l’est (chez les R-). Ces deux gènes sont en 

position divergente à 563 pb l’un de l’autre (Figure 8C) 
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Figure 8 | Expression des couples LNC:PCG. (A) Vue générale de l’expression des couples 
LNC:PCG et PCG:PCG dans le tissu adipeux et le foie, et comparaison des pourcentages de couples 
LNC:PCG et PCG:PCG dont les deux membres sont différentiellement exprimés. Entre parenthèse est 
indiqué le nombre de fold-change de même « sens ». (B) Co-expression de 
INRAGALG00000009498:NDRG3 dans le tissu adipeux (gauche) et dans le foie (droite), en RPKM. (C) 
Configuration génomique de NDRG3 et de son LNC chez la poule (au-dessus de la ligne pointillée), 
pour lesquels aucune synténie n’a été trouvée chez l’humain ni la souris, et de MTTP et de son LNC ou 
du potentiel LNC dans 3 espèces (en-dessous de la ligne pointillée) : poule (en haut), souris (au milieu) 
et humain (en bas). Les échelles ne sont pas respectées, et la distance entre C4orf54 et DAPP1 chez 
l’humain est plus importante que suggérée. (a) ENSGALG00000029930, (b) INRAGALG00000012927, 
(c) INRAGALG00000012924, (d) Gm19708, (e) ENSMUSG00000090066, (f) Gm5105. (D) Co-
expression entre MTTP et INRAGALG00000012922, tous les deux membres du module WGCNA 
“turquoise”, en utilisant les données d’expression de ce travail (en RPKM, à gauche), du travail réalisé 
dans le cadre de l’article 1 de la présente thèse (en TPM, à droite). (E) Corrélation d’expression entre 
MTTP et son potentiel LNC chez l’humain, en TPM. n.s : non-significatif, * : p ≤ 0.05, *** : p ≤ 0.001, ₱ : 
composition des couples. LNC : couples LNC:PCG, PCG : couples PCG:PCG. † : nombre de couples 
exprimés, ‡ : nombre de couples avec le LNC DE (première ligne de chaque configuration) ou l’un des 
deux PCG DE (seconde ligne), € : nombre de couples avec les deux gènes DE, ₳ : p-value d’un test du 
χ² comparant la proportion du nombre de couples avec les deux membres DE versus le nombre de 
couples avec au moins un membre DE, FC : fold-change entre R- and R+. “duod” : duodénum, “ileu” : 
iléon, “kdny” : rein, “mscB” : muscle pectoral, “skin” : peau, “testis” : testicule, “trch” : trachée. 
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Ensuite, nous nous sommes intéressés aux LNC présents dans les modules formés par WGCNA. 

Nous avons mis en évidence 13 couples LNC:PCG (5 chez les R- et 8 chez les R+) dont les 

deux membres étaient présents dans un module, indiquant (i) qu’ils présentaient une forte 

corrélation d’expression et (ii) que les deux gènes participaient à la séparation des deux lignées. 

Le couple en position convergente LNC:MTTP, présent dans le module enrichi en termes 

associés à la voie de signalisation des PPAR, est d’un intérêt particulier. En effet, MTTP est 

impliqué dans l’assemblage des lipoprotéines, qui transportent les acides gras du foie vers les 

tissus cibles, notamment le tissu adipeux. Le profil d’expression de ces deux gènes est présenté 

Figure 8D (à gauche). Nous avons identifié d’autres tissus dans lesquels les deux gènes sont 

exprimés en utilisant les données de l’article 1 de la présente thèse (Figure 8D). Tous deux sont 

exprimés dans le foie, et dans une moindre mesure le duodénum, le rein, la peau, la trachée et 

le muscle pectoral. Ce couple est conservé entre poule et mammifères en termes de position 

(Figure 8C). En utilisant des données GTEx, nous avons donc étudié chez l’humain la 

corrélation d’expression entre MTTP et deux gènes qui pourraient être des orthologues du LNC 

chez la poule (Figure 8E). Ces deux gènes semblent être exprimés concomitamment dans le 

foie, l’iléon, le muscle squelettique et le testicule. 

 

Ces résultats relatifs à la proportion de couples LNC:PCG dont les deux membres sont DE 

suggèrent que la seule proximité des deux gènes suffit à ce qu’ils soient tous deux DE, 

indépendamment de leur classification. Les mécanismes sous-jacents à cette « association » 

restent en revanche à explorer. On peut imaginer des mécanismes spécifiques de certaines 

configurations, ou bien des mécanismes génériques : sont-ils sous le contrôle d’un régulation 

commune (provoquant une transcription bidirectionnelle dans le cas des couples divergents), le 

transcrit LNC généré à proximité du gène PCG permet-il le recrutement d’éléments nécessaires 

à l’expression du PCG (majoritairement par une régulation positive d’ailleurs), ou bien la 

transcription du LNC est-elle nécessaire à celle du PCG sans que le transcrit LNC ne joue un 

rôle particulier dans cette transcription (voir à ce propos l’exemple de Bend4 et Bendr 

développé dans l’introduction) ? 

Enfin, les rôles éventuels du LNC en couple avec MTTP sur la formation des lipoprotéines et 

du LNC en couple avec NDRG3 (dont les rôles sont d’ailleurs mal connus357) sur son expression 

restent à élucider.  
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2. Réponse adaptative de la poule à un régime hypo-énergétique : le rôle 

clef du métabolisme hypothalamique des lipides mis en évidence par une 

approche associant phénotypes et transcriptomes multi-tissus (article 4) 

 

a) contexte 

À l’échelle mondiale, la filière œufs de poule utilise des poules pondeuses sélectionnées par 

l’une des quelques entreprises du secteur. Les lignées desquelles sont issus ces animaux sont 

sélectionnées dans des conditions contrôlées, mais les animaux de production sont ensuite 

utilisés dans le monde entier, et sont donc exposés à des conditions environnementales très 

diverses. Ainsi, les animaux peuvent subir des variations de température, de composition de la 

ration alimentaire, ou bien de contenu énergétique. C’est sur ce dernier point que se concentre 

le présent article. Il s’agit ici de mieux comprendre les gènes et processus biologiques impliqués 

dans la réponse adaptative de poules pondeuses à un régime hypo-énergétique par une approche 

transcriptomique sur 4 tissus. En effet, si quelques études se sont intéressées aux effets d’un 

régime hypo-énergétique sur les performances de poules pondeuses, aucune n’a investigué les 

mécanismes sous-jacents aux variations de performances au niveau transcriptomique. Afin de 

mettre en évidence une éventuelle interaction entre la réponse au régime hypo-énergétique et 

l’efficience alimentaire, nous avons utilisé des animaux de deux lignées divergentes pour ce 

caractère : les R+, la lignée inefficiente et les R-, la lignée efficiente.  

 

b) matériels et démarche 

Les animaux de ces deux lignées ont été nourris ad libitum avec un régime standard ou un 

régime hypo-énergétique (15% d’énergie en moins par rapport au standard) pendant 14 

semaines (entre 17 et 31 semaines d’âge). Cette ration hypo-énergétique mime celle à laquelle 

des poules pondeuses pourraient être exposées dans des pays dans lesquels l’accès aux 

ingrédients énergétiques serait difficile voire impossible.  

 

Pour étudier les effets de ces régimes sur les animaux, deux types de données ont été collectées. 

D’une part, des données relatives aux performances des animaux et à leur prise alimentaire : 

poids du corps, intensité de ponte (nombre d’œufs pondus par jour sur une période donnée, 

divisé par le nombre de poules présentes), nombre, poids et solidité des œufs pondus, etc., sur 

96 animaux au total : 45 R+ (34 du régime contrôle et 11 du régime hypo-énergétique) et 51 R- 

(36 du régime contrôle et 15 du régime hypo-énergétique). D’autre part, à l’issue de la période 
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de stress, à 31 semaines d’âge, des échantillons de quatre tissus ont été prélevés sur 32 animaux 

(8 R+ et 8 R- de chaque régime) afin d’en analyser le transcriptome. Ces quatre tissus étaient 

le tissu adipeux, lieu du stockage et de la mobilisation des acides-gras qui composent les 

réserves énergétiques des animaux, le foie, lieu notamment de la synthèse des lipides dont les 

acides-gras et le cholestérol, l’hypothalamus, centre de régulation de l’homéostasie énergétique, 

et enfin le sang, tissu circulant qui assure le transport des nutriments et messagers moléculaires 

dans tout l’organisme.  

Les données relatives aux performances des animaux et à leur prise alimentaire ont été 

analysées en utilisant un modèle d’analyse de variance prenant en compte la lignée, le régime 

et l’interaction lignée × régime. Les analyses de différentiel d’expression ont été réalisées à 

l’aide du package R « edgeR », à l’aide d’un modèle prenant là encore en compte la lignée, la 

régime et l’interaction lignée × régime. 

 

c) résultats 

Nos résultats ont montré tout d’abord que la différence de contenu énergétique de la ration 

n’avait pas affecté les performances des animaux, mais avait en revanche, dans le groupe nourri 

avec le régime hypo-énergétique, entrainé une augmentation de leur prise alimentaire et une 

diminution de leur masse de gras corporel (voir Table 1 de l’article). Dit autrement, les animaux 

nourris avec l’aliment appauvri en énergie semblent avoir compensé cet appauvrissement en 

consommant plus et en mobilisant leurs réserves corporelles. Ces résultats étaient les mêmes 

quelle que soit la lignée des animaux, montrant une absence d’interaction entre la ration et la 

lignée à ce niveau. 

Ensuite, au niveau des transcriptomes tissulaires, nous avons observé un contraste important 

entre, d’un côté, le foie et le tissu adipeux, qui ne semblent pas avoir été affectés du point de 

vue transcriptomique : ils totalisent moins de 20 gènes différentiellement exprimés à eux deux. 

En revanche, le sang et surtout l’hypothalamus ont été fortement impactés avec respectivement 

1 334 et 2 700 gènes différentiellement exprimés entre les deux régimes. Encore une fois, 

aucune interaction n’a été observée entre la ration et la lignée. 

Dans le sang, les gènes différentiellement exprimés étaient liés à des fonctions telles que la 

synthèse des acides-aminés ou du cholestérol (Table 3), et semblent indiquer un rôle potentiel 

du sang dans l’adaptation à la ration appauvrie en énergie. 

Dans l’hypothalamus, la ration appauvrie semble avoir eu plusieurs effets (Table 2). D’abord, 

nous avons observé une possible modification de l’organisation synaptique, avec notamment 

l’activation de la synthèse protéique, potentiellement alimentée en énergie par la β-oxydation 
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des acides gras, ou encore l’altération du métabolisme du cholestérol (Figures 2 et 5 de l’article). 

Nous avons également mis en évidence une voie métabolique pouvant expliquer la hausse de 

la prise alimentaire, à travers l’activation de la voie de endocannabinoïdes, des molécules 

connues pour réguler la prise alimentaire, et dont la synthèse d’un des précurseurs, l’acide 

arachidonique, un acide gras poly-insaturé, semble être activée dans l’hypothalamus des 

animaux nourris avec la ration hypo-énergétique. Nous avons en effet observé une expression 

différentielle de différents gènes de ces voies (Figure 6 de l’article). 

 

d) discussion et conclusion 

Ce travail a donc permis d’explorer les effets d’une ration appauvrie en énergie sur les 

performances, la prise alimentaire et les transcriptomes tissulaires des animaux des deux lignées 

R+ et R-. Malgré le faible effectif des animaux par niveau de facteurs (n = 8 en transcriptomique 

et n entre 11 et 36 pour les performances), nous avons pu observer entre les animaux des deux 

régimes des variations suffisamment fortes pour être significatives, aussi bien au niveau des 

performances que des transcriptomes. En revanche aucune des variables étudiées ne présentait 

d’interaction significative entre régime et efficience alimentaire. En effet, bien qu’une tendance 

ait pu être observée, elle n’était pas suffisamment forte pour être significative avec de tels 

effectifs. Ainsi les R- du groupe hypo-énergétique ont eu tendance à voir leur poids du corps 

diminuer dans des proportions plus élevées que les R+ du même groupe (-8% environ versus -

1%). Les résultats majeurs ont été une réaction adaptative des animaux au régime via une 

mobilisation des réserves corporelles et une hausse de la prise alimentaire, en accord avec la 

bibliographie358–360. Concernant cette dernière observation, nous avons mis en évidence dans 

l’hypothalamus un mécanisme impliquant les endocannabinoïdes qui peut contribuer à 

expliquer cette hausse de prise alimentaire. Si les endocannabinoïdes sont connus pour leur 

implication dans la régulation de la prise alimentaire361,362, ce travail est le premier à mettre en 

évidence un tel mécanisme dans le cadre de l’adaptation à un régime hypo-énergétique.  
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e) article publié363 

 

Cet article a fait l’objet : 

– d’une publication dans BMC Genomics : Jehl, F., Désert, C., Klopp, C. et al. Chicken 

adaptive response to low energy diet: main role of the hypothalamic lipid metabolism 

revealed by a phenotypic and multi-tissue transcriptomic approach. BMC Genomics 20, 

1033 (2019). https://doi.org/10.1186/s12864-019-6384-8, reproduite ci-après ; 

 

– d’une communication orale : F. Jehl, M. Brenet, A. Rau, C. Désert, M. Boutin, S. 

Leroux, D. Esquerré, C. Klopp, D. Gourichon, A. Collin, F. Pitel, T. Zerjal and S. 

Lagarrigue. Layers response to suboptimal diet through phenotypic and transcriptomic 

changes in four tissues. 69th Annual Meeting of the European Federation of Animal 

Science,  

Dubrovnik (Croatie), le 30 août 2018 ; 

 

– d’un poster : F. Jehl, C. Klopp, M. Brenet, A. Rau, C. Désert, M. Boutin, S. Leroux, K. 

Muret, D. Esquerré, D. Gourichon, T. Burlot, Anne Collin, F. Pitel, T. Zerjal, S. 

Lagarrigue. Phenotype and multi-tissue transcriptome response to diet-energy changes 

in laying hens. International Plant & Animal Genome XXVII (PAG),  

San Diego (États-Unis), le 14 janvier 2019. 
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III – Recherche de gènes cis-régulés impliqués dans l’EA par 

analyse d’expressions allèles-spécifiques 

 

1. Recherche de gènes candidats causaux de la variation d’efficience 

alimentaire résiduelle, en combinant traces de sélection et recherche de 

gènes cis-régulés par analyse d’expression allèle-spécifique (article 5, en 

préparation) 

 

a) contexte 

Le contexte socio-économique de ce travail est le même que celui de l’article 3. Rappelons que 

l’amélioration de l’efficience alimentaire (EA) reste un défi pour accroitre la rentabilité des 

élevages et faire décroitre leur impact environnemental. L’aliment destiné aux animaux 

représente en effet 60% des coûts de production, et sa production est responsable d’une part 

importante des impacts environnementaux de l’élevage. L’enjeu scientifique est également 

similaire à celui de l’article 3, à savoir mieux comprendre la composante génétique de 

l’efficience alimentaire en utilisant le même modèle, les lignées R+ et R-, divergentes pour 

l’EA. Cependant, notre objectif est ici plus ambitieux puisque nous cherchons cette fois à 

identifier des gènes, voire des variants, causaux de la différence d’EA et de la différence des 

caractères associés à l’EA, qui ont été indirectement sélectionnés durant la sélection divergente 

sur 40 générations des lignées R+ et R-. 

 

b) matériels et démarche 

Nous avons utilisé les résultats d’un travail réalisé par ailleurs qui a permis de mettre en 

évidence des traces de sélection entre les lignées R+ et R-. Pour ce faire, des données de 

génotypage haute-densité ont été collectées sur 3 générations (générations 18, 25 et 40, 32 R+ 

et 32 R- par générations, pour un total de 192 animaux). Dans ces traces de sélection, qui sont 

des régions du génome dans lesquelles les différences de fréquences alléliques entre les lignées 

ne sont pas dues uniquement à la dérive génétique, devraient être localisés les variants causaux 

de la différence d’EA entre nos deux lignées.  

Pour les gènes candidats causaux, nous avons élargi notre fenêtre d’observation autour des 

traces de 200 kb en 5’ et en 3’, car les variants cis-régulateurs (nécessairement dans la trace) 

peuvent être à distance du promoteur proximal du gène régulé. Le choix de 200 kb correspond 
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à un arrondi du troisième quartile de la distribution de la longueur des TAD détectés chez la 

poule par Foissac et al.102 (2019), à savoir 160 kb. Les TAD99 sont des régions 

transcriptionnellement actives dans lesquelles variants cis-régulateurs et gènes cis-régulés 

tendent à être localisés. 

Nous avons d’abord cherché dans et à proximité de ces traces de sélection des gènes candidats 

causaux en utilisant leur annotation fonctionnelle, grâce aux fonctions connues dans la 

littérature et aux informations apportées par les observations phénotypiques chez des souris 

knock-out364. Ensuite, nous avons cherché des gènes candidats causaux à cause d’un variant 

affectant la structure du transcrit ou de la protéine associée, cette fois-ci uniquement dans les 

traces, et non plus à proximité (car le variant causal, nécessairement dans la trace, ne peut dans 

ce cas affecter qu’un gène dans la trace également). Nous avons ainsi cherché des variants des 

SNP ou des INDEL localisés dans les régions codantes des PCG et ayant un impact délétère sur 

la protéine codée. Concernant les LNC, bien qu’il soit difficile d’évaluer l’impact d’un variant 

dans ces gènes, nous avons relevé les INDEL de plus de 6 pb affectant les LNC dans ces traces. 

La valeur de 6 pb vient de l’étude de Kirk et al.258 (2018) qui ont montré qu’il était possible de 

classer des LNC sur la base de leur composition en k-mers, avec k = 6 en particulier. Ces 

premiers travaux ont été entrepris à l’aide de données de DNA-seq collectées sur 10 animaux 

R+ et 9 animaux R-.  

Enfin, nous avons cherché des gènes candidats causaux dont l’expression pourrait être régulée 

par un variant cis-régulateur localisé dans les traces de sélection. Pour cela, nous avons cherché 

les gènes, dans et à proximité des traces, présentant une expression allèle-spécifiques (ASE) 

dans des individus F1 issus de croisements réciproques entre parents R+ et R- générés pour 

optimiser l’hétérozygotie des animaux. Pour les gènes ASE, la différence d’expression entre les 

allèles R+ et R- au sein des individus F1 a été comparée à la différence d’expression au sein des 

individu F0 des lignées R+ et R-. La recherche de ces gènes ASE cis-régulés s’est faite sur des 

échantillons de tissu adipeux, de sang, d’hypothalamus et de foie de 8 animaux F1 âgés de 35 

semaines et abattus à l’état nourri (6 individus pour l’hypothalamus). 

 

c) résultats 

La recherche des traces de sélection par l’équipe collaboratrice a mis en évidence 5 traces de 

tailles allant de 58 kb à 3 Mb sur 5 chromosomes différents.  

Nous avons comparé ces traces de sélection avec des régions QTL pour des caractères en lien 

avec l’EA et observé que la trace de sélection sur le chromosome 6 correspond à une région 
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QTL pour la masse et le pourcentage de gras abdominal dans une population de poulets de 

chair365.  

Les 5 traces étendues contiennent 2 à 60 gènes, pour un total de 160 gènes, dont de 77 PCG et 

78 LNC. D’abord, la recherche de gènes candidats positionnels et fonctionnels, c’est-à-dire 

dans ou à proximité d’une trace et avec une fonction connue en lien avec un phénotype 

divergent entre R+ et R-, nous a permis de mettre en évidence 17 PCG, dont deux également 

mis en évidence lors de la recherche de gènes cis-régulé : TBC1D30 et FABP4. Le gène 

TBC1D30 (à 157 kb de la trace du chromosome 6) a été identifié chez l’humain comme étant 

impliqué dans l’insulinémie et la sécrétion d’insuline par le pancréas366,367 et FABP4 (à 160 kb 

de la trace du chromosome 2) joue un rôle important dans le développement de maladies 

métaboliques (diabète de type 2, obésité)368,369. Ensuite, trois PCG présents dans les traces 

étaient affectés par un polymorphisme délétère dans les régions codantes : LRRCC1 et CNBG3 

(tous deux dans la trace du chromosome 2) par un variant faux-sens (missense) prédit comme 

délétère, car l’acide aminé affecté est conservé à travers les espèces, et SRRL (dans la trace du 

chromosome 6) par un INDEL de 2 pb dans son dernier exon provoquant un décalage de lecture 

de 10% de la séquence codante. De plus, trois LNC étaient affectés par des INDEL, d’une taille 

allant jusqu’à 24 nt. Enfin, la stratégie qui vise à identifier des gènes candidats causaux cis-

régulés par l’analyse conjointe des gènes ASE dans un des tissus « métaboliques » de la F1 

(tissu adipeux, foie et hypothalamus) et corroboré par le statut de DE entre R+ et R- a permis 

de mettre en évidence 9 PCG, et 1 LNC, soit 10 gènes en tout. En détail, nous avons identifié 6 

gènes dans le tissu adipeux : LLPH (à 180 kb de la trace du chromosome 1), CA13, FABP4 

(dans et à proximité de la trace du chromosome 2, respectivement), ANXA11, RET (tous deux 

dans la trace du chromosome 6) et HSBP1 (dans la trace du chromosome 11) ; 2 dans le foie, 

MSRB3 et TBC1D30 (dans et à proximité de la trace du chromosome 1, respectivement) et 2 

dans l’hypothalamus, COTL1 (à proximité de la trace du chromosome 11) et un LNC 

(INRAGALG00000008086 dans la trace du chromosome 2). Dans le sang, nous avons 

également identifié 8 PCG : BMS1, MSRB3, OTUD6B, RMND1, SNX16, ZFAND1 et 2 LNC, 

gènes que nous n’avons pour l’instant pas étudiés en détails. Pour 6 des 10 gènes détectés dans 

le tissu adipeux, le foie et l’hypothalamus, l’expression était plus élevée chez le chromosome 

R- que chez le chromosome R+.  
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d) discussion  

Nous avons fait ici le choix de ne discuter que le seul gène FABP4 situé dans la trace de 

sélection du chromosome 2 car il est riche d’enseignements. Pour les autres gènes, on peut se 

référer à l’article en préparation ci-après. 

FABP4, détecté dans le tissu adipeux et sur-exprimé par le chromosome R-, pourrait être un 

bon gène candidat positionnel et fonctionnel. D’abord, ce gène fait partie de la famille des Fatty 

Acids Binding Proteins (FABP), et est fortement exprimé dans les adipocytes, dans lesquels la 

protéine FABP4 facilite le trafic intracellulaire des lipides370. Mais FABP4 est également 

excrétée par ces cellules, et agit alors comme une adipokine371. Chez l’humain, FABP4 est plus 

exprimé dans les adipocytes de patients obèses comparés à des patients sveltes, la protéine 

associée FABP4 est plus excrétée par ce tissu et sa concentration dans le sérum est positivement 

corrélée avec l'indice de masse corporelle372 et associée avec l’insulino-résistance dans le 

diabète de type 2373. Enfin, et bien que les mécanismes semblent encore obscurs, FABP4 semble 

impliqué dans le maintien de l’homéostasie du glucose, et dans des maladies métaboliques, dont 

le diabète368. Un examen plus précis de l’ASE pour chaque SNP composant le segment détecté 

par phASER nous montre cependant que ce ne sont que des SNP localisés dans le dernier intron 

du gène qui ont un log2 allelic fold-change réellement différent de 1, ce qui n’est pas le cas des 

autres SNP du gènes (dans les exons 2 et 4 sur 4 et dans les introns 1 et 2, voir aussi Figure 4B 

de l’article en préparation). L’existence d’un transcrit alternatif ne nous parait pas en être la 

cause. En effet, le nombre de reads associés à chaque SNP est le même pour tous les SNP dans 

les introns, qu’ils soient ASE ou non. Pour la même raison, nous ne pensons pas que cette 

observation soit due à l’existence d’un gène non-modélisé. L’absence d’ASE pour les SNP 

hétérozygotes des exons semble donc indiquer l’absence d’une cis-régulation de ce gène, 

pourtant excellent candidat positionnel et fonctionnel. Une analyse approfondie des SNP de ce 

gène, au-delà des SNP non-synonymes ayant des conséquences prédites délétères, montre 

l’existence d’un variant dans la lignée R+, qui entraine l’apparition d’un missense dans la 

protéine, et qui est associé à une moins forte affinité pour les acides-gras d’après Wang et al.374 

(2009). Ces auteurs montrent d’ailleurs que ce variant est présent uniquement chez des poulets 

de chair maigres374, ce qui est cohérent avec le phénotype également maigre des R+. Ce gène 

reste donc un bon candidat pour sa fonction et la présence d’un variant affectant la structure et 

la fonction de la protéine associée et non d’un variant cis-régulateur. Se pose néanmoins la 

question des bornes des traces de sélection, puisque les variants présents dans FABP4 (situé 

pour sa part hors de la trace) montrent bien des fréquences contrastées entre les deux lignées. 

D’une façon générale, se pose également le problème de la détection des variants non-
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synonymes pouvant affecter sévèrement la protéine codée, autres que ceux prédits comme ayant 

un effet délétère. En effet, les variants missense annotés comme « tolérés » (comme le missense 

dont nous avons parlé dans FABP4) sont relativement nombreux, et affectent 19 gènes sur les 

160 présents dans les traces. Le problème s’avère encore plus complexe avec les variants 

synonymes, qui peuvent également impacter sévèrement la protéine codée, notamment en 

affectant la vitesse de traduction375,376.  

 

e) conclusion 

En conclusion, l’approche par détection de traces de sélection nous a permis de mettre en 

évidence 160 gènes candidats causaux de l’EA ou de caractères associés, sur les 52 075 que 

compte l’annotation étendue du génome de la poule. Même si cette première approche 

positionnelle est efficace dans la réduction du nombre de gènes candidats, il reste un important 

travail à fournir pour identifier les vrais gènes causaux parmi ces candidats positionnels. Dans 

ce contexte, nos trois stratégies de priorisation, basées sur (i) les fonctions connues des gènes, 

(ii) la présence de variants affectant la protéine codée ou l’ARN transcrit, (iii) la détection de 

cis-régulations potentielles à l’aide de l’étude de l’expression allèle-spécifique, et le croisement 

des résultats de ces trois stratégies, nous ont permis de grandement réduire cette liste de gènes 

potentiellement causaux en mettant en évidence 16 gènes candidats causaux (12 PCG et 4 

LNC). La validation expérimentale du rôle de ces gènes par des approches de biologie 

moléculaire et cellulaire est maintenant l’étape suivante. Le choix du modèle cellulaire peut 

être guidé par les résultats d’expression allèle-spécifique et le pattern d’expression tissulaire 

des gènes candidats. En revanche le phénotype à suivre dans ces modèles cellulaires est difficile 

à définir. En effet, même si la détection de traces de sélection nous a permis de définir des 

régions d’intérêt avec assez peu de gènes (et en utilisant assez peu d’individus, à savoir 192 

répartis en 3 générations), elle ne nous donne pas d’information sur les phénotypes associés à 

chacune d’entre elles. Il est donc difficile de savoir « quoi » chercher, c’est-à-dire quel 

phénotype chercher, a fortiori lorsque le phénotype est compliqué voire impossible à observer 

à l’échelle cellulaire (par exemple la prise alimentaire).  
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f) article en préparation 

 

L’article associé à ces travaux est en cours de rédaction.  

Il est reproduit ci-après dans son état d’avancement au moment de la fin de la rédaction du 

présent manuscrit.  

Entre autres, la partie « Material and Methods » reste à être écrite, et les Figures 5 et 6 à être 

produites. 

 

Titre prévisionnel : « Combined selective sweep mapping with coding SNP annotation and 

cis-eQTL analysis to identify candidate causative genes for phenotypic differences between 

RFI divergent laying hens » 

 

Liste prévisionnelle des co-auteurs : Frédéric Jehl, Simon Boitard, Laetitia Lagoutte, Colette 

Désert, Christophe Klopp, Diane Esquerré, David Gourichon, Tatiana Zerjal, Sandrine 

Lagarrigue. 
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I – Gènes et efficience alimentaire, des liens fort complexes 

Nos travaux avaient pour premier objectif de mieux comprendre les mécanismes 

impliqués dans la différence d’efficience alimentaire (EA) en étudiant des lignées modèles 

divergentes pour ce caractère par des approches associant différentes données –omics. Ces 

données constituées de transcriptomes multi-tissus et de lipidome et métabolome hépatique, ont 

permis de mettre en évidence les gènes et voies métaboliques associés à la sélection pour cette 

différence d’EA. On peut se demander si les différences mises en évidence sont des 

conséquences de la sélection pour l’EA, ou bien s’il s’agit de caractères indirectement 

sélectionnés. Cette question se pose particulièrement pour la masse de gras corporel et 

l’insulino-résistance qui sont différentiels entre les lignées et pour lesquels de nombreux gènes 

associés sont différentiellement exprimés entre lignées ou localisés dans les traces de sélection. 

Pour répondre en partie à cette question « cause–conséquence », il faudrait calculer les 

corrélations génétiques entre ces caractères, notamment avec la masse de gras abdominal, ou 

avec des paramètres mesurant la résistance à l’insuline. Toujours est-il que ces premiers 

résultats nous ont aidés dans la recherche de gènes candidats causaux présents dans les 5 régions 

identifiées comme étant sous sélection et caractérisant notre modèle : d’une part en précisant 

les fonctions biologiques différant entre R+ et R-, et donc potentiellement impactées par la 

sélection, par exemple la stéatose hépatique ou l’inflammation du tissu adipeux, et d’autre part 

en identifiant les gènes différentiellement exprimés entre ces lignées, qui ont pu être mis en 

regard avec ceux ayant une expression allèle spécifique (ASE) dans les individus F1. En effet, 

le second objectif était d’analyser les 160 gènes candidats positionnels localisés dans les 5 traces 

de sélection identifiées dans nos lignées, en dressant la liste des meilleurs gènes candidats 

causaux de l’EA, en raison (i) d’une fonction clairement liée aux phénotypes divergeant entre 

lignées, (ii) d’un variant affectant la structure de la protéine ou pour les LNC de l’ARN produit 

ou (iii) d’un variant cis-régulateur entrainant une variation d’expression entre les deux génomes 

R+ et R-, dans les F1 (gènes ASE) retrouvée dans les F0 (gènes DE). 

 

Comme nous l’avons vu à différentes reprises, les lignées R+ et R- ont été sélectionnées 

pendant 40 ans de façon divergente pour la prise alimentaire résiduelle (RFI). Rappelons que 

cette prise alimentaire résiduelle est calculée comme la différence entre la prise alimentaire 

observée et la prise alimentaire prédite par une régression multiple prenant en compte le poids 

du corps, sa variation et la production d’œufs. Cette sélection a donc agi sur un caractère 

complexe qui est lui-même la résultante de plusieurs caractères complexes. Ainsi, au sein même 
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d’une des deux lignées, différents individus peuvent présenter un même phénotype (efficient 

ou inefficient), mais présenter des différences au niveau de composantes du RFI prises en 

compte dans le modèle. Par ailleurs, la sélection sur un critère, peu importe sa complexité, 

impacte très souvent d’autres caractères qui sont génétiquement corrélés avec ce critère, et pour 

lesquels la relation physiologique avec le critère sélectionné est plus ou moins évidente. Une 

étude réalisée en 1995334 montre dans ces lignées que la RFI est fortement corrélée 

génétiquement avec la prise alimentaire (corrélation génétique rg = 0.4, donc prise alimentaire 

plus élevée chez les R+), moyennement corrélée avec la longueur des barbillons (rg = 0.19, 

donc plus longs chez les R+ également), mais très peu avec la température rectale (rg = 0.04) et 

la longueur des tarses (rg = 0.01) toutes deux plus élevées chez les R+. En revanche la 

corrélation génétique avec la masse de gras abdominal, qui est également très contrastée entre 

les lignées (plus élevée chez les R-) n’est pas connue. Notons que cette association « efficience 

alimentaire – adiposité corporelle » observée après la sélection sur la RFI semble généralisable, 

mais pas le « signe » de l’association, qui est positif dans notre modèle : la lignée efficiente 

mange peu et est plus grasse. En effet chez le porc, entre des lignées divergentes pour la RFI, 

la lignée efficiente mange également moins mais présente un taux de gras corporel plus faible 

que la lignée inefficiente377, de même que chez des bovins divergents pour la RFI378,379, et chez 

des poulets de chair380.  

 

Cette sélection indirecte pour différents caractères complexes, conséquence de la 

sélection divergente imposée depuis plus de 40 ans pour l’EA rend mécaniquement difficile 

l’analyse du contenu des traces de sélection. En effet, des gènes avec des fonctions très diverses 

et exprimés dans des tissus variés peuvent être responsables d’une des divergences observées, 

et, peu, voire pas, de gènes ne sont actuellement connus comme étant impliqués dans un 

caractère aussi complexe que la RFI ou l’EA. Alors que l’approche « gène candidat 

positionnel » (car présent dans une trace de sélection) permet déjà de grandement réduire la 

complexité de l’analyse (ici 160 gènes positionnels parmi les ≃50 000 gènes présents dans le 

génome entier), la priorisation par la fonction, à savoir l’implication dans le caractère est plus 

compliquée. 

Par ailleurs, eu égard aux différentes combinaisons de caractères permettant d’obtenir 

une RFI variable, on peut s’étonner que seules cinq traces de sélection aient été détectées (avec 

pour rappel un seuil de significativité pFDR ≤ 0.15). Comparons par exemple avec une étude de 

2015 menée par notre équipe381 sur des lignées de poulets de chair divergentes pour l’adiposité 

corporelle qui a donné lieu à la mise en évidence de 10 régions d’intérêt chevauchant à la fois 
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des traces de sélection et des régions QTL de ce caractère. Une autre étude de 2015382 portant 

sur des poulets de deux lignées divergentes pour le poids du corps a pour sa part révélé 16 

traces, avec un seuil de significativité pFDR ≤ 0.20. Dans notre cas, utiliser ce dernier seuil aurait 

révélé 7 traces au lieu de 5. Citons finalement une étude sur des lignées de souris sélectionnées 

de façon divergente sur le poids du corps depuis une cinquantaine d’années qui a révélé 18 

régions QTL pour ce caractère383. 

Enfin, une dernière difficulté afférente à l’étude de ces deux lignées vient de l’absence 

d’une lignée « contrôle », c’est-à-dire dans laquelle la sélection pour la RFI n’aurait pas eu lieu, 

et à laquelle on pourrait comparer les lignées R+ et R- indépendamment. En l’absence de ce 

contrôle, il est difficile de déterminer si une différence observée lors des analyses différentielles 

entre les R+ et les R- pour les variables -omics vient d’événements se déroulant dans les deux 

lignées dans des directions opposées, ou au contraire se déroulant dans une lignée mais pas dans 

l’autre. Il apparait que c’est surtout ce dernier cas qui s’est produit, comme le montrent les 

fréquences haplotypiques dans les traces de sélection que nous avons présentées dans l’article 

5 (en préparation), avec 4 traces (sur les chromosomes 1, 2, 6 et 7) ayant un haplotype presque 

fixé dans une lignée, la R-, une trace (sur le chromosome 11) pour laquelle il semblerait qu’il y 

ait eu une fixation « opposée » de deux haplotypes entre les lignées.  

 

Les R+ et R- n’en restent pas moins de précieux modèles pour étudier les gènes candidats 

causaux de la variation de RFI mais aussi de la variation de caractères associés à la RFI, en 

particulier de l’adiposité corporelle (sous réserve d’une corrélation génétique significative avec 

la RFI). En effet, nous avons clairement démontré que le foie des R- présente tous les signes de 

la stéatose hépatique (cf. article 3). D’abord, la comparaison des transcriptomes hépatiques 

entre R- et R+ suggère fortement une synthèse de novo dans le foie des R-, corroborée par (i) 

l’analyse lipidomique montrant un niveau plus élevé de la quantité d’acides gras et de 

triglycérides et de la proportion d’acide gras mono-insaturés par rapport aux poly-insaturés, par 

(ii) l’analyse de coupe de foies montrant un nombre plus important de gouttelettes lipidiques 

dans les R- et enfin par (iii) l’observation visuelle lors de la dissection de foies en majorité 

blanchâtres dans la lignée R-. De même, nous avons montré que le tissu adipeux des R- présente 

des signes suggérant une inflammation, probablement liée à l’excès d’acides gras stockés en 

grande quantité dans ce tissu chez cette lignée. Une telle observation est classique chez les 

sujets obèses384–386 et pourrait notamment être due à l’activation par les acides-gras en excès de 

la chaîne respiratoire mitochondriale, qui est productrice d’espèces réactives de l’oxygène387. 

Nous avons également observé des signes de remodelage de ce tissu, un processus observé en 



227 
 

lien avec l’obésité, lors duquel le tissu adipeux subi des modifications fonctionnelles et 

morphologiques qui lui permettent d’accommoder la quantité de lipides qui lui arrive388,389. 

 

La recherche de gènes responsables des différences entre lignées R+ et R- (article 5 en 

préparation) nous a permis d’identifier 16 bons candidats parmi les 160 gènes présents dans les 

traces. D’abord, 6 le sont en raison d’un variant prédit comme affectant sévèrement la structure 

de la protéine codée (pour 3 d’entre eux, tous trois des PCG) ou en raison de la présence d’un 

ou plusieurs larges INDEL dans le gène (pour les 3 autres, tous trois des LNC). Parmi ces 6 

gènes 2 PCG sont exprimés dans tous les tissus pour lesquels nous disposons de données 

d’expression ou presque (respectivement 24 et 25 tissus sur les 25 utilisés dans l’article 1), et 

le troisième dans aucun de ces tissus. Ce troisième PCG semble en fait exprimé dans l’œil (pour 

lequel nous n’avions pas de données d’expression), et d’après les données d’expression 

humaines du projet GTEx (qui n’ont pas non plus de données sur l’œil), dans le testicule. Les 

3 LNC ont pour leur part été détectés comme exprimés dans 3 à 7 tissus. En tous cas, aucun de 

ces gènes (ni les PCG, ni a fortiori les LNC) ne semble avoir de fonction connue en lien avec 

les phénotypes. 

Ensuite, 10 gènes sont candidats en raison d’une cis-régulation observée grâce à l’ASE (9 PCG 

et 1 LNC) : 6 dans le tissu adipeux, 2 dans le foie et 2 dans l’hypothalamus. C’est dans ce 

dernier tissu qu’est d’ailleurs exprimé le seul LNC détecté comme ASE, avec TPM > 2.6, ce 

qui le place dans le top 25% des LNC les plus exprimés. Parmi les 9 PCG, 2 nous paraissent 

avoir des fonctions clairement en lien avec les différences entre R+ et R- : TBC1D30 et FABP4. 

TBC1D30 (ASE dans le foie) a été identifié chez l’humain comme étant impliqué dans 

l’insulinémie et la sécrétion d’insuline366,367, et FABP4 (ASE dans le tissu adipeux) joue un rôle 

important dans le développement de maladies métaboliques (diabète de type 2, obésité)368,369. 

En revanche, il est beaucoup plus compliqué de comprendre le rôle des 8 autres gènes dans les 

différences entre R+ et R-. À ce stade, il faudrait procéder à des analyses fonctionnelles, par 

exemple invalider ou sur-exprimer ces gènes dans des modèles cellulaires adaptés pour observer 

éventuellement un phénotype en lien avec les phénotypes d’intérêts. Ce dernier point nous 

montre justement les limites de cette approche. 

En effet, ce travail nous a permis de constater à quel point la mise en évidence de gènes 

candidats causaux cis-régulés pouvait être complexe. De fait, la majorité des gènes causaux 

d’un caractère plus ou moins complexe reportés dans la littérature le sont en raison d’un variant 

affectant la protéine qu’ils codent, ce qui vient du fait que l’effet de ces variants est facile à 

prédire. La détection de cis-eQTL par ASE à l’aide de données RNA-seq ouvre à présent la 



228 
 

voie à l’étude des cis-régulations grâce au coût abordable de cette technologie et aux effectifs 

relativement faibles nécessaires à une telle analyse, quoiqu’ils doivent tout de même être issus 

de dispositifs expérimentaux appropriés (dans notre cas, des croisement réciproques d’animaux 

sélectionnés et très divergents). Dans le cadre de la recherche de gènes responsables de 

caractères d’intérêt, ces études ASE peuvent donc être combinées à des traces de sélection de 

populations divergentes, mais également à des régions QTL responsables de la variation d’un 

caractère d’intérêt. La limite de l’approche par traces de sélection par rapport aux régions QTL 

est qu’il n’y pas de lien entre la région analysée et les caractères d’intérêt. Comme on a pu le 

voir dans la partie III, cela rend plus difficile la recherche du ou des gènes candidats causaux, 

la compréhension de leur rôle dans le caractère complexe d’intérêt et plus encore leur validation 

dans des modèles cellulaires, qui doivent être choisis en fonction du phénotype à étudier. En 

effet, si l’ASE permet de « cibler » le tissu, ce qui constitue déjà une information utile pour 

choisir le modèle cellulaire le plus pertinent, les traces de sélection ne permettent pas de savoir 

quel phénotype étudier dans le modèle choisi. Ces limites tombent avec l’analyse de régions 

QTL qui sont justement détectés pour leur lien avec un phénotype. 

Dans tous les cas, il est fondamental d’étudier l’ASE à l’aide de données venant de tissus liés 

au caractère d’intérêt, toute l’approche reposant sur l’étude de l’expression génique. De plus, 

par définition, il faut, pour pouvoir étudier un gène dans un tissu que celui-ci présente au moins 

un SNP hétérozygote dans ses régions exprimées. Ce dernier point ne semble cependant pas 

être un obstacle majeur. Nous avons en effet vu dans l’article 2 qu’en moyenne 72% des PCG 

exprimés à TPM ≥ 1 dans un tissu présentent au moins un SNP hétérozygote dans les régions 

exoniques, quoiqu’avec des variations entre populations (48% à 89%). En ce qui concerne 

l’ASE, la dernière limite vient de l’insensibilité du test binomial aux faibles valeurs 

d’expression (illustrée par la Figure 7, partie I). En effet, nous avons observé dans le cadre de 

l’analyse ASE que pour de faibles valeurs de comptage, le différentiel d’expression entre les 

deux allèles devait être d’autant plus élevé que les comptages associés aux deux allèles sont 

faibles pour être détecté comme significativement ASE. L’outil phASER justement, et 

contrairement à ASEReadCounter, cumule les reads à l’échelle d’haplotypes, ce qui permet de 

faire une « synthèse » du ratio d’expression à l’échelle du gène, puisque cet outil priorise le 

segment supporté par le plus de reads (sur lequel les haplotypes sont définis). En revanche on 

peut se demander s’il ne serait pas plus pertinent de sélectionner les SNP à prendre en compte 

au niveau des exons uniquement, puisque l’on sait grâce aux travaux des parties I et III (articles 

2 et 5) que de nombreux SNP détectés par RNA-seq sont présents dans les introns mais 
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représentent des transcrits encore immatures, ce qui peut conduire à des résultats difficiles à 

interpréter, comme dans le cas de FABP4. 

 

En ce qui concerne les variants affectant la structure de la protéine codée, nous avons procédé 

à une priorisation sur le critère de la gravité prédite de l’effet du variant (en particulier, son 

score SIFT) comme cela se fait couramment, le nombre de SNP non synonymes étant beaucoup 

plus important. En effet, nous avions identifié au total 77 variants « missense » (prédits ou non 

comme délétères) dans les traces, et avons donc dû faire un choix quant à ceux que nous avons 

analysés. Cependant, l’exemple du variant « missense » situé dans FABP4, prédit comme 

n’étant pas délétère mais dont il a été démontré qu’il altérait la capacité de la protéine FABP4 

à lier les lipides374 nous montre bien que cette priorisation, si elle est nécessaire pour étudier un 

nombre raisonnable des gènes et de variants, conduit à laisser de côté des gènes et de variants 

potentiellement pertinents. L’exemple ici est à nuancer, car FABP4 se trouve hors d’une trace 

(167 kb en 5’ de la trace du chromosome 2), et les variants qui s’y trouvent ne devraient donc 

pas être considérés comme candidats causaux. Cela dit, l’observation, peut-être naïve de notre 

part, n’étant pas spécialistes de la méthode, des fréquences haplotypiques dans la région nous 

conduit à nous interroger sur la manière dont les bornes des traces de sélection ont été choisies 

par hapFLK. En effet, ces fréquences ne nous semblent pas particulièrement différentes de 

celles « dans » la trace. 
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II – L’annotation des ARN longs non-codant demande 

encore de nombreux efforts 

Notre travail sur l’extension de l’annotation de référence Ensembl avec des modèles de LNC a 

permis de combler quelques lacunes dans l’annotation du génome de cette espèce d’élevage, au 

moins en termes de nombre de modèles. La difficulté majeure d’un travail sur des LNC reste la 

compréhension de leurs fonctions, puisqu’aucun outil ne permet aujourd’hui de les inférer en 

utilisant uniquement des motifs présents dans la séquence, comme c’est le cas avec les PCG. Il 

est en effet possible d’associer une fonction aux PCG en se basant sur la similarité de séquence 

entre espèce ou au sein d’une espèce340 ou bien sur les motifs présents dans la protéine codée339, 

approches impossibles avec les LNC. Cela étant, le travail de Kirk et al.258 (2018) pourrait 

ouvrir la voie à des annotations fonctionnelles basées sur les profils de k-mers (une forme de 

motifs, donc) présents dans les LNC. On peut penser qu’il pourrait être possible soit d’associer 

une fonction à un ou des k-mers, soit de regrouper les LNC sur la base de leur composition en 

k-mers et d’associer à chaque groupe la ou les fonctions des LNC connus qui en font partie. Ces 

approches basées sur les séquences et les motifs qu’elles présentent nécessitent néanmoins que 

les fonctions de suffisamment de LNC soient élucidées.  

L’approche par la classification des LNC à l’aide du gène le plus proche, et en particulier le 

PCG, n’en semble pas moins intéressante. En effet, elle est d’abord soutenue par différents 

exemples trouvés dans la bibliographie montrant des régulations de PCG par des LNC en 

positions divergentes et antisens281,282,285, ou bien par l’observation qu’un LNC accueillant un 

micro-ARN (MIR) est non seulement précurseur de ce MIR, mais a en plus des fonctions liées 

à celles du MIR390.  

Enfin, rappelons que le consortium GTEx a observé que 7.5% des variants cis-régulateurs 

pouvaient agir sur plusieurs gènes à la fois, et qu’un quart de ces variants régulant plusieurs 

gènes régulaient des PCG et des LNC (et un tiers régulait plusieurs PCG)273. Dans la mesure 

où ces régulations ont tendance à agir au sein d’un même TAD99, on comprend que le LNC a 

de bonnes chances de subir la même cis-régulation qu’un PCG proche, voire que le PCG le plus 

proche de lui. C’est d’ailleurs ce qui a été observé : lorsque les auteurs ont observé grâce à 

l’ASE la cis-régulation d’un LNC, les PCG autour de lui tendaient à être également ASE (donc 

cis-régulés), et cette tendance diminuait avec la distance. Notons ici que l’origine de la cis-

régulation des PCG aux alentours du LNC cis-régulé n’est pas forcément claire : s’agit-il d’un 

contrôle par le même variant cis-régulateur que le LNC, ou bien est-ce le LNC qui régule en cis 

ses gènes ? On voit en tous cas que la classification des LNC avec le PCG le plus proche est 
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pertinente, et qu’il pourrait être éventuellement intéressant d’étudier les corrélations de tous les 

gènes à proximité, et pas uniquement le plus proche. Notons enfin que le fait qu’un variant cis-

régulateur puisse réguler, directement ou en régulant un LNC lui-même cis-régulateur, 

l’expression de gènes dans une région pourrait expliquer les observations que nous avons faites 

de régions contenant des gènes co-localisés et co-exprimés dans la partie II (article 4). 

 

Un éventuel inconvénient de notre annotation qui se base sur les couples LNC:PCG vient de 

l’incertitude de la modélisation des LNC. En effet, il est possible qu’un LNC ne soit en réalité 

qu’un morceau d’un PCG proche, que l’outil de modélisation n’a pas réussi à relier, ou bien 

même que plusieurs LNC proches n’en fassent en fait qu’un. De tels phénomènes risquent de 

biaiser les statistiques de co-expression. Nous l’avons constaté avec les classes « même-brin » 

ou « sens d’intron », qui sont généralement plus enrichies en couples LNC:PCG co-exprimés 

que les autres. Notons que si ces classes représentent respectivement 44% et 11% des couples 

LNC:PCG, elles représentent également 40% et 6%, respectivement des couples PCG:PCG, 

soit des proportions sensiblement similaires. Le fait que plusieurs LNC en même-brin puissent 

en fait n’être qu’un seul LNC peut également induire un biais, car chacun d’entre eux pourrait 

être classifié de la même manière par rapport à un même PCG. Si tous sont co-exprimés avec 

lui, ils risquent d’enfler artificiellement le nombre de couples co-exprimés dans la classification 

à laquelle ils appartiennent. En première approche, on pourrait considérer que pour s’affranchir 

de ce problème, tous les LNC ayant ne serait-ce qu’un transcrit classifié comme « même-brin » 

avec un PCG pourraient être considérés comme suspect. Cette approche est néanmoins très 

stricte. En effet, en plus de la proportion similaire de ces couples parmi les couples PCG:PCG, 

rappelons que nous avons mis en évidence dans les articles 1 et 3 (dans la partie consacrée aux 

LNC, § g) des PCG co-localisés en même-brin et co-exprimés. Cela laisse à penser que le critère 

« même-brin et co-exprimé » n’est pas nécessairement indicateur d’une erreur. Pour remédier 

à ce problème, il risque d’être nécessaire de procéder à des validations de l’existence ou non 

d’un seul modèle réunissant les gènes entre eux, après avoir détecté les cas suspects en croisant 

(i) l’annotation et (ii) des analyses de co-expression au sein de différents tissus. Le problème 

ici est bien sûr le coût en travail nécessaire à une telle validation, dès lors que l’on dépasse la 

dizaine de gènes. Une solution intermédiaire pourrait être d’analyser, pour les cas suspects, le 

nombre de reads de RNA-seq chevauchant les deux modèles en utilisant d’autres sources que 

celles qui ont servies à la modélisation des gènes. C’est en effet en observant les reads de RNA-

seq sur IGV et la manière dont ils joignent, ou non, les modèles entre eux que l’on acquiert la 

quasi-certitude de l’existence propre d’un LNC ou non, et dans ce dernier cas, que l’on est 
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capable de suggérer le PCG auquel il appartient. En effet, le LNC ne fait pas forcément partie 

du PCG le plus proche. Ensuite, nous avons observé dans l’article 3 (dans la partie consacrée 

aux LNC, § g) que, dans les couples LNC:PCG, lorsqu’un des membres était différentiellement 

exprimé, l’autre membre l’était également plus souvent que dans les couples PCG:PCG : en 

moyenne, cela concernait 35% des couples LNC:PCG avec au moins un membre DE contre 

environ 15% pour les PCG:PCG. Cela suggère que les couples LNC:PCG ont une tendance plus 

forte que les couples PCG:PCG à être co-régulés, et donc à être impliqués dans des processus 

biologiques similaires. Il serait dès lors intéressant d’étudier les mécanismes qui sont à l’origine 

de cette co-expression, et les rôles que jouent le PCG et le LNC. En ce qui concerne les 

mécanismes à l’origine de la co-expression, on peut penser que le LNC agit sur l’expression du 

PCG, ou bien qu’ils sont tous les deux régulés par un même mécanisme (un promoteur commun 

bidirectionnel dans le cas des couples divergents). Pour ce qui est des rôles respectifs de chaque 

gène, le LNC peut, on l’a dit, n’être « que » régulateur de l’expression du PCG, ou bien jouer 

un rôle dans la même voie métabolique que le PCG et jouer un autre rôle que régulateur de son 

PCG « compagnon ». 

 

 

Il nous semble ainsi que l’approche de classification que nous avons adoptée, les informations 

que nous fournissons dans notre annotation étendue (notamment de corrélation d’expression et 

d’expression tissue-spécifique), et les différents commentaires que nous faisons des situations 

« suspectes » fournissent une ressource précieuse et sûre pour aider à une meilleure annotation 

fonctionnelle des LNC. 
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III – Variants génomiques : la terra incognita du génome 

Notre travail sur l’étude de variants de type SNP par RNA-seq ouvre pour sa part 

différentes opportunités, notamment pour l’annotation fonctionnelle des variants affectant les 

régions transcrites, codantes ou non, à travers la ré-analyse des jeux de données RNA-seq qui 

se sont accumulés ces dernières années. Ces variants sont en effet intéressants à deux titres : ils 

peuvent être causaux d’un caractère complexe ou permettre d’inférer la fonction d’un gène. 

En ce qui concerne les premiers, même si on s’attend à ce que les variants causaux d’un 

caractère complexe soient majoritairement localisés dans les régions régulatrices de 

l’expression, comme nous l’avons vu à différentes reprises au cours de la présente thèse, la 

majeure partie des variants causaux identifiés à ce jour sont localisés dans les régions codantes. 

Cela vient d’abord de ce que les outils de prédiction des conséquences et de la gravité des 

variants permettent de mettre rapidement en évidence des variants de ce type dans un jeu de 

données. En effet, la connaissance du code génétique permet de prédire l’effet d’un variant 

génomique sur la séquence d’acides-aminés de la protéine, et des études de conservation des 

acides-aminés à travers les espèces391,392 ou bien des hypothèses biologiques (on peut par 

exemple penser que l’apparition d’un codon stop très tôt dans la séquence est plus grave que 

son apparition vers la toute fin) permettent d’en évaluer la gravité. De plus, les parties codantes 

du génome sont moins coûteuses à observer qu’un génome entier, puisqu’elles n’en 

représentent qu’une fraction : nous avons observé dans l’article 2 que les exons représentent 

environ 7% du génome de la poule, dont les CDS constituent les trois-quarts. Cela explique 

bien pourquoi le consortium Genome Aggregation Database (gnomAD)345 utilise pour ses 

analyses environ 100 000 exomes (issus de Whole Exome Sequencing, WES) contre 

« seulement » 10 000 génomes entiers humains, et montre le potentiel du RNA-seq pour le 

même type d’études dans les espèces dans lesquelles le WES ne peut être réalisé, les espèces 

d’élevages en particulier. Enfin, une fois séquencées les parties codantes du génome et prédit 

l’impact des variants qu’elles contiennent, on observe généralement assez peu de variants 

délétères pour la fonction de la protéine, ce qui permet de concentrer les efforts pour 

éventuellement confirmer leur rôle.  

En ce qui concerne l’inférence de la fonction d’un gène, on peut considérer que la 

présence chez un individu d’un variant codant affectant fortement la séquence de la protéine 

codée fournit d’une certaine façon un modèle de knock-down du gène en question393. En 

particulier, le consortium gnomAD s’est intéressé aux variants de type stop prématuré, décalage 

du cadre de lecture ou altération de sites d’épissage345. Nous parlerons de ces variants comme 
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étant des « variants délétères » dans la suite. En allant plus loin, on peut également considérer 

que l’absence de variant délétère dans des gènes en particulier au sein d’une espèce suggère un 

rôle clef pour ces gènes345. Ce sont là deux approches adoptées par le consortium gnomAD345. 

Quoi qu’il en soit, l’étude approfondie des effets des variants délétères dans une espèce, 

notamment pour étudier la fonction des gènes affectés, requiert un volume de données 

génomiques encore bien supérieur à celui utilisé par gnomAD (pourtant de l’ordre de grandeur 

de la centaine de milliers), mais également de données de phénotypage fines des individus pour 

lesquels les données génomiques seront disponibles345. 

La mise en évidence de variants d’intérêt par prédiction de leurs conséquences codantes 

reste un défi lorsque l’on s’intéresse aux variants autre que les plus délétères. D’un point de vue 

biologique d’abord, vu l’écrasante majorité de variants dont les impacts sont difficiles à prédire, 

en particulier les missense (37% des variants dans les régions codantes) et surtout les variants 

synonymous (62% des variants dans les régions codantes). D’un point de vue technique ensuite, 

les outils de prédiction des effets procèdent parfois à des simplifications qui peuvent empêcher 

la mise en évidence de variants d’intérêt. Ainsi, nous avons observé que ces outils ont tendance 

à étudier les variants les uns après les autres, en considérant que chaque variant est entouré par 

les nucléotides du génome de référence. Ainsi, si deux ou trois SNP sont présents dans un même 

triplet de nucléotides, une prédiction sera réalisée pour chaque SNP, considéré isolément, avec 

le risque que ces prédictions soient fausses si les SNP sont tous portés par le même 

chromosome. Considérons l’exemple suivant : soit le codon de départ CGU (codant pour 

l’arginine). Chez un individu, un polymorphisme C > U affecte le premier nucléotide et un autre 

polymorphisme U > A affecte le troisième nucléotide. Le codon porté par l’individu est donc 

UGA. Les prédictions indépendantes des conséquences fourniront pour résultats : (i) CGU > 

UGU entraîne la traduction d’une sérine, il s’agit d’un polymorphisme « faux-sens » 

(missense), (ii) CGU > CGA entraîne la traduction d’une l’arginine, il s’agit d’un 

polymorphisme « même-sens » (synonymous). À moins que l’arginine codée par ce codon soit 

particulièrement conservée entre espèces, aucun outil de prédiction ne fera ressortir le missense, 

et encore moins le synonymous. Pourtant, le codon UGA, qui est porté par cet individu, entraîne 

l’apparition d’un stop, potentiellement délétère. L’inverse est aussi vrai, et un SNP prédit 

comme provoquant un stop prématuré peut être accompagné d’un autre SNP, pour provoquer 

finalement un missense ou un synonymous. Nous avons, dans le cadre de l’encadrement d’un 

étudiant de master 2, participé au développement d’un script ad hoc utilisant les informations 

de phase et les conséquences prédites pour détecter ces cas et re-prédire les conséquences en 

tenant compte de l’existence de deux ou trois SNP dans un codon. Par simplification, nous 
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avons associé à ces codons la conséquence prédite la plus grave, selon l’ordre : stop 

prématuré > missense > synonymous. Notons que nous n’avons pas utilisé phASER pour 

prédire ces phases, mais GATK. Elles correspondent donc aux SNP présents sur un même read. 

Nos résultats préliminaires, utilisant les travaux de l’article 2, montrent qu’environ 0.2% 

(18 356 SNP) des ~10 millions de SNP détectés étaient phasés et présents par 2 dans le même 

codon, pour un total de 9 178 codons. Parmi ces 9 178 codons, 93% (8 581 codons) étaient 

prédits comme étant des missense, et parmi eux, 2% (177 codons) ont été reprédits comme stop. 

À l’inverse, 3.8% des codons (346 codons) étaient prédits comme devenant un stop, et parmi 

eux, 333 (96% des stop prédits) étaient en fait des missense. Des résultats similaires ont été 

obtenus pour les 246 codons présentant 3 SNP phasés : 84% des 25 prédictions de stop 

prématurés étaient des missense (21 codons), et 6% des missense étaient en fait des stop 

prématurés (13 codons). 

L’étude des SNP par RNA-seq et la prédiction de leurs conséquences représentent donc 

une perspective intéressante pour l’annotation des gènes codants des protéines, en particulier 

chez les espèces d’élevages chez lesquelles les moyens techniques et financiers ne permettent 

pas de produire autant de données de séquençage d’exomes (WES, Whole Exome Sequencing) 

et de génomes entiers (WGS, Whole Genome Sequencing). 

 

Reste enfin le défi de la prédiction des conséquences des variants affectant les LNC. 

Nous avons vu que les LNC étaient moins bien conservés en séquence entre espèces que les 

PCG, et que leurs séquences primaires subissaient une pression de sélection moins forte que 

celles des PCG. En revanche, l’importance apparente de la composition en k-mers suggère que 

des portions de séquence sont importants à la fonction du LNC, mais en l’absence de régions 

fonctionnelles bien définies et de mécanismes d’action connus, il est encore impossible de 

prédire une fonction à partir des k-mer et ainsi de déterminer si un SNP serait à même d’avoir 

un effet ou non, sauf si ce sont des variants plus grands, comme les insertions-délétions, qui 

affectent plutôt les LNC. Nous avons pris ce parti dans l’article 5 (en préparation) en étudiant 

les insertions-délétions (INDEL) affectant les LNC et dont les fréquences étaient très 

contrastées entre les deux lignées et dont la taille était supérieure ou égale à celle des k-mers de 

Kirk et al.258 (2018), soit k ≥ 6. Cette approche nous a permis de mettre en évidence 4 LNC 

qu’il s’agira éventuellement d’explorer plus en détail, notamment via la corrélation 

d’expression avec les PCG proches à travers de multiples tissus et individus. 
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En conclusion de cette thèse, nous pensons pouvoir dire que les travaux que nous avons 

entrepris ont permis d’un petit peu mieux comprendre les processus œuvrant aux nombreuses 

différences entre les lignées R+ et R-, aussi bien au niveau des tissus que des gènes 

potentiellement causaux. Le gène FABP4 en particulier nous parait être un candidat tout-à-fait 

intéressant, et il conviendra d’essayer de valider son implication et de comprendre sa régulation. 

Nous avons également contribué à l’amélioration de l’annotation du génome de la poule en 

mettant en évidence de nouveaux LNC qui pourront être utilisés par la communauté scientifique 

en lien avec différentes problématiques, comme nous l’avons fait pour notre travail sur 

l’efficience alimentaire et les caractères associés. La détection de SNP par RNA-seq et la mise 

en place du pipeline ASE devraient quant à eux ouvrir la voie à des études plus poussées sur les 

cis-régulations chez la poule et dans les espèces d’élevage en lien ou non avec la détection de 

gène causaux de la variation d’un caractère. 

Ces différents travaux nous ont permis de parfois percevoir la nécessité d’une 

clarification de certains concepts : ainsi par exemple, rappelons que nombre d’ARN « long non-

codants » codent de petits peptides dont les rôles restent à définir. Au-delà de l’aspect 

contradictoire entre le nom et les fonctions ou les potentiels, cet aspect sémantique nous semble 

important car il guide d’une manière plus ou moins forte les recherches. En effet, on aura à 

priori moins tendance à vouloir prédire la conséquence codante d’un variant dans un LNC. En 

ce qui concerne le terme « ARN long non-codant » lui-même, il est probablement amené à être 

remplacé par des termes plus précis, qui ne qualifieront plus seulement ces gènes par ce qu’ils 

ne font pas (à savoir coder des protéines, ce qui est plutôt erroné comme nous venons de le 

voir), mais bien pour ce qu’ils font, lorsque suffisamment de travaux seront parvenus à élucider 

leurs rôles. 

Pour ce qui est des gènes cis-régulés, nous avons pu constater qu’il est relativement 

facile de les mettre en évidence avec des données pertinentes, mais à quel point il est compliqué 

de comprendre leurs rôles. À cet égard, on ne peut qu’espérer que le consortium gnomAD, par 

son « retour » aux variants dans les régions codantes pourra fournir des annotations 

fonctionnelles plus vastes et plus précises, au moins pour les PCG. 

Il reste, on le voit, bien du travail à accomplir pour un jour pouvoir embrasser dans leur 

ensemble les différents mécanismes biologiques, interactions et régulations associés à un 

caractère complexe, et leur fascinant ballet. 
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Titre :  Étude de la composante génétique de l’efficience alimentaire (EA) chez des lignées de poules 
pondeuses divergentes pour l’EA en utilisant la technologie RNA-seq  

Mots clés : efficience alimentaire, poule pondeuse, cis-régulation, ARN long non-codant, RNA-seq, 
trace de sélection 

Résumé : L’efficience alimentaire (EA) est un 
important caractère d’intérêt agronomique. La 
variation de l’EA dans une population est 
principalement due à la variation d’expression 
de gènes, elle-même due à des variants qui les 
régulent en cis. Cette thèse avait trois objectifs 
interconnectés.  
Le 1er était d’étudier les tissus et gènes 
impliqués dans la différence d’EA entre deux 
lignées de pondeuses divergentes pour ce 
caractère. Nous avons étudié pour cela les 
transcriptomes de quatre tissus (tissu adipeux, 
sang, hypothalamus et foie) à l’aide des 
possibilités offertes par le RNA-seq, technologie 
de séquençage des ARN.  

Le 2e objectif était de contribuer à l’annotation 
fonctionnelle du génome de la poule, en 
enrichissant son annotation en gènes d’ARN 
longs non-codants, d’importants régulateurs de 
l’expression. Nous avons également détecté 
les SNP par RNA-seq, étape nécessaire à la 
mise en place d’un pipeline permettant l’étude 
de l’expression allèle-spécifique, un marqueur 
des cis-régulations.  
Le 3e objectif combinait les résultats des 
travaux précédents afin d’identifier des gènes 
candidats causaux de la variation d’EA, en 
raison d’un variant impactant la structure de 
l’ARN ou protéine associée, ou bien d’un 
variant cis-régulateur. 
 

 

Title :  Study of the genetic component of feed efficiency (FE) in layer lines divergent for FE using  

the RNA-seq technology  

Keywords : feed efficiency, laying hen, cis-regulation, long non-coding RNA, RNA-seq, selective 
sweep 

Abstract: Feed efficiency (FE) is an important 
trait of agronomical interest. The variation of FE 
in a population is mainly due to the variation of 
gene expression, itself due to variants that 
regulate them in cis. This thesis had three 
interconnected objectives.  
The 1st was to study the tissues and genes 
involved in the difference in FE between two 
different strains of layers divergent for this trait. 
To this end, we studied transcriptomes from four 
tissues (adipose tissue, blood, hypothalamus 
and liver) using the possibilities offered by RNA-
seq, an RNA sequencing technology. 

The 2nd objective was to contribute to the 
functional annotation of the chicken genome by 
enriching its annotation with long non-coding 
RNA genes, important expression regulators. 
We also detected SNPs by RNA-seq, a 
necessary step in the establishment of a 
pipeline for the study of allele-specific 
expression, a marker of cis-regulation.  
The 3rd objective combined the results of 
previous work to identify candidate genes that 
cause FE variation due to a variant impacting 
the structure of the RNA or associated protein, 
or a cis-regulatory variant. 

 


