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Introduction

Les crises alimentaires survenues récemment en Europe (ESB, hormones, dioxine), affectant notamment la filiere
viande, ont suscité de nouvelles exigences chez les consommateurs en matiere de caractérisation, de tracabilité et de
sécurité sanitaire des aliments qui leur sont proposés. Dans ce contexte, les consommateurs désirent étre informés sur
l'origine des produits : la notion de terroir est devenue essentielle pour les filieres de qualité, car associée a un systeme
d’élevage valorisant les races locales, soucieux du bien-étre des animaux et respectueux de 1’environnement.
Cependant, il n'existe pas actuellement de critére objectif simple pour garantir 1'origine raciale d'un produit.

Les marqueurs génétiques sont des outils puissants pour divers objectifs incluant la cartographie des génomes et
I’identification de QTLs. Qu’ils soient anonymes (microsatellites) ou liés a un phénotype (génes de la coloration, par
exemple), ils constituent également des outils efficaces pour la tracabilité des denrées alimentaires, en particulier dans
le cas des produits carnés. Mais, les méthodes basées sur ’emploi de marqueurs microsatellites, trés performantes en
terme de tracabilité individuelle, sont insuffisantes en matiere de tracabilité raciale : si elles permettent d’affecter un
individu a une race avec une probabilité élevée, elles ne conviennent pas pour certifier la conformité a des criteres
précis comme ceux concernant la couleur de la robe, spécifiés dans le standard racial. Nos travaux, dédiés a 1’étude du
polymorphisme du geéne extension et d’autres génes de la coloration, montrent que comprendre leur role dans la
coloration de la robe conduit a élaborer des outils permettant d’attester 1’origine raciale et la typicité d’un produit de
qualité, issu d’une race bovine connue.

Matériel et méthodes

Des animaux non-apparentés et appartenant & différentes races bovines (Tableau 1), possédant chacune une couleur de
robe caractéristique, ont été étudiés notamment pour le génotype du gene extension. L’ADN génomique a été préparé a
partir d’échantillons de sang selon une technique standard d’extraction. La partie codante du gene MCIR (ou gene
extension) a été obtenue par amplification PCR et I’identification des différents alleles de MC/R pour chacune des races
étudiées a été effectuée par PCR-RFLP (Rouzaud et al., 2000).

La partie codante des autres genes a été obtenue par amplification PCR a 1’aide d’amorces dégénérées déduite de la
comparaison de séquences des genes humain et murin. Leur polymorphisme a été analysé par séquengage.

Résultats et discussion

Les alléles MCIR chez le bovin

Le géne MCIR code pour le récepteur mélanocytaire (Mclr) de I’hormone «a-MSH (o-melanocyte-stimulating
hormone) qui appartient a la famille des récepteurs a sept domaines transmembranaires couplés aux protéines G. La
fixation de I’a-MSH au récepteur stimule, via une voie de transduction du signal, I’activation des geénes de la
mélanogenese, et favorise la synthese de pigment noir (eumélanine). L’autre ligand du récepteur, produit du gene
agouti, « antagonise » I’action de ’hormone et contrdle la syntheése de pigments rouge/jaune (phacomélanine). Plusieurs
alleles de MCIR ou d’autres genes ont été décrits chez la souris, animal modele (Nakamura et al. 2002), et ils
conduisent a des phénotypes de coloration variables, dans les gammes du noir et du rouge.

Nous avons mis en évidence 4 alleles (E, e, El, ED) du géne MCIR chez les bovins. L’allele « sauvage » E, code un
récepteur de 317 acides aminés et son activité serait modulable par la liaison de I’0-MSH et la protéine Agouti. L’ allele
E1 se caractérise, comparativement a ’allele £ de référence, par une duplication de 12 nucléotides, soit 4 acides aminés
supplémentaires au niveau de la troisieme boucle intra-cytoplasmique du récepteur (boucle impliquée dans 1’interaction
de la protéine G lors de I’activation du récepteur par I’a-MSH). Cette modification structurale affecterait la transduction
du signal du récepteur et par 1a méme participe a la définition de la couleur de la robe. Les 2 autres alleles sont
caractérisés, pour e, par une délétion qui change le cadre de lecture et conduit 2 un récepteur tronqué, et pour E”, par
une mutation qui aboutit a la substitution d’une leucine par une proline, rendant le récepteur constitutionnellement actif
et engendrant le phénotype noir.

Ces différents polymorphismes conduisent a I’apparition-disparition de sites de clivage pour les enzymes Acil et Bsrfl.
Aussi, apres amplification d’un fragment d’ADN génomique a 1’aide d’amorces PCR appropriées et digestion des
amplifiats obtenus par les 2 endonucléases, il est possible de déterminer le génotype d’un animal selon une analyse en
PCR-RFLP des profils obtenus. La Figure 1 donne le principe du test de génotypage.

Autres genes de la coloration

Des démarches similaires a celles entreprises pour le géne extension le sont pour les genes agouti (4S/P), tyrosinase
(TYR), TRP1, TRP2, RAB27A4, RAB38, melanophilin (MLPH) etc ...
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Figure 1. Les amorces sont choisies de maniere a amplifier un fragment recouvrant la zone ol sont situées les
mutation/délétion/insertion. Apres double digestion, le génotype est déterminé par I’analyse de la taille des fragments

Génotypes Le Tableau 1 récapitule des
Races ele EJE, E/E, E/E E"I E” exemples de génotypes
Aubrac - 43 18 7 - rencontrés au gene MCIR
Gasconne - 23 23 18 - (extension) chez  quelques
Blonde d’Aquitaine 27 - - - - centaines d’individus
Charolaise 59 - - - - appartenant 2 diverses races
Limousine 42 - - - - bovines frangaises
Salers 56 - - - -
Normande - - - 75 -
Prim’Holstein - - - - 87

Conclusion

Les premieres analyses du polymorphisme du gene MCI/R (Tableau 1) montrent qu’une assez bonne discrimination
entre les races ou des groupes de races peut étre constatée. A titre d’exemple, des produits issus de bovins de race
Holstein se caractérisent par la présence de I'allele £”. Néanmoins, les allzles du géne MCIR ne permettent pas de
discriminer, a eux seuls, les races au sein d’un méme groupe (Blonde d’ Aquitaine, Charolaise, Limousine ou Salers par
exemple).

Des résultats préliminaires obtenus au laboratoire suggerent que la régulation transcriptionnelle du gene MCIR differe
selon races. Cette observation pourrait étre exploitée pour améliorer les méthodes de tracabilité recherchées. Par
ailleurs, la mise en évidence d’autres alleles de genes de coloration favoriserait la construction d’une combinaison
allelique qui devrait aboutir & une identification fine des diverses populations bovines. Dans cette perspective, le
polymorphisme des génes de la famille tyrosinase (7YR, TRP1, TRP2), impliqués directement dans la syntheése des
mélanines, ainsi que les genes impliqués dans le transport des mélanosomes (organites mélanocytaires, siege de la
synthese des mélanines) vers le poil en croissance, sont en cours d’étude.
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