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RESUME

La caille japonaise est une espéce pour laquelle il n'existe pas de puce de génotypage commerciale. Nous avons
testé l'utilisation de la technique de RADSeq (Restriction site Associated DNA Sequencing), pour la premiére
fois sur cette espece. Le RADSeq est une technique de génotypage par séquencage d’une sous-représentation du
génome - la méme pour tous les individus - obtenue par sélection de fragments d'ADN issus de la digestion du
génome par des enzymes de restriction. Les séquences obtenues sont ensuite comparées pour détecter des
polymorphismes de type SNP (Single Nucleotide Polymorphism) et analyser le génotype de chaque individu en
ces positions variables. Cette technique a été appliquée a I'étude de deux phénotypes : "céladon" et "diabéte
insipide”, dont le caractére mendélien est connu ou soupgonné. Le premier est responsable de la couleur de
coquille "céladon" (bleu-vert) ; le second, qui est présent a faible fréquence dans les populations commerciales,
se manifeste par une polydipsie et une polyurie trés marquées chez les femelles, et par une diminution de
I’hématocrite. Un dispositif familial dans lequel ségrégent ces deux phénotypes a été¢ mis en place : 158 femelles
F2, informatives pour les deux caractéres, ont été obtenues par croisement de lignées fixées pour I’un ou 1’autre
des phénotypes. Plus de 230 000 SNP ont ét¢ identifiés, et 36 244 ont été utilisés pour des analyses d’association
avec les caractéres étudiés, ce qui a permis d’identifier la région de "céladon" sur le chromosome 16. La région
du "diabéte insipide" n'a pas pu étre localisée, des analyses complémentaires sont en cours.

ABSTRACT

Using RADSeq to search genomic regions causing diabetes insipidus and eggshell color "celadon" in
Japanese quail.

Japanese quail is a species for which there is no commercial genotyping chip. We tested the RADSeq
(Restriction site associated DNA Sequencing) technique for the first time in this species. RADSeq is a technique
for genotyping by sequencing a reduced representation of the genome - the same for all individuals - obtained by
selecting DNA fragments derived from restriction enzyme digestion of the genome. The sequences obtained are
then compared to detect Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs) and to analyze the genotype of each
individual in these variable positions. This technique has been applied to the study of two phenotypes: "celadon"
and "diabetes insipidus". The former is responsible for the shell color called "celadon" (blue-green); the latter,
which is present at low frequency in commercial populations, is characterized by polydipsia and polyuria, very
marked in females, and by a decrease of hematocrit levels. A family design in which both phenotypes are
segregating has been established: 158 F2 females informative for both traits were obtained by crossing quail
lines fixed for either phenotype. More than 230,000 SNPs were identified, and 36,000 were used for association
analyzes with the traits under study, identifying the "celadon" region on chromosome 16. The "diabetes
insipidus” region could not be localized, and additional analyzes are under way.
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INTRODUCTION

Les nouveaux outils de génotypage a haut débit qui
ont émergé il y a quelques années, comme les puces a
SNP (Single Nucleotide Polymorphism), ont
largement permis d’améliorer les capacités d’analyse
des génomes des espéces agronomiques d’intérét.
Cependant, les espéces moins étudiées, comme la
caille, ne disposent pas encore de puce de génotypage.
L’étude menée ici a pour but de localiser deux génes
majeurs chez la caille japonaise Coturnix japonica, ce
qui nécessite une bonne couverture du génome par des
marqueurs polymorphes. Nous avons donc choisi de
mettre en ceuvre une technique de génotypage par
séquencage, le RADSeq (Restriction-site Associated
DNA Sequencing), qui permet de détecter
efficacement un grand nombre de marqueurs sur
l'ensemble du génome, que celui-ci soit connu ou non.

Diabéte insipide

Des travaux menés il y a quelques années ont montré
que le diabéte insipide chez la caille japonaise était un
caractére mendélien déterminé par une mutation
récessive autosomale : di (Minvielle et al. 2007). La
proximité phylogénétique entre Gallus et Coturnix, le
travail antérieur sur 1’hérédité de di chez la poule et
les recherches récentes menées sur diverses mutations
communes aux deux taxa laissent penser qu’un méme
géne, qui reste a découvrir, pourrait étre impliqué
dans les deux espéces. La lignée de cailles diabétiques
(di/di) que nous avons développée et caractérisée
(Minvielle et al. 2007) constitue une ressource unique
pour trouver une mutation responsable du diabéte
insipide chez les oiseaux. Cette mutation (di) qui se
maintient a faible fréquence dans les élevages
commerciaux se manifeste par une polydipsie et une
polyurie, trés marquées chez les femelles, ainsi que
par une diminution de I’hématocrite. Le syndrome
n’est pas associé a une altération significative des
performances zootechniques mesurées habituellement,
sauf pour la consommation résiduelle qui est
augmentée, certainement en relation avec le cofit
métabolique du phénomeéne polydipsie/polyurie. Chez
I’homme et la souris, le diabéte insipide est associé a
une mutation du geéne du récepteur 2 a la
vasopressine, lié au sexe, ou a une mutation dans le
geéne autosomal de 1’aquaporine 2 (Bichet 2009). Chez
les oiseaux, 1’hormone vasotocine AVT, homologue
de la vasopressine des mammiféres, joue un role
central dans la régulation de I’équilibre hydrique mais
nous n’avons trouvé de différence de concentration de
I’hormone ni dans le cerveau ni dans le plasma des
cailles di/di. En revanche, des travaux préliminaires
menés sur la morphologie des structures rénales et sur
le gene de l’aquaporine 2, qui est régulé par la
vasotocine, ont montré des différences au niveau de la
zone médullaire du rein et une diminution
d’expression de ce géne, mais pas de différence dans
sa séquence (Yang et al. 2008). A ce stade, si 1’on

peut penser que c’est au niveau du rein qu’il faut
chercher les effets de la mutation di aviaire, aucun
gene candidat particulier n’est privilégié et c’est donc
une recherche au niveau du génome complet que nous
avons conduite.

Celadon

Cette mutation (Ce), autosomale récessive, supprime
completement le dépdt de la pigmentation brune de
surface de 1’ceuf qui donne le patron de coloration
usuel chez la caille, et produit donc un ceuf qui montre
la couleur verte sous-jacente de la coquille. Or le
patron de coloration de 1’ceuf de caille constitue un
exemple typique du camouflage des ceufs trés répandu
chez les oiseaux, et la connaissance de la mutation ce
est donc une possible clé d’entrée dans la
compréhension de [D’architecture génétique de ce
caractére complexe. Un précédent projet visait a
localiser chez la caille quatre mutations
particulicrement intéressantes car sans homologue
connu chez la poule : deux mutations du plumage,
"rusty” et "curly", et deux mutations de la couleur de
la coquille des ceufs, "white" et "celadon", qui produit
un ceuf bleu-vert (Leroux et al. 2013). L’analyse
d’association conduite a mis en ¢évidence des
associations trés significatives pour 3 des phénotypes,
mais l'association avec Ce est seulement suggérée, sur
I’équivalent chez la Caille du chromosome 16 de la
poule, dont la séquence de référence est trés
incompléte.

1. MATERIELS ET METHODES
1.1. Dispositif animal et phénotypage

Les cailles ont été élevées au Pole Expérimental
Avicole de Tours (PEAT). Cinq males FO de la lignée
céladon (homozygotes ce/ce) et cinq femelles FO de la
lignée diabéte insipide (homozygotes di/di) ont été
croisés (1 male pour 1 femelle), pour obtenir une
génération F1 hétérozygote pour les deux mutations.
Puis, 5 maéles F1 ont été croisés avec 20 femelles F1
(1 male pour 4 femelles), en évitant les croisements
entre apparentés. Au total 158 femelles F2 ont été
obtenues, sur lesquelles nous avons évalué la couleur
de I’ceuf et la polyurie (caractérisée par des fientes
liquides). Ces F2 présentaient bien les 4 types de
phénotypes attendus : 10 [CE, DI] (ce/ce et di/di), 33
[CE, WT] (ce/ce, et di+/di ou di+/di+), 33 [WT, DI]
(ce+t/ce ou ce/ce, et di/di), et 82 [WT, WT] (cet/ce ou
cet/ce+, et di+/di ou di+/di+), avec "WT" : phénotype
sauvage, "cet" : alléle sauvage au locus ce, "di+" :
allele sauvage au locus di. Les proportions observées
(10, 33, 33, 82) sont compatibles avec les proportions
mendéliennes attendues (1/16, 3/16, 3/16, 9/16 soit
10, 30, 30 et 88 individus respectivement). Ainsi,
nous disposons au sein de la méme population de 43
femelles de phénotype mutant et 115 femelles de
phénotype sauvage pour chacun des deux caracteres
CE et DL
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Des prélévements de tissus (reins en
particulier) ont été réalisés pour des analyses
fonctionnelles ultérieures, et les échantillons de sang
prélevés ont permis d'effectuer les extractions d'ADN.

1.2. Génotypage et analyses d'association

Au total, 192 individus ont été analysés par la
technique de RADSeq (Baird et al, 2008), soit
I'ensemble des individus FO, F1 et F2, a l'exception
d'une mere F1 dont le sang n'était pas disponible pour
l'extraction d'ADN. Les ADN génomiques ont été
digérés par deux enzymes de restriction (ECORI et
Taql) et les fragments obtenus ont subi une ligation
d'adaptateurs universels. Les résultats de ligation ont
été soumis a une PCR effectuée grace a des amorces
Illumina  indexées, permettant Il'identification
ultérieure de l'individu d'origine de chaque lecture.
Les 192 échantillons ont été regroupés pour étre
séquencés ensemble sur trois lignes de HiSeq 3000
(2x150 bp). La fraction de l'amplifiat comprise entre
150 et 850 bp environ a préalablement é&té
sélectionnée, en récupérant la fenétre correspondant a
la taille souhaitée aprés migration sur gel. Nous avons
utilisé un logiciel dédié¢ a l'analyse des résultats de
RADSeq pour détecter les SNP et en déduire le
génotypage des animaux : Stacks (Catchen et al.
2011). Des scripts ont été développés pour en faciliter
l'utilisation sur nos données. L'assemblage du génome
de la caille (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/
GCF_ 00157 7835.1) ayant été rendu public en mars
2016, il a été possible d'utiliser I'option de Stacks qui
permet un alignement des lectures sur le génome de
référence avant la détection des SNP. Les analyses
d'association (détails en Figure 2) ont été réalisées
avec le package R GenABEL (Aulchenko et al. 2007).

2. RESULTATS ET DISCUSSION
2.1. Détection de SNP et génotypage

Pour les 192 individus et les 3 lignes réunies, 1 275
116 654 lectures ont été obtenues et analysées avec
Stacks. Le contrdle qualité a permis de conserver
78,4% des lectures. En moyenne, 99 469 loci
(fragments du génome obtenus apres digestion et
séquengage) par individu ont été obtenus. Parmi ces
loci, 27,6% présentaient des SNP, a hauteur de 2,3
SNP par locus en moyenne. Ainsi, 88 006 loci
polymorphes pour 233 339 SNP uniques ont été
obtenus. Sur I’ensemble de ces loci génotypés, la
profondeur moyenne est de 33,1X. Deux individus
comportaient trés peu de séquences et ont donc été
écartés lors des controles qualité de GenABEL, a
cause d’une trop faible proportion de génotypes
couverts sur ’ensemble des marqueurs. Parmi les 233
339 SNP obtenus, 36 244 SNP uniques sont conservés
avec un taux de génotypage de 0,95, c'est-a-dire 95%
des individus génotypés pour chaque SNP.

La répartition des SNP obtenus pour un taux de
génotypage de 0,95 est représentée sur la Figure 1. On
voit que les SNP sont répartis de fagon assez
homogéne sur le génome de la caille. La distance
moyenne entre marqueurs, hors chromosomes
sexuels, est de 22,6 kb, avec une distance médiane de
35 kb, et une distance maximale de 1,2 Mb (sur le
chromosome 3). La grande majorité (98,6%) des SNP
sont présents sur des chromosomes identifiés, le reste
se trouvant sur des "scaffolds" non assignés. Mis a
part les chromosomes sexuels et le microchromosome
16 - dont l'assemblage est trés fragmentaire -, la
quantité de SNP sur un chromosome ou un scaffold
est proportionnelle a la taille de celui-ci, ce qui
confirme une bonne répartition des SNP a travers tout
le génome. Enfin, le nombre de SNP reste homogene
entre chromosomes avant et aprés les filtres qualité
utilisés avec GenABEL.

2.2. Analyses d'association

La Figure 2 présente les graphiques de type
"Manbhattan-plots" obtenus pour chacun des caracteres
avec les SNP présentant un taux de typage de 0,95.
Pour le caractére "céladon", un pic majeur apparait au
niveau du chromosome 16 (CM003796.1) (Fig. 2A),
ou 16 SNP ont une p.valeur inférieure au seuil de
1,38.10° (a=0,05, correction de Bonferroni). Le
marqueur le plus associé (p.valeur = 6,24.10%%) est
localisé sur le scaffold 492. Ce résultat suggere que ce
scaffold pourrait appartenir au chromosome 16. Nous
avons confirmé cette hypothése par analyse de liaison
(résultats non présentés). L'assemblage du génome de
la caille dans la région étant incomplet, tout comme
celui de la poule, aucun géne candidat n'a pu étre mis
en ¢évidence. Un séquencage des individus
recombinants dans la région est en cours.

Aucune association significative n’est apparue pour le
caractére "diabéte insipide" (Figure 2B). Parmi les
hypothéses permettant d'expliquer ce résultat, on peut
mettre en avant les difficultés de phénotypage de ce
caractére, et la possibilité de n'avoir pas généré de
marqueurs dans la région portant le géne impliqué.
Les données de RADSeq vont étre complétées par le
séquengage tout génome d'un mélange d'individus de
la lignée d'origine, porteurs a I'état homozygote de
l'allele défavorable.

CONCLUSION

La technique de RADSeq a été utilisée avec succes
chez la caille. Elle a permis de générer plus de 36 000
SNP de bonne qualité pour les analyses d’association
dans ce dispositif sur I'ensemble du génome de la
caille, et de localiser la région du génome impliquée
dans la couleur céladon de la coquille sur le
chromosome 16. Des analyses complémentaires sont
en cours (en particulier le séquengage d'individus
recombinants) pour tenter d'identifier les causes
moléculaires des phénotypes étudiés.
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Figure 1 : Répartition des 36 244 SNP utilisés sur le génome de référence de la caille (Coja2)
En abscisse : position sur le chromosome (en bases) ; en ordonnée : chromosome (ou groupe de liaison)
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Figure 2 : Résultats d’association des marqueurs avec le caractére étudié
(A) Caractére "couleur de la coquille céladon " (CE). (B) Caractére "diabéte insipide " (DI).

Les analyses ont été réalisées sur I'ensemble des individus génotypés. Chaque point, en fonction de la position du
SNP sur le génome, indique le degré de significativité du test d’association d’un SNP avec le caractére en
question (-log10(p.valeur)). Nous avons appliqué une correction de Bonferroni, conservative, pour établir le seuil
de significativité, en considérant 36 244 tests indépendants. Chaque changement de chromosome est illustré par
un changement de couleur. La p.valeur pour chaque marqueur est obtenue par un modéle linéaire mixte incluant
I’effet additif du SNP & chaque position, tenant compte de l'apparentement (FASTA, FAmily-based Score Test
for Association). Un test utilisant un modéele linéaire récessif a également été utilisé pour DI, sans plus de succes
(résultats non présentés).
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