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|dentification
de marqueurs
génomiques

La tendreté, la jutosité et
la flaveur de la viande
bovine présentent une
grande variabilité qui ne
peut étre suffisamment
expliquée par les criteres
biologiques utilisés
jusqu’a présent.
L’utilisation de techniques
de génomique a permis de
révéler une relation entre
I’expression de plusieurs
génes et la qualité de la
viande. En particulier,
I’expression du géne
DNAJA1 est fortement
corrélée a la dureté de la
viande en race Charolaise.
Ceci ouvre de nouvelles
perspectives pour
identifier les bovins
donnant une viande
tendre.
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Le controle des qualités sensorielles de la viande bovine, et plus
particuliérement de la tendreté, est devenu I’une des priorités de la
filiere. De nombreux facteurs influencent les qualités sensorielles
de la viande (Hocquette et al., 2005), tels que les facteurs techno-
logiques (conditions d’abattage des animaux, de maturation, de
transformation et de cuisson de la viande) ou encore le mode
d’élevage, le type génétique de ’animal et le type de morceau.
L’ensemble des facteurs liés aux animaux ou au type de muscle
influence les caractéristiques biologiques des muscles (teneurs en
collagéne, en lipides intramusculaires, en enzymes et en inhibiteurs
enzymatiques, taille et type des fibres musculaires) et participe par
conséquent a la grande variabilité des qualités de la viande bovine.
De nombreuses recherches ont déja été conduites afin d’expliquer
cette variabilité, toutefois les caractéristiques biologiques étudiées
jusqu’a présent expliquent au maximum 30% de la variabilité de la
tendreté de la viande bovine (Renand et al., 2001). L’identification
de nouvelles caractéristiques biologiques du muscle ayant une
forte influence sur la qualité de la viande est donc un enjeu majeur
pour la filiére des animaux de boucherie, d’autant plus si ces
critéres peuvent étre intégrés aux schémas de sélection des bovins
reproducteurs. C’est pourquoi des recherches a objectif opération-
nel sont menées afin d’identifier des marqueurs des qualités sen-
sorielles de la viande bovine en mettant a profit les techniques de
génomique qui permettent de révéler des genes ou des processus
moléculaires associés a la qualité de la viande.

L objectif de cette étude était d’identifier de nouveaux marqueurs
génomiques des qualités sensorielles de la viande bovine grace a
I’analyse du transcriptome musculaire de taurillons Charolais issus
d’une sélection divergente sur le potentiel de croissance musculai-
re, I’augmentation de la croissance musculaire étant considérée a
priori comme favorable a 1’amélioration de la tendreté. Des infor-
mations complémentaires concernant ce travail sont disponibles
dans I’article de Bernard et al. (2007).

RESULTATS ET DISCUSSION

Modifications des profils d’expression génique
associées aux qualités sensorielles

Les analyses différentielles des transcriptomes selon les critéres
de qualité ont révélé 112 geénes associés a la tendreté de la viande,
91 alajutosité et 116 a la flaveur. La fonction de 20% de ces genes
reste encore inconnue et aucun processus biologique n'est impli-
qué de fagon majoritaire dans le déterminisme de la qualité de la
viande.

Parmi ces génes, 58 apparaissent différentiellement exprimés a la
fois selon la tendreté de la viande, la jutosité et également la fla-
veur : 33 montrent une sur-expression dans les muscles donnant les
viandes les plus tendres, les plus juteuses et avec le plus de gofit,
et 9 sont sous-exprimés dans les mémes échantillons. Les 16 génes
restants présentent des profils d'expression variables (sur-expres-
sion ou sous-expression) en fonction de I’age des animaux ou du
critere étudié.
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Notre objectif étant d’identifier des
génes régulés de fagon similaire pour les
trois critéres de qualité et ce quel que
soit 1’age des animaux, nous nous
sommes préférentiellement intéressés
aux 33 genes sur-exprimés et aux 9
génes sous-exprimés. Une classification
hiérarchique des données d’expression
de ces genes a permis d’en regrouper 19
qui présentaient des profils d’expression
similaires dans les muscles donnant les
viandes les plus tendres, les plus
juteuses et ayant le plus de gotit quel que
soit I'dge des animaux (données non
montrées). De plus, 5 geénes sous-
exprimés qui présentaient les différen-
tiels d’expression les plus élevés entre
les muscles a I’origine des viandes les
plus extrémes ont été associés a 1’analy-
se. Ainsi, seuls 24 des genes différen-
tiellement exprimés ont été retenus pour
une analyse de corrélation. Les corréla-
tions calculées sur I’ensemble des 25
taurillons sont rapportées dans le
tableau 1. Dix huit des 19 génes sur-
exprimés sont fortement corrélés a la
fois a la jutosité et a la flaveur des
viandes et expliquent jusqu'a 30% de
leur variabilité. Parmi les geénes associés
ala flaveur, le gene PRKAG!1 code pour
une des trois isoformes de la sous-unité
gamma de la protéine kinase AMP
dépendante. Cette protéine est impli-
quée dans le métabolisme des acides
gras et joue un role important dans la
régulation de I’expression des genes liés
au métabolisme du glucose. Bien que
son implication dans la qualit¢ de la
viande bovine reste encore méconnue,
des études réalisées chez le porc (Milan
et al., 2000) ont permis de mettre en évi-
dence qu’une mutation dominante
(RN-) dans le géne PRKAG3 codant
pour une autre isoforme avait un impact
négatif notamment sur la tendreté de la
viande. La fonction biologique des
autres genes identifiés (notamment
CACNAIC qui correspond a une
sous-unité d’un canal calcique) reste a
préciser.

L’étude des corrélations a également
permis de révéler qu’un seul géne sous-
exprimé (DNAJAI) est inversement
corrélé a la tendreté et explique a lui seul
43% de sa variabilité (figure 1). Ce gene
code pour une protéine chaperonne,
membre de la famille des « heat shock
protéines », Hsp40. Cette protéine inter-
vient dans I’entrée des protéines dans la
mitochondrie et inhibe le mécanisme
d’apoptose en interaction avec une autre
protéine chaperonne, Hsp70. Cette acti-
vité anti-apoptotique pourrait ainsi
ralentir le processus de mort cellulaire et
la maturation de la viande (Ouali et al.
2006), processus favorable a son atten-

Niveau d’expression de
DNAJA1 en puce a ADN*

MATERIEL ET METHODES

Animaux et échantillons musculaires

Cette étude a été réalisée sur des taurillons de 15 mois (n = 13) ou de 19 mois (n = 12)
et sur des beeufs de 30 mois (n = 23) de race Charolaise, issus de taureaux sélectionnés
de facon divergente sur leur potentiel de croissance musculaire. Les animaux ont été
élevés dans deux systémes de production différents : systéme intensif a I’auge (tau-
rillons) ou engraissement au piturage (bceufs). Ils ont été abattus a I’abattoir du Centre
Inra de Clermont-Ferrand/Theix. Le jour de I’abattage, les poids de la carcasse et des
dépdts adipeux internes ont été mesurés. Le muscle Longissimus thoracis a été prélevé
dans les 10 min suivant I’abattage et les échantillons destinés a I’analyse du transcrip-
tome ont été congelés dans I’azote puis stockés a -80 °C jusqu’a leur analyse. Le lende-
main, la 6¢ cote a été disséquée et la composition de la carcasse (muscle et dépdt adi-
peux) a été estimée selon I’équation de prédiction de Robelin et Geay (Robelin et Geay,
1975). Des prélévements spécifiques du muscle ont été réalisés pour I’analyse sensorielle.

Etude transcriptomique

L’analyse du transcriptome musculaire de I’ensemble des taurillons a été réalisée a I’ai-
de de puces oligonucléotidiques comportant 5418 séquences spécifiques de génes mus-
culaires humains et murins. A partir de chaque échantillon musculaire, les ARN totaux
ont été extraits, rétro-transcrits en ADNc, marqués avec un fluorochrome (cyanine 3)
et hybridés simultanément avec une référence marquée en cyanine 5 sur 4 puces. Celles-
ci ont ensuite été scannées (Affymetrix 428 array scanner) et les images obtenues ont été
analysées en utilisant le logiciel Genepix Pro 6.0.

Analyses sensorielles et classification

Le muscle a été conservé sous vide, 2 4 °C pendant 14 jours. A I'issue de cette matura-
tion, les steaks ont été tranchés (15 mm d’épai r) puis 1és rapid t. Apres
décongélation (> 24 h), ils ont été grillés a une température a ceeur de 55 °C et soumis
a un jury de dégustation de 10 personnes. Celui-ci a attribué une note de 1 a 10 pour
chaque critére de qualité (tendreté, jutosité et flaveur). Les 25 taurillons ont ensuite été
classés selon ces notes pour chacun des critéres de qualité et 4 animaux (2 par groupe
d’age) présentant les notes les plus extrémes ont été sélectionnés pour réaliser les ana-
lyses différentielles des transcriptomes.

Expression du géne DNAJA1

Le niveau d’expression du géne DNAJA1 dans le muscle Longissimus thoracis des 23
beeufs Charolais a été déterminé par RT-PCR en temps réel en utilisant le LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green I kit (Roche Diagnostics) et un couple d’amorces
spécifique du geéne, dessiné a partir du logiciel Primer 3. L’efficacité de la réaction de
PCR a été calculée a partir d’une gamme de dilution au 1/10 d’ADNc purifiés.
Lintégrité et la spécificité du produit de PCR ont été déterminées griace a I’établisse-
ment d’une courbe de dissociation.

Analyses statistiques

Dans un premier temps, les génes différentiellement exprimés en fonction de chaque
critére de qualité ont été identifiés a partir de la comparaison des transcriptomes des
taurillons présentant les notes les plus extrémes. Pour cela, I’outil statistique SAM
(Significance Analysis of Microarray, Tusher et al., 2001) a été utilisé.

Ensuite, le pourcentage de variabilité des qualités sensorielles expliqué par les niveaux
d’expression des génes précédemment identifiés ou par les caractéristiques musculaires
a été déterminé sur I’ensemble des 25 taurillons grice a une étude de corrélation en uti-
lisant le logiciel Statistica (Statsoft, France).

Figure 1
RELATION ENTRE LA TENDRETE DE LA VIANDE ET LE NIVEAU
D’EXPRESSION DU GENE DNAJA1 DU MUSCLE LONGISSIMUS
THORACIS DETERMINE PAR PUCE A ADN (pour les taurillons
Charolais) OU PAR PCR EN TEMPS REEL (pour les beeufs Charolais)
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*Le niveau d’expression de DNAJAI en puce a ADN est représenté par le rapport des intensités
de fluorescence dans 1’échantillon (I éch) et la référence (I réf). Les données ne sont pas compa-
rables entre les boeufs et les taurillons car elles ont été obtenues par des techniques différentes.

Viandes Prod. Carnés Vol 26 (5)
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drissement dans les jours suivant 1’abat-
tage de ’animal. L’analyse du niveau
d’expression de DNAJA1 dans le
muscle Longissimus thoracis de 23
beeufs confirme la relation négative et
significative du niveau d’expression de
ce geéne avec la tendret¢ de la viande
(Figure 1, 12 = 0,20). L’expression de ce
géne constitue donc un bon candidat
pour étre un marqueur négatif de la ten-
dreté en race Charolaise. Ces résultats
ont fait 1’objet d’un dép6t de brevet
(EP06300943.5, 12 septembre 2000).
D’autres analyses sont cependant envi-
sagées afin de valider la relation entre
I’expression de DNAJAL et la tendreté
de la viande sur un plus large effectif de
bovins a viande (Charolais, Limousins,
etc). Ces travaux pourraient déboucher
sur la mise au point d’un test de routine
simple, utilisable a I’échelle industrielle,
permettant d’identifier les bovins ayant
un potentiel a produire une viande
tendre.

CONCLUSION

L’analyse du transcriptome du muscle
Longissimus thoracis de taurillons
Charolais a permis de mettre en éviden-
ce de nouveaux marqueurs biologiques
des qualités sensorielles de la viande
bovine. En particulier, le géne DNAJA1
semble étre un bon marqueur négatif de
la tendreté de la viande Charolaise
puisque des analyses réalisées chez des
beeufs de méme race ont confirmé la
relation existant entre I’expression de ce
gene et les notes de tendreté des viandes.
11 serait intéressant d’analyser 1’expres-
sion de ce géne dans d’autres races
bovines frangaises.

D’autres études semblent toutefois
nécessaires pour compléter ces résultats
et ainsi mieux comprendre les relations
existant entre les génes identifiés et les
qualités sensorielles de la viande bovine.

Tableau 1

CORRELATIONS ENTRE LES NOTES DE TENDRETE, DE
JUTOSITE ET DE FLAVEUR DES VIANDES ET LES NIVEAUX
D’EXPRESSION DES GENES SUR OU SOUS-EXPRIMES POUR

LES 25 TAURILLONS

Tendreté Jutosité Flaveur
Génes sur-exprimés
CPT1B 0,37 0,44* 0,42*
Xlkd1 0,42* 0,47* 0,43*
NDUFB4 0,34 0,45* 0,43*
JMJD1B 0,38 0,48+ 0,52%%*
LAMA3 0,40* 0,44* 0,44*
FLJ12193 0,50% 0,50* 0,52%*
Npm3 0,51%* 0,47* 0,47*
Cyp2c50 0,33 0,40* 0,47*
TRIMS55 0,44* 0,47* 0,47
Cbr2 0,50* 0,43* 0,44*
C:6970 0,45 0,52%* 0,54%%*
PRRX2 0,28 0,40% 0,41*
OTOR 0,45* 0,49* 0,48*
CACNAIC 0,40% 0,55%* 0,52%%*
Ireb2 0,41* 0,43* 0,50*
PRKAGI1 0,31 0,39 0,47*
NID1 0,23 0,38 0,38
MPDZ 0,18 0,39 0,44*
CGREF1 0,40* 0,47* 0,48*
Génes sous-exprimés
PDK4 -0,27 -0,21 -0,34
DNAJA1 -0,66%* -0,34 -0,40%
CSRP3 -0,31 -0,51%* -0,61%*
CRYAB -0,39 -0,36 -0,47%
THOC3 0,04 -0,14 -0,12

11 >0,40 : P< 0,05, **|r] 20,51 : P< 0,01
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