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Dossier :

musculaire

Les rendements en viande et leur qualité
sont étroitement liés au développement mus-
culaire. Les caractéristiques quantitatives et
qualitatives des muscles se mettent en place
essentiellement dans les phases embryon-
naire et néonatale du développement muscu-
laire. Le nombre de fibres musculaires, qui
conditionne la taille adulte des muscles, est
ainsi déterminé tres précocement. Une part
du pourcentage des différents types de fibres,
qui conditionnent les caractéristiques contrac-
tiles et métaboliques des muscles, et donc leur
aptitude a la transformation en viande, est
également déterminée précocement. Les
phases post-natales d’élevage, et notamment
la puberté, contribuent pour une part plus
modeste a4 la détermination des caractéris-
tiques qualitatives. Le contréle du développe-
ment musculaire dans les stades précoces
représente donc un enjeu important pour la
maitrise de la production de viande.

Les facteurs qui régulent le développement
des muscles dans les stades précoces sont
encore peu connus. Les facteurs intrinseques,
et surtout 'origine génétique, jouent un role
prépondérant. L'INRA s’intéresse au détermi-
nisme génétique du développement muscu-
laire chez différentes espéces d’intérét zoo-
technique depuis les volailles jusqu'aux
bovins. Les recherches s’appuient en particu-
lier sur des modeéles génétiques (souches,
lignées, variants génétiques) ayant des perfor-
mances de croissance globale et/ou des poten-
tialités de développement musculaire tres dif-
férentes. La confrontation des résultats
obtenus sur le développement musculaire pré-
coce de modeles génétiques chez différentes
especes est particulierement intéressante sur
deux points : 'apport de ces modeéles géné-
tiques sur la connaissance des mécanismes de
différenciation musculaire précoce et les indi-
cations fournies par ces modeles sur 'hypo-
thése d’'un déterminisme précoce de la crois-
sance musculaire.

Au sein de la Direction Scientifique des Pro-
ductions Animales, une réflexion propre sur le
contréle de la croissance et du développement
des animaux domestiques a été menée grace a
des actions de type AIP et a la constitution
d’un groupe Croissance en 1993. Ce groupe a
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organisé une réunion scientifique ayant pour
objectif de faire I'état des recherches menées a
I'INRA sur le contréle du développement mus-
culaire de modeles génétiques dans diffé-
rentes espéces domestiques. Les réflexions
issues de cette réunion et les principaux
résultats qui y ont été présentés font I'objet
du présent dossier. Ce dossier est introduit
par une contribution générale sur I'intérét des
modeles pour la connaissance de la variabilité
génétique globale du développement muscu-
laire. Une autre contribution, réalisée par un
chercheur étranger, permet a titre introductif
d’insister sur l'importance relative des fac-
teurs environnementaux par rapport aux fac-
teurs génétiques sur la variabilité globale du
développement musclaire précoce. Les contri-
butions suivantes font le point des connais-
sances acquises par des équipes INRA sur le
pore, le bovin, le lapin et la volaille.

L'ensemble des résultats montre que, com-
parées aux lignées ou souches a croissance
lente, les lignées ou souches a croissance
rapide possédent une aptitude plus impor-
tante a un développement hyperplasique du
muscle dans les phases foetale (bovins, pore,
poulet) et néonatale (dinde). Il n’est pas
encore établi s’il s’agit d'une susceptibilité
intrinseque des cellules précurseurs aux fac-
teurs qui contrélent le développement muscu-
laire ou si des différences dans 'expression de
facteurs humoraux ou paracrines sont le sup-
port de cette aptitude. Ces différences d’inten-
sité dans le développement musculaire sont
parfois associées a des différences de préco-
cité.

Les travaux présentés permettent notam-
ment de définir des critéres directs ou indi-
rects d’évaluation du nombre et du type de
fibres de certains muscles dans un objectif
d’amélioration quantitative et qualitative de
la viande par sélection génétique, mais aussi
par la maitrise des conditions environnemen-
tales particuliéres dans les jeunes stades de
développement. Il apparait également impor-
tant d’approfondir ce type de recherche pour
identifier s'il existe des génes plus spécifique-
ment responsables des différences de dévelop-
pement musculaire dans les stades précoces
et dans les phases néonatales. Ces genes
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pourraient par exemple étre utilisés comme
génes marqueurs en sélection génétique sur la
croissance musculaire. Il semblerait enfin
intéressant de tenter d’établir un lien entre
les travaux sur le développement musculaire

et sa réceptivité a des facteurs de croissance
et les quelques génes majeurs impliqués dans
des défauts de qualité (géne halothane) ou des
caractéristiques qualitatives du muscle
(potentiel glycolytique, génotype culard).

Variabilité génétique du développement tissulaire.
Apport des modeles génétiques

Comme tout autre caractére zootechnique,
la croissance musculaire observée au sein
d’'une méme espece varie considérablement
d’un animal & l'autre. Les facteurs a l'origine
de cette variabilité sont trés nombreux.

Variabilité entre individus

Certains de ces facteurs, tels que l'age de
I’animal, son sexe, son régime alimentaire,
etc, sont clairement identifiés et leurs effets
peuvent &tre quantifiés. Leur étude permet
d’analyser les mécanismes biologiques mis en
jeu par I'animal en réponse a leurs variations.
Toutefois, méme avec un dispositif expérimen-
tal parfaitement maitrisé, il subsiste une
variabilité non négligeable entre individus
soumis aux mémes conditions de milieu,
toutes choses étant égales par ailleurs. Cette
variabilité entre individus (ou variabilité phé-
notypique) trouve son origine non seulement
dans le patrimoine génétique des animaux,
mais aussi dans les effets de tous les facteurs
du milieu qui ne peuvent étre ni identifiés, ni
quantifiés, et qui interviennent dés la fécon-
dation jusqu’au stade de la mesure expéri-
mentale. La part relative de cette variabilité
individuelle liée au déterminisme génétique
est appréhendée par le coefficient d’héritabi-
lité (h?) égal au rapport de la variance géné-
tique a la variance phénotypique (somme de
la variance génétique et de la variance de
milieu résiduelle).

La croissance musculaire dépend de l'ex-
pression d’'un nombre élevé de génes. Ceux-ci
peuvent intervenir directement sur les méca-
nismes mis en jeu en modulant la durée et
I'intensité des différentes transcriptions du
message génétique. De plus, l'existence d'in-
teractions entre fonctions biologiques
implique qu'un nombre de génes encore plus
élevé est susceptible d’agir indirectement par
leur action sur 'environnement cellulaire.

Origine de la variabilité
génétique

La variabilité génétique trouve son origine
dans l'existence d’'une variabilité des mes-
sages transcrits au niveau d’un certain
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nombre de génes du fait de 'existence d'un
polymorphisme moléculaire (au moins deux
copies différentes ou alleles). Ce polymor-
phisme intervient sur la variabilité a travers
I'amplitude des effets et la fréquence des diffé-
rents alleles.

Modeéle infinitésimal

Parmi tous les génes qui peuvent intervenir
sur I'expression d'un caractere, il suffit que
certains soient polymorphes, méme en
nombre réduit, pour que 'ensemble des
valeurs génétiques possibles présente une dis-
tribution proche de la normalité (figure 1). La
génétique quantitative est fondée en regle
générale sur un modeéle polygénique infinité-
simal qui suppose 'existence d'un nombre
¢levé de génes, chacun ayant un effet de
petite amplitude sur la valeur génétique
finale. Dans un tel modele, les valeurs géné-
tiques se distribuent selon une loi normale.

Geénes majeurs

Toutefois il a été montré qu'un certain
nombre de génes pouvaient avoir un effet par-
ticulierement marqué et pouvaient « expli-
quer » une part importante de la variabilité
génétique d’un caractere. Ils ont été nommés
geénes majeurs : la différence entre les indivi-
dus homozygotes qui possédent soit une
double copie de I'alleéle favorable au géne
considéré, soit une double copie de 1'allele
défavorable, peut étre bien supérieure &
I’écart-type phénotypique du caractére. Dans
les espéces domestiques destinées a la produc-
tion de viande, les génes suivants ont été mis
en évidence et éventuellement exploités : le
géne du nanisme chez la poule (revue de
Mérat 1990), le géne culard chez les bovins
(revue de Ménissier 1982), le géne de la sensi-
bilité a 'halothane (Ollivier et al 1975) et le
geéne de la « viande acide » (potentiel glycoly-
tique du muscle tres élevé, LeRoy et al 1990)
chez le pore.

Variabilité génétique et sélection

L’exploitation de la variabilité génétique
par les organismes de sélection consiste en
fait & augmenter la fréquence des alléles favo-
rables dans une population en ne retenant
comme reproducteurs que les individus qui
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présentent les meilleures valeurs génétiques Figure 1. Distribution des valeurs génétiques possibles pour un caractére en
individuelles. Pour les caracteres liés a la fonction du nombre de génes (n) qui déterminent ce caractére (chaque géne
croissance et a la composition corporelle, les posséde 2 alléles de méme fréquence, a effets additifs et égaux).

valeurs relativement élevées des coefficients
d’héritabilité (h2 > 0,30) permettent d’expli-
quer les réponses significatives a la sélection
pratiquée dans diverses populations sans
pour autant qu’il soit possible d’expliquer les
raisons de ces réponses au niveau molécu-
laire : quels alleles de quels genes ? L'exis-
tence d'un gene majeur permet d’obtenir une
réponse encore plus rapide si son effet est
vraiment trés marqué. Dans le cas d'un géne
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tions soumises a la sélection, les corrélations
génétiques sont également dues a l'existence
de déséquilibres de liaison entre génes : soit
parce qu’il existe une liaison physique suffi-
samment étroite pour ne pas étre systémati-
quement détruite par les recombinaisons
chromosomiques, soit parce que la sélection
ou la dérive génétique a modifié simultané-
ment les fréquences alléliques de génes a
priori indépendants.

La prédiction des modifications possibles
dans une population par la sélection des
reproducteurs nécessite I'estimation des para-
metres génétiques (coefficients d’héritabilité
et corrélations génétiques) du caractere étudié
et des composantes de la fonction biologique
mise en jeu. Il est également possible de pré-
dire les réponses corrélatives sur divers carac-
teres non pris en compte dans la sélection
grice a 'estimation des variabilités géné-
tiques conjointes de ces différents caractéres.
Cette démarche a été choisie pour connaitre
les éventuelles modifications des caractéris-
tiques du muscle a la suite d’'une sélection
visant a accroitre la croissance musculaire
chez les bovins. En effet, ces caractéristiques
musculaires a 'abattage étant en relation
avec les qualités de la viande, il est important
de savoir si la poursuite ou l'intensification de
la sélection sur la croissance musculaire peut
avoir des conséquences (favorables ou défavo-
rables) dans nos races a viande spécialisées.

Deux expériences, soutenues par le pro-
gramme « Agriculture-Demain », ont été
menées en collaboration étroite avec le Labo-
ratoire Croissance et Métabolisme des Herbi-
vores. La premiére a porté sur 147 taurillons
issus de 15 peres contrdlés sur descendance

20 20+
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ol | | nn !
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par une unité de sélection en race Limousine.
La deuxiéme est actuellement réalisée en race
Charolaise sur le domaine expérimental de
Bourges (expérience « Vachotron II ») ot1, pour
I'instant, 318 taurillons issus de 60 péres ont
été controlés. Dans ces deux expériences, les
performances de croissance et d’abattage ont
été étudiées simultanément avec les caracté-
ristiques musculaires suivantes : teneur en
ADN et rapport protéines/ADN, activités
enzymatiques du métabolisme glycolytique
(LDH) et du métabolisme oxydatif (ICDH),
type contractile avec la proportion de chaines
lourdes de la myosine de type I (lente). Mal-
gré des effectifs relativement modestes, les
deux expériences donnent des résultats
proches sur la relation entre le type de fibres
et la composition corporelle : la proportion de
fibres rapides et glycolytiques augmente avec
le rapport muscle/gras (Renand et al 1994 et
1995, figure 2).

Comparaison
de sous-populations
génétiquement distinctes

Pour étudier la croissance musculaire et les
phénomenes biologiques qui lui sont associés,
il est possible d’envisager non plus une
approche quantitative de la variabilité mais
une comparaison de deux échantillons d'indi-
vidus qui se distinguent par des niveaux
génétiques de croissance musculaire tres dif-
férents. L'avantage d'une telle approche basée
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Figure 2. Représentation des relations génétiques entre performances d’abattage (poids de la carcasse,
%Mu : teneur en muscles et %DA : teneur en dépdts adipeux) et caractéristiques de différenciation du
muscle long dorsal (rapport protéines/ADN, Myos.! : pourcentage de chaines lourdes de la myosine de
type I, ICDH : activité de I'isocitrate déshydrogénase et LDH : activité de la lactate déshydrogénase).
Projection des variables sur les 2 premiers axes de I'analyse en composantes principales.
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sur des moyennes et non pas des variances est
de pouvoir travailler sur des effectifs de taille
plus réduite. Il faut toutefois que la différence
entre les deux échantillons soit nettement
supérieure a la variabilité individuelle intra
échantillon.

Comparaison de lignées
sélectionnées divergentes

Ces deux échantillons peuvent &tre issus
d’'une expérience de sélection divergente dans
deux lignées issues d’'une méme population
initiale. Les différences observées peuvent
étre considérées a priori comme des réponses
corrélatives a la sélection pratiquée. Des pré-
cautions doivent étre prises car les réponses
(directes ou corrélatives) a la sélection dépen-
dent des alléles présents dans la population
initiale et de la taille des lignées expérimen-
tales : il peut y avoir des dérives aléatoires
des fréquences alléliques qui ne sont pas for-
cément répétables d’'une expérience de sélec-
tion a l'autre. A moins qu'il existe un géne a
effet majeur en ségrégation dans la popula-
tion initiale, les différences observées entre
lignées résultent du cumul d’un nombre
important d’alleéles favorables sans qu’il soit
possible de les identifier. De plus, cette
démarche est forcément limitée car la compa-
raison des réponses corrélatives sur deux
caracteres distincts ne permet pas de conclure
sur les relations entre ceux-ci : chacun d’eux
ne peut étre que rapporté au critéere de sélec-
tion. Ces expériences étant forcément longues
a mettre en place, il est difficile de les répéter
pour étudier un nouveau critére de sélection.

Comparaison de races ou de souches

Pour s’affranchir de cette contrainte treés
forte liée a la réalisation préalable d’une expé-
rience de sélection visant & créer une diffé-
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rence sur un caractére donné, les échantillons
sont parfois choisis dans des races ou des
souches déja existantes qui se distinguent
nettement quant a leur performances de crois-
sance ou de composition corporelle. Méme s’il
est possible de procéder a une description
minutieuse des différences, leur interpréta-
tion reste problématique puisque chaque race
ou souche résulte d'un processus de sélection
différent a partir de populations initiales dif-
férentes. Il est ainsi difficile d'établir une
relation entre les divers caractéres contrélés :
ils peuvent avoir évolué différemment en
réponse a des critéres de sélection différents.
Les différences observées risquent d’étre
d’'une utilité limitée pour prédire 'évolution
des composantes de la croissance et des carac-
teres associés si une sélection est appliquée
dans une population.

Comparaison de génotypes
différents pour un géne majeur

Enfin, il est possible d'utiliser des animaux
qui se distinguent par des génotypes diffé-
rents pour un géne majeur en comparant les
homozygotes extrémes. Dans ce cas, 1'étude
détaillée des fonctions biologiques impliquées
doit permettre la mise en évidence du gene et
de la mutation responsable du polymor-
phisme. Ce type d’analyse nécessite la locali-
sation de la région du génome impliquée 2
I'aide d’études de ségrégation conjointe du
géne majeur et de génes marqueurs afin de
restreindre le champ des génes candidats pos-
sibles. Cette double approche a permis de
mettre en évidence la mutation a l'origine de
la sensibilité a I'halothane chez le porc (géne
codant pour le récepteur de la ryanodine,
Fujii et al 1991) et les mutations responsables
du nanisme chez la poule (géne codant pour le
récepteur de '’hormone de croissance, Burn-
side et al 1991). La recherche des génes res-
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Figure 3. Représentation des effets d’'un géne majeur (sensibilité & I'halothane) et de ceux d’une sélection
du taux de muscle chez le pore, sur ce taux et sur la longueur de la carcasse (génotype normal :

NN, génotype sensible : nn).
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ponsables de la « viande acide » chez le porc et
de I'’hypertrophie musculaire chez les bovins
est en cours grace a 'établissement des cartes
génétiques chez ces deux espéces. Le premier
a été localisé sur le chromosome 15 du pore
(Milan et al 1995) et le second sur le chromo-
some 2 des bovins (Charlier ef al 1995).

Le gene majeur étudié peut avoir des effets
pléiotropiques sur différents caractéres qui
induisent des relations entre ces derniers
lorsqu’on compare les génotypes, mais ces
relations peuvent étre différentes des rela-
tions dues a la variabilité polygénique. A
titre d’illustration, chez le porc, I’animal
homozygote au géne de sensibilité a 'halo-
thane (nn) présente une teneur en muscles
plus élevée (+4 %) et une carcasse plus courte
(-22 mm) que 'animal homozygote (NN),
alors que les valeurs des corrélations géné-
tiques estimées montrent qu'une sélection

nn

Substitution de l'alléle N par
l'alléle n au locus "sensibilité
a I'halothane"

pour accroitre la teneur en muscles de 4 %
doit simultanément accroitre la longueur de
la carcasse de 6 mm (Tibau i Font et Ollivier
1984, Gueblez et al 1995, figure 3). Ainsi, si
I'effet d'un geéne a effet majeur peut étre pré-
cisément décrit, il est imprudent d’extrapoler
systématiquement les résultats obtenus pour
expliquer la variabilité génétique dans une
population donnée.

En conclusion, si la comparaison de sous-
populations génétiquement distinctes ainsi
que I'étude des modes d’action de certains fac-
teurs de variation du milieu, sont d’un intérét
indéniable pour mettre en évidence les méca-
nismes mis en jeu dans 'expression de la
croissance musculaire, seule 'estimation des
parametres génétiques des composantes de
cette croissance musculaire permet de quanti-
fier leur possible évolution lors d’'un processus
de sélection dans une population.
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Roles de la génétique et de 'environnement
dans la variabilité du développement musculaire

chez le porc et le cobaye

Dans de nombreuses espéces et notamment
chez le pore, les souches a croissance rapide se
caractérisent par un nombre plus important
de fibres musculaires que les souches a crois-
sance lente. Une étude récente sur la variabi-
lité intra population du développement mus-
culaire chez le porc (Dwyer et al 1993) montre
que le taux de croissance journalier jusqu’a
25 kg de poids vif est corrélé avec le poids a la
naissance, mais pas avec le nombre de fibres
des muscles. Par contre, de 25 a 80 kg de
poids vif, le taux de croissance jounalier est
corrélé avec le nombre de fibres musculaires,
mais pas avec le poids a la naissance. De plus,
au cours de cette période, il existe une corréla-
tion significative entre l'efficacité alimentaire
et le nombre de fibres musculaires. Le nombre
de fibres musculaires est déterminé au cours
de la vie feetale avant la naissance et résulte
des processus de différenciation myogénique
en terme de générations primaire et secon-
daire de myofibres. La connaissance de ces

processus est déterminante pour identifier les
facteurs susceptibles de contréler le nombre
de fibres a la naissance.

Les fibres musculaires se développent avant
la naissance en deux populations distinctes.
Les fibres primaires résultent de la fusion des
myoblastes a un stade trés précoce et fournis-
sent une trame pour la formation d’une
population plus importante de myotubes
secondaires. Les techniques de révélation his-
tochimique de lactivité ATPasique permet-
tent de classer les fibres primaires en fibres
de type lent et les fibres secondaires en fibres
de type rapide (photo 2). Au cours du dévelop-
pement feetal tardif et d’'une partie de la crois-
sance post-natale, certaines fibres secondaires
deviennent de type lent et ainsi apparaissent
des faisceaux de fibres lentes (provenant cha-
cun d'une seule fibre primaire) entourés de
fibres rapides (photo 1). Cet agencement en
faisceaux de fibres persiste au cours de la
croissance post-natale du porc et, en consé-

Photo 2
| T

Coupe transversale de muscle de porc a un stade feetal (photo 1) et a la taille commerciale (photo 2). Activité
actomyosine ATPasique révélée apreés pré-incubation a pH basique permettant de révéler les fibres de type rapide.
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quence, il est possible d’évaluer, méme chez le
porc adulte, le nombre de fibres primaires et
secondaires qui ont participé au développe-
ment d'un muscle donné.

Dans une étude réalisée sur 48 porcs issus
de 5 portées, Dwyer et Stickland (1991) ont
montré que le nombre de fibres primaires est
responsable de la plus grande part de la
variation entre portées du nombre total de
fibres d’'un muscle. Le nombre de fibres
mesuré au cours de la gestation sur des ani-
maux de petite taille et de grande taille d'une
méme portée (en excluant les animaux attar-
dés) n’est pas significativement différent en ce
qui concerne les fibres primaires, mais est dif-
férent pour les fibres secondaires a partir du
65¢ jour de gestation. Les porcs de petite taille
dans une méme portée ont certainement subi
une sous-nutrition in ufero et ceci est particu-
lierement mis en évidence par la forme en U
de la distribution des poids des feetus le long
de chaque corne utérine. La diminution de la
multiplication du nombre de fibres secon-
daires résulterait d’'une part de la taille
réduite des fibres primaires, ce qui restreint
la surface pour la formation de fibres de
deuxiéme génération, et, d’autre part, d'une
moindre capacité de multiplication des myo-
blastes. L'ensemble de ces résultats suggerent
que le nombre de fibres primaires est certai-
nement plus déterminé génétiquement que le
nombre de fibres secondaires, qui, lui, serait
plus sensible aux facteurs de I'environnement
in utero, notamment la nutrition.

Les mécanismes par lesquels la sous-nutri-
tion affecte la détermination du nombre de
fibres ont été étudiés chez le cobaye. Chez
cette espece, la restriction alimentaire a 40 %
de I'alimentation ad libitum au cours de la
totalité de la gestation entraine une réduction
de 33 % de la surface d’échange du placenta
et, en conséquence, une réduction du poids du
feetus vers la naissance (Dwyer et al 1992). La
sous-nutrition diminue significativement les
niveaux circulants d'IGF1 et d'IGF2 du sérum
maternel et du sérum feetal. Le taux de corti-
sol circulant semble inversement corrélé avec
les niveaux circulants d'IGF1, alors que les
hormones thyroidiennes ne semblent pas
jouer un réle important avant la fin de la ges-

tation (Dwyer et Stickland 1992). Dans une
expérience récente réalisée également chez le
cobaye, Dwyer et al (1995) ont montré que la
restriction alimentaire de 40 % depuis la
fécondation jusqu’a 25 jours de gestation (sui-
vie d’'une alimentation ad libitum) était suffi-
sante pour obtenir une diminution significa-
tive de 20 a 28 % du nombre de fibres
musculaire 4 la naissance, cette diminution
étant équivalente & celle observée sur des
femelles restreintes pendant toute la gesta-
tion (jusqu'a 70 j). Une alimentation inadap-
tée pendant des périodes critiques du début
de la gestation peut donc avoir un effet impor-
tant sur le développement des fibres muscu-
laires, réalisé plus tardivement au cours de la
gestation. Le maximum de la formation des
fibres secondaires est en effet observé entre
35 et 45 j de gestation.

Le plus faible nombre de fibres chez les por-
celets de faible poids a la naissance pourrait
donc résulter d'une sous-nutrition in utero,
particulierement au cours du début de la ges-
tation. Une expérience a été mise en place
chez le porc pour tenter d’augmenter le
nombre de fibres musculaires chez les porce-
lets (Dwyer et al 1994). L’alimentation des
truies a été doublée a différentes périodes de
la gestation : 25 4 50 j, 50 24 80 j ou 25 4 80 ;.
Le ratio fibres secondaires / fibres primaires a
été plus élevé chez les porcelets issus des
truies suralimentées que chez ceux issus des
truies témoins. De plus, la croissance apres la
naissance (de 70 j jusqu'a I'abattage) des por-
celets issus des truies supplémentées sur
toute la période de gestation (les autres lots
supplémentés n’ont pas été mesurés) est plus
élevée de 10 % et lefficacité alimentaire est
augmentée de 8 % par rapport aux porcelets
témoins.

En conclusion, il est suggéré que 'améliora-
tion du nombre de fibres secondaires par une
alimentation renforcée des truies au début de
la gestation permet d’améliorer les perfor-
mances de croissance et I'efficacité alimen-
taire des descendants. La sélection génétique,
au travers d’une sélection sur un plus grand
nombre de fibres primaires, peut également
améliorer ces performances.
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Différenciation musculaire

au cours du développement feetal et néonatal
chez les bovins normaux et culards

La composition du muscle squelettique en
ses différents types de fibres, lentes et
rapides : I, IIA, IIB, conditionne en partie sa
vitesse de maturation apres I’abattage, et
donc sa tendreté. C’est au cours du développe-
ment feetal qu'apparaissent ces fibres dont la
proportion respective évolue tout au long de la
vie de 'animal. Chez le bovin, qui est une
espéce relativement mature, la différenciation
contractile des muscles est trés avancée a la
naissance. Les études concernant cette espéce
ont montré que le développement musculaire
feetal est caractérisé principalement par une
augmentation importante du poids du muscle
dd a une multiplication cellulaire et une syn-
thése protéique intenses. Le nombre de fibres
est fixé 4 la naissance, et leur taille évolue
peu au cours de la vie feetale. L'utilisation
d’anticorps spécifiques de différentes iso-
formes de chaines lourdes de myosine (MHC)
a permis de montrer que la différenciation
contractile met en jeu deux générations de
cellules (Robelin et al 1993, Picard et al 1994).
Une premiére génération, qui apparait trés
tot, des 50 jours, a une différenciation tres
précoce puisque dés 180 jours elle n'exprime
plus que la forme MHCI1. Elle va donner nais-
sance aux fibres lentes de type I adultes dans
tous les muscles. Une seconde génération de
cellules, plus petites, apparait vers 120 jours,
et donne naissance en majorité aux fibres
adultes de type rapide IIA et IIB, & une pro-
portion de fibres de type IIC (rapides et
lentes), ainsi qu’a une faible proportion de
fibres lentes mais uniquement dans les
muscles lents. Ces deux générations expri-
ment transitoirement 5 isoformes de MHC
spécifiques, de type embryonnaire, feetal et
adulte. La chronologie de cette différenciation
varie selon les muscles et selon les types
génétiques. L'étude de la variabilité génétique
de la différenciation musculaire a été réalisée
d’une part au cours de la vie feetale, en com-
parant le développement musculaire de feetus
normaux et de feetus présentant le géne d’hy-
pertrophie musculaire « culard », et d’autre
part durant la vie post-natale sur des bovins
de différents types génétiques.

Efférenciation feetale

Les feetus normaux ont été obtenus par
insémination articificielle et les foetus
culards, issus de la souche INRA 95, par
transplantation. L'évolution des différentes
isoformes de myosine a été étudiée par immu-
nohistochimie, électrophoréese, immunoblot-
ting et ELISA, in vivo et in vitro, sur plu-
sieurs muscles (Semitendinosus, Longissimus
thoracis, Masseter, Cutaneus trunci, Dia-
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phragme) prélevés sur ces feetus a 90, 130,
170 et 210 jours de gestation.

Les résultats obtenus révelent un retard
dans la différenciation musculaire chez les
feetus culards (figure 1), qui touche la diffé-
renciation des deux générations de cellules
ainsi que l'organisation structurale des fibres.
Ce retard est surtout marqué a 90, 130 et
170 jours ; il semble étre rattrapé a 210 jours.
Par contre, a ce stade, des fibres reconnues
par aucun des anticorps utilisés sont pré-
sentes en proportion importante dans tous les
muscles des feetus culards, et uniquement
dans le muscle Cutaneus trunci (entiérement
rapide) des feetus normaux. Les études réali-
sées sur cultures primaires de foetus de
90 jours montrent également un retard dans
la différenciation chez les feetus culards. En
effet, a tous les stades, le nombre de myo-
blastes est supérieur chez les feetus culards,
alors que le pourcentage de fusion des myo-
blastes est inférieur. De plus, des striations
sont visibles a l'intérieur des myotubes a
6 jours chez les foetus normaux et seulement a
8 jours chez les culards, ce qui montre que
l'organisation des protéines myofibrillaires en
sarcomeres est retardée chez ces derniers.
Enfin, I'activité phosphocréatine kinase, mar-
queur de différenciation musculaire, est plus
faible chez les culards a chaque stade.

Figure 1. Différenciation musculaire chez des
feetus bovins normaux et culards.
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Différenciation postnatale

Les études concernant la variabilité géné-
tique de la différenciation musculaire apres la
naissance ont été réalisées sur des animaux
de race Blanc-Bleu-Belge agés de 9 mois,
culards et normaux, sur des bovins des races
Limousine (Jurie et al 1995) et Charolaise
issus de peres sélectionnés sur leur vitesse de
croissance. Les résultats obtenus montrent

Bovin culard de race Blanc-Bleu-Belge
(cliché : X. Malher, ENV Nantes).

que les animaux a forte vitesse de croissance
ont des muscles présentant un métabolisme
plus glycolytique. Ils sont constitués de fibres
de plus grande taille avec une plus forte pro-
portion de fibres de type IIB.

Conclusion

L'ensemble de ces résultats montre que le
type génétique a une influence sur la différen-
ciation musculaire. Les bovins issus de
lignées a développement musculaire plus
élevé présentent a 'abattage des muscles plus
glycolytiques renfermant des fibres de taille
supérieure a celles des bovins normaux, et
une plus forte proportion de fibres IIB, compo-
sition favorable & une amélioration de la ten-
dreté de la viande puisque ces fibres matu-
rent plus vite. Cette composition des muscles
semble avoir une origine précoce. En effet, le
retard dans la différenciation observé chez les
feetus culards parait étre dfi a4 une phase de
prolifération cellulaire plus intense chez ces
derniers, et soumise & des systémes de régula-
tion particuliers qui demandent & étre préci-
sés.
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Intérét et limites du modele Meishan pour I'étude
de la croissance musculaire chez le porc

En comparaison des porcs conventionnels,
comme par exemple ceux de race Large
White, les porcs de race Meishan se caractéri-
sent par des performances de reproduction
trés supérieures (en particulier un développe-
ment sexuel beaucoup plus précoce et une
plus grande prolificité) et par des perfor-
mances de croissance trés inférieures (une
croissance plus lente et une plus grande adi-
posité de la carcasse). Au cours des derniéres
années, nous avons réalisé plusieurs études
visant & mieux comprendre pourquoi les per-
formances de croissance du porc Meishan
sont inférieures a celles du porc Large White.
Ce texte résume les principaux résultats

acquis a la Station de Recherches Porcines
concernant la croissance musculaire et sa
régulation par les hormones de I'axe somato-
trope. '

Croissance tissulaire

Par rapport aux porcs Large White (LW),
les porcs Meishan (MS) sont plus légers a la
naissance et leur vitesse de croissance est au
moins inférieure de 30 % pendant les phases
d’allaitement et de post-sevrage (Legault et
Caritez 1982). Chez le jeune animal (moins
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Figure 1. Evolution entre 30 et 90 kg de poids vif
de la composition tissulaire de porcs méles castrés
des races Meishan (MS) ou Large White (LW).
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de 30 kg), la quantité d’aliment ingérée est
similaire dans les 2 races. Plus tard, l'aug-
mentation de 'ingéré en fonction du poids de
Panimal est plus faible chez les MS que chez

les LW. Chez les porcs MS, l'ingéré alimen-
taire plafonne apres 60 kg de poids vif (a
environ 1,8 kg de matiére séche par jour,
Noblet et Dubois 1990). La vitesse de crois-
sance des MS est constante (0,40-0,45 kg/j)
entre 15 et 100 kg de poids vif (Noblet et
Dubois 1990, Prunier et al 1990).

La dissection de carcasses de porcs MS ou
LW abattus a 80-90 kg de poids vif (Poilvet et
al 1990) indique que le taux de muscle est de
I'ordre de 30 % chez les porcs MS contre 47 %
chez les porcs LW. Le contenu en os est simi-
laire dans les 2 races (environ 10 %). Les
porcs MS contiennent plus de gras (MS :
45 %, LW : 32 %) et de peau (MS: 9 %, LW :
3 %).

Nous empruntons a J. Noblet les résultats
décrivant 'évolution avec le poids de la com-
position tissulaire (figure 1) et du dépét jour-
nalier de gras et de muscle (figure 2) chez des
porcs males castrés des races LW et MS entre
30 et 90 kg de poids vif. Le dépét de gras est
similaire ou méme plus faible chez les MS que
chez les LW. Le dépét journalier de muscles
est 2,6 a 3,2 fois plus faible chez les MS que
chez les LW. Il ne représente que 22 a 24 % du
gain de poids quotidien chez les MS, contre
41 % chez les LW.

Figure 2. Evolution entre 30 et 90 kg de poids vif du dépét journalier de muscles et de gras chez des
porcs maéles castrés des races Meishan (MS) ou Large White (LW).
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Tableau 1. Comparaison des caractéristiques histologiques du muscle semitendinosus (ST) chez des
feetus de porcs des races Meishan (MS) et Large White (LW).
Jours de gestation 75 jours 114 jours
Race LW MS Sign. LW MS Sign.
Muscle total
Poids du ST (g) 0,63 0,35 X 2,73 1,60 Frx
Nombre fibres (x 103) 283 200 ok 425 263 ok
Partie rouge
Nombre de fibres
total (x 10%) 116 91 ns 205 131 bk
myotubes (x 10-3)® 6,52 5,20 ns 7,72 6,88 ns
second./myot.® 17.9 174 ns 26,7 19,2 kR
Surface (nm?)
myotubes 177 161 ns 229 258 ns
secondaires 25 29 ns 100 129 *
Partie blanche
Nombre de fibres
total (x 10%) 167 109 B 220 132 ok
myotubes (x 10} 9,58 5,80 wkx
second. / myot. 174 18,7 ns
Surface (nm?)
myotubes 182 158 ns
secondaires 21 27 ns

(1) A 114 jours : nombre dlilots. Un ilét de fibres lentes correspond & un myotube primaire.

(2) A 114 jours, nombre de fibres secondaires par ilot.

Caractéristiques
du tissu musculaire

Des observations préliminaires réalisées au
laboratoire suggerent que la plus faible crois-
sance musculaire du porc MS provient de l'ef-
fet cumulatif d’'un plus faible nombre de fibres
musculaires (déterminisme prénatal) et d’'une
plus faible croissance radiale de ces mémes
fibres apres la naissance.

Les études réalisées jusqu'a présent ont
surtout porté sur le muscle Semitendinosus
(ST). D’un point de vue expérimental, ce
muscle a 'avantage d’étre facilement dissé-
cable et de présenter deux régions trés diffé-
rentes, I'une présentant les caractéristiques
d’un muscle rouge alors que l'autre est repré-
sentative d'un muscle blanc.

De 50 jours de gestation a 1 mois d’4ge, le
muscle ST croit plus lentement chez les MS
que chez les LW, aussi bien en valeur absolue
qu’en proportion du poids total du feetus
(figure 3).

Le tableau 1 présente les caractéristiques
du muscle ST a 75 jours de gestation et a la
naissance (113 jours de gestation). A 75 jours
de gestation, la totalité des myotubes pri-
maires est en place alors que la seconde géné-
ration n'est compléetement installée qu'a par-
tir de 90 jours de gestation. A 75 jours, il est
possible de distinguer les myotubes primaires
appartenant a la future partie rouge (qui
réagissent positivement a I’anticorps anti-
MHC lente et négativement a I'anticorps anti-
MHC rapide) de ceux appartenant a la future
partie rapide (qui réagissent de fagon exacte-
ment inverse).

Myotubes primaires

A 75 jours de gestation, le nombre de myo-
tubes primaires de la future partie blanche est
plus faible chez les MS que chez les LW (9 580
vs 5 800 ; P < 0,001). Il en va de méme dans la
partie rouge bien que la différence entre les
2 races ne soit pas significative (6 520 vs
5 200). Pour I'ensemble du muscle, le nombre
de myotubes primaires chez les MS est infé-
rieur de 32 % & celui observé chez les LW.
L’aire de section transversale des myotubes
primaires ne differe pas entre les 2 races.

Fibres secondaires

Dans la partie rouge, le nombre de fibres
secondaires par myotube primaire ne differe
pas entre les 2 races a 75 jours de gestation
alors qu'il est plus faible chez les MS que chez
les LW a la naissance (19,2 vs 26,7 ; P <
0,001). Ce résultat montre que la différence
entre les 2 races pour le nombre de fibres
secondaires par primaire est acquise en fin de
gestation, peut-étre par une période de mise
en place plus longue chez les LW.

Dans la partie blanche, comme dans la par-
tie rouge, le nombre de fibres secondaires par
myotube primaire ne difféere pas entre les
2 races a 75 jours de gestation. La détermina-
tion directe du nombre de myotubes primaires
de la partie blanche n’est pas possible a la
naissance. Cependant, le calcul du rapport
entre le nombre total de fibres & la naissance
et le nombre de myotubes primaires présents
a 75 jours ne laisse apparaitre aucune diffé-
rence entre les 2 races pour la partie blanche
(22,0 chez les LW vs 21,7 chez les MS).
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Figure 3. Croissance du muscle semitendinosus (ST) au cours de la gestation dans les 2 races Meishan

(MS) et Large White (LW).
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Dans la partie rouge, la surface des fibres
secondaires tend a étre plus élevée chez les
MS que chez les LW. Ce résultat peut traduire
un état de maturité plus avancé chez les MS.

Nombre total de fibres

Au total, le nombre de fibres dans l'en-
semble du muscle ST est plus faible de 38 %
chez les MS que chez les LW. Cette différence
s’observe aussi bien dans la partie rouge que
dans la partie blanche. Cependant les méca-
nismes impliqués dans cette différence ne
semblent pas étre les mémes dans les 2 zones.
Dans la partie rouge, c’est essentiellement le
nombre plus faible de fibres secondaires diffé-
renciées autour de chaque myotube primaire
qui semble devoir étre mis en cause. Dans la
partie blanche, par contre, la différence
semble surtout provenir d'un nombre plus
faible de myotubes primaires.

Régulation du développement
musculaire par les hormones
de Paxe somatotrope

Les niveaux circulants de GH et d'IGF-I ne
different pas entre les porcs LW et MS entre 10
et 150 jours d’age (Louveau et al 1991). Néan-
moins, la concentration plasmatique d'IGF-I

INRA Productions Animales, juillet 1996

Croissance
postnatale
Poids (g) en valeur absolue
30 7
Lw
20
10
MS
0 T T T 1
0 10 20 30 40
Age (jours)
% en % du poids de l'animal
0,3
LW
0,2 —/,/"\——_j’
MS
0,1
0 T T T i
0 10 20 30 40

Age (jours)

est plus faible chez les porcs MS que chez les
porcs LW a 180 et 365 jours d'age. Cette diffé-
rence ne permettant pas d’expliquer la diffé-
rence de croissance entre les 2 races, nous nous
sommes attachés & mettre en évidence d’éven-
tuelles différences au niveau des récepteurs a
la GH et a 'IGF-I. Pour cela, I’évolution avec
I'age (de 75 jours de gestation a I'age adulte) du
niveau de ces récepteurs a été étudiée dans
deux muscles squelettiques, I'un majoritaire-
ment de type blanc, le longissimus dorsi (LD),
l'autre majoritairement de type rouge, le trape-
zius (TZ) en comparaison avec le foie qui est
considéré comme le principal tissu cible de la
GH (figure 4).

Dans le foie, aucune liaison spécifique n’est
observée chez les feetus entre 75 et 103 jours
de gestation. Aprés la naissance, la liaison
spécifique augmente avec 1’dge dans les
2 races. La liaison spécifique de la GH est plus
élevée chez les porcs MS que chez les porcs LW
4 45 et & 120 jours d’age et ne differe pas entre
les 2 races aux autres stades étudiés. Contrai-
rement & ce qui est observé dans le foie, une
liaison spécifique est observable dés 75 jours
de gestation dans le LD (liaison non détermi-
née dans le TZ). La liaison spécifique de la GH
aux muscles LD et TZ varie peu avec I'age et
ne differe pas entre les 2 races.

Dans le muscle LD comme dans le foie, la
liaison spécifique de 'IGF-I augmente de
75 jours a 90 ou 103 jours de gestation et
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Figure 4. Variation avec I'dge de /a liaison
spécifique de la GH dans le foie et le muscle
squelettique des porcs des 2 races Meishan (MS)
et Large White (LW).
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diminue ensuite avec Page. La liaison spéci-
fique de I'IGF-I est similaire dans les 2 races,
sauf a 103 et 113 jours de gestation ou elle
tend a étre plus élevée dans le foie des porcs
MS que dans celui des pores LW.

Au total, la plus faible croissance muscu-
laire des pores MS par rapport aux pores LW
ne semble pouvoir étre reliée a aucun déficit
majeur du fonctionnement de ’axe somato-

trope, tout au moins en ce qui concerne les
niveaux circulants de la GH et de I'IGF-I ou la
liaison spécifique des ces hormones a leurs
récepteurs hépatiques ou musculaires. Ces
résultats ne permettent pas d’écarter un dys-
fonctionnement de l'axe somatotrope a un
niveau postérieur a celui des récepteurs. Une
déficience majeure dans les étapes de trans-
mission du message hormonal entre le récep-
teur et la réponse cellulaire semble cependant
peu probable car il est établi que la croissance
musculaire des porcs MS peut étre accélérée
par 'administration de GH exogéne (Bidanel
et al 1991).

Conclusions

En I'absence de différences marquées entre
les porcs MS et LW pour ce qui concerne les
niveaux circulants de GH et d'IGF-I ainsi que
pour les liaisons spécifiques de ces hormones
dans le foie et le muscle squelettique, le
modeéle Meishan ne présente guére d’'attrait
pour I'étude du contréle de la croissance mus-
culaire par les hormones de 'axe somatotrope.

Par contre, le modele Meishan nous semble
particuliérement intéressant pour les études
visant a4 mieux comprendre les aspects cellu-
laires de la croissance musculaire chez le
porc. Le plus faible nombre de fibres muscu-
laires observé chez le porc MS a la naissance
en fait un modele indiqué pour les études sur
la différenciation des fibres musculaires in
utero. 11 semble méme que, selon la zone mus-
culaire choisie, on puisse avoir accés a des dif-
férences concernant plus particulierement les
générations primaire ou secondaire de fibres
musculaires. Ce dernier aspect demande
cependant a étre confirmé. La plus faible
croissance radiale des fibres musculaires
observée chez le porc MS pendant la période
post-natale en fait un modele intéressant
pour les études sur la régulation de la crois-
sance hypertrophique des fibres musculaires.
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Développement musculaire des poulets issus
de lignées a croissance rapide ou lente

Le développement musculaire de l'oiseau
débute avec l'individualisation, a4 partir des
premiers somites, de précurseurs myogé-
niques, ou myoblastes, qui vont se multiplier,
migrer vers leur position finale et fusionner
en myotubes qui seront a lorigine des fibres
musculaires matures (voir Ott ef al 1990 pour
une revue). 1l semble qu'il existe en fait plu-
sieurs lignées de myoblastes dont la diversité
participe tres probablement a la diversité
finale des fibres musculaires. Le nombre final
de fibres musculaires est atteint a la fin de
I'embryogéneése et ne change plus ensuite, du
moins dans des conditions normales. La crois-
sance musculaire post-éclosion résulte d'une
augmentation de la taille des fibres qui s’ac-
compagne d’une augmentation du nombre de
noyaux par fibres (Moss 1968). Ce phénoméne
est di a 'activation des cellules satellites
musculaires présentes entre la fibre et la
membrane basale qui 'entoure (Mauro 1961).
Celles-ci ont conservé la capacité de se multi-
plier et de fusionner avec les fibres muscu-
laires voisines pour leur apporter de nou-
veaux noyaux et augmenter ainsi leur
potentiel de synthése protéique. Ce phéno-
mene est & l'origine de I'essentiel du contenu
final du muscle en ADN (Moss 1968).

Figure 1. Courbes de croissance des poulets X44
(croissance lente) et X33 (croissance rapide).
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Le développement musculaire des oiseaux
semble pouvoir étre modifié par la sélection.
Les approches les plus intéressantes a cet
égard s’appuient sur la comparaison de
lignées sélectionnées uniquement sur leurs
performances de croissance, plutét que sur
celle de lignées de type chair et de type ponte
qui ont été sélectionnées de maniere indépen-
dante sur des caractéres différents. Nous
avons pu travailler sur un tel modéle en utili-
sant des lignées de poulets sélectionnées de
maniére divergente (Ricard 1975) pour leur
croissance lente (X44) ou rapide (X33). Les
courbes de croissance de ces poulets sont pré-
sentées sur la figure 1. Le développement
musculaire de ces animaux a été étudié sur
trois muscles indicateurs (Pectoralis Major,
Anterior Latissimus Dorsi (ALD), Sartorius)
entre 0 et 55 semaines d’4ge, a 'aide de trois
approches complémentaires : typage histo-
enzymologique des fibres, mesure des activi-
tés enzymatiques et des formes isozymiques
de la myosine. Les résultats montrent que la
typologie musculaire dépend avant tout du
muscle considéré et de 'dge des poulets, mais
n’'est pas fondamentalement modifiée par la
sélection si ce n'est d'un point de vue ciné-
tique, les muscles de poulets a croissance
lente atteignant leur profil mature plus tardi-
vement (Rémignon et al 1994). Par contre, le
comptage direct sur des coupes de muscle
ALD et le calcul du nombre de fibres a partir
de la détermination de l'aire de section trans-
versale des fibres, a poids égal de muscle pec-
toral, montrent que les poulets de la lignée a
croissance rapide présentent environ 20 % de
fibres en plus (Rémignon et al 1994). Dans
une étude similaire de Fowler et al (1980), des
cailles issues d'une lignée a fort développe-
ment corporel (lignée P) présentent elles aussi
un nombre de fibres 60 % plus élevé dans le
muscle semimembranosus que les cailles de la
lignée de référence (lignée C). Dans ce modele
il a été récemment montré un retard transi-
toire dans la mise en place des somites pour
les cailles de la lignée P par rapport a celles
de lignée C (Coutinho et al 1993). Ceci s'ac-
compagne d'un retard dans 'expression des
facteurs myogéniques de régulation ainsi que
dans l'expression des chaines lourdes de myo-
sine dans les somites. Ces résultats ont
conduit les auteurs a suggérer que cette pause
dans le programme de différenciation myogé-
nique puisse permettre de prolonger la phase
de multiplication des précurseurs myogé-
niques, ce qui conduirait 4 un nombre de
fibres plus élevé. Le cas de nos lignées de pou-
let n’a pas encore été étudié aussi en détail.
Néanmoins, des études préliminaires (Bretez
1981, Auda-Boucher 1993) suggéreraient que
les myoblastes embryonnaires des poulets a
croissance rapide puissent se multiplier plus
activement que ceux des poulets a croissance
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Poussins X33 (& gauche) et X44 (a droite) 4gés
d’une semaine.

lente, alors qu’ils se différencient de manieére
identique (Auda-Boucher 1993).

L’étude des lignées sélectionnées d’oiseaux
montre aussi qu'une part importante des dif-
férences se met en place apres I'éclosion. Ces
différences entre lignées ne peuvent pas étre
expliquées entiérement par une différence de
nombre de fibres. Les poulets a croissance
rapide déposent en effet 2 fois plus de muscle
que ceux a croissance lente (Rémignon et al
1994). De méme, les cailles de la lignée P en
déposent 3,5 fois plus que celles de la lignée C
(Fowler et al 1980). Cette différence résulte en
bonne partie d’une taille plus importante des
fibres telle qu’elle peut étre évaluée par l'aire
de section transversale (+89 % chez les pou-
lets a croissance rapide). Puisque 'augmenta-
tion en taille des fibres implique un nombre
de noyaux plus important par fibre, il faut
donc supposer que les lignées a forte crois-
sance possédent plus de cellules satellites
musculaires ou que l'activité de ces cellules
est plus importante. La premiere hypothese a
été testée et infirmée dans le modeéle cailles
en dénombrant les cellules satellites en micro-
scopie électronique (Campion et al 1982). La
deuxieéme a été testée in vitro dans le modele
poulet au cours des études décrites dans le
paragraphe suivant.

En mesurant la synthése d’ADN par des
cellules satellites de poulets a croissance
rapide ou lente, nous avons pu montrer que
celle-ci était stimulée de maniére plus impor-
tante par le sérum pour les poulets & crois-
sance rapide (stimulation maximale de
+330 % au-dessus du contrdle) que pour ceux

a croissance lente (+217 %) (Duclos et al 1993
et 1994). Un nombre important de facteurs de
croissance affecte le développement muscu-
laire in vivo et in vitro dans différentes
espeéces (Dayton et Hataway 1991). Parmi
ceux-ci, les facteurs de croissance apparentés
a l'insuline (Insulin-like Growth Factors :
IGF1 et IGF2) présentent la particularité
intéressante de stimuler toutes les phases de
la croissance musculaire : prolifération, ana-
bolisme et différenciation. Lorsque les cellules
issues de poulet a croissance rapide sont culti-
vées en ’absence de sérum, la synthese
d’ADN est stimulée de maniére plus impor-
tante par 'lGF1 (Duclos et al, 1993 et 1994).
Cette différence n’est pas spécifique des cel-
lules satellites puisqu’elle est retrouvée sur
des fibroblastes préparés a partir des mémes
poussins. Dans ce dernier modele, I'étude des
récepteurs aux IGF et des protéines de liai-
sons membranaires des IGF n’a pas permis
d’expliquer la différence de réponse (Duclos et
al, non publié). Il faut donc faire 'hypothése
d’une altération au niveau de la cascade
d’événements post-récepteurs conduisant a la
mitose. D’autre part, aucune différence signi-
ficative n’ a été observée lors de I'étude du
métabolisme protéique (transport d’acides
aminés, synthése et dégradation des pro-
téines) de myotubes dérivés de ces deux
lignées de poulets, que ceux-ci soit maintenus
en présence ou en absence de sérum ou
d’IGF1 (Duclos et al 1993 et 1994). Ces résul-
tats different de ceux obtenus in vivo sur les
mémes lignées qui montrent une protéolyse
diminuée chez les poulets a croissance rapide
a l'age de 2 semaines (Tesseraud et al 1994).

En conclusion, les différences de masse
musculaire entre deux lignées de poulet a
croissance rapide ou lente résultent d'une
part d’'une différence de nombre de fibres et
d’autre part d’'une différence de taille des
fibres, sans modification de leur type métabo-
lique. La différence de taille qui s’établit
durant la croissance post-éclosion pourrait
ainsi résulter en partie d’'une activité accrue
des cellules satellites musculaires telle qu’elle
est observée in vitro en réponse au sérum ou a
I'IGF1. Cette observation mériterait d’étre
confirmé in vivo. Il pourrait étre intéressant
d’étendre ces résultats & un modele de poulets
sélectionnés plus spécifiquement pour 'ac-
croissement de leur masse musculaire (Ricard
et al 1994) et non pas de leur format corporel.
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Chez les poulets a
croissance rapide,
la multiplication
cellulaire serait
plus intense que
chez ceux a
croissance lente,
la différenciation
étant identique
dans les deux
lignées.
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Chez la dinde, le
nombre de fibres
musculaires a la
naissance est
identique dans les
souches lourde et
légére, mais on
observe une
prolifération
post-natale dans
la souche lourde.
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Modeles génétiques de différenciation musculaire :
croissance et sensibilité aux agressions

chez la dinde

Le modele génétique développé dans le
laboratoire pour étudier le développement
musculaire et les capacités de réponse du
tissu aux agressions est un modeéle dinde,
comparant deux souches commerciales sélec-
tionnées dans le but de fournir des produits
trés différents. La souche légére (LW) est une
souche dite fermiere (Bétina) élevée a l'exté-
rieur en conditions de reproduction naturelle
et qui fournit les dindes label consommées
roties entiéres a Noél. Les animaux abattus
sont 4gés d’au moins 6 mois. La souche
lourde (BUT T9) produit des animaux abattus
a 15 semaines et utilisés exclusivement en
découpe. A cet age, les animaux de souche
lourde (HW) sont environ 2,5 fois plus lourds
que les animaux de souche légere.

Croissance allométrique
des différentes parties
du corps

Le nombre, la localisation et les points d'in-
sertion des muscles de la cuisse sont iden-
tiques dans les deux souches.

Si les proportions corporelles sont iden-
tiques pour les ailes (5 %), les pattes (14 %) et
le tronc (54 %), les pectoraux représentent
14 % du poids du corps dans la souche légeére
et 27 % dans la souche lourde. L'étude de 'al-
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lométrie de croissance révele que les propor-
tions corporelles sont stables a partir de 'dge
de 30 jours a I'exception des pectoraux de la
souche lourde qui continuent a croitre aux
dépens du tronc pendant toute la durée de
Pétude (1 250 jours).

Composition
histoenzymologique des muscles

Cing types histoenzymologiques sont obser-
vés chez la dinde : les fibres 1 (lentes, spas-
tiques), Ila (rapides, oxydo-glycolytiques), IIb
(rapides, glycolytiques), IIla et IIIb (lentes,
toniques). Les muscles peuvent étre composés
d’un seul type de fibres (muscles homogenes)
ou d’'une mosaique (muscles hétérogenes).
Certains muscles hétérogénes sont mixtes,
c'est-a-dire composés d'une portion homogene
rapide et d’'une portion hétérogéne, mélange
de fibres rapides et lentes.

Les deux souches de dinde présentent des
muscles de méme structure générale ; par
contre, 'ampleur de la zone homogéne et le
pourcentage relatif de fibres I (ou III) et II
dans la zone hétérogeéne peuvent varier : le
Plantaris (hétérogene II-III) posséde, par
exemple, 46 + 3 % de fibres III dans la souche
légere et 65 = 8 % dans la souche lourde.
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Phénomenes
de prolifération cellulaire

Prolifération cellulaire ante-natale

Le nombre de fibres musculaires est iden-
tique dans les deux souches a la naissance,
pour VALD (Anterior Latissimus Dorsi,
muscle lent III) comme pour le PLD (Posterior
Latissimus Dorsi, muscle rapide II).

Prolifération cellulaire post-natale
spontanée

Le nombre total de fibres est fixé a la nais-
sance pour le PLD et pour I'ALD de la souche
légere. Au contraire, dans la souche lourde, on
observe une hyperplasie post-natale marquée
(de 12 000 fibres a 1 jour a 20 000 fibres a
15 semaines). En immunocytochimie, la popu-
lation de fibres néoformées exprime une iso-
forme de myosine ventriculaire.

Prolifération cellulaire post-natale
provoquée par Uétirement
(stretching)

Nous avons appliqué un poids égal a 7 % du
poids vif pendant 15 jours & des animaux de
4 jours d’dge. Rapidement, on observe un
cedeéme interstitiel et 'afflux de cellules
inflammatoires dans 'ALD. L’hyperplasie
observée au bout de 15 jours est importante
pour la souche lourde (+2 127 + 600 fibres par
rapport au muscle controlatéral). Elle est
beaucoup plus modérée et significativement
inférieure pour la souche légére (+ 968 = 569).
Dans les deux souches, de nombreux noyaux
de cellules satellites ayant proliféré (mar-
quage BrdU) sont observés dans des fibres
matures.

Prolifération cellulaire post-natale
provoquée par la dénervation

Apres dénervation par section du nerf scia-
tique, on observe une activation des cellules
satellites (immunocytochimie anti-PCNA).
Cette activation est notable dés 10 jours. Elle
est beaucoup plus importante pour la souche
lourde (90 = 5 cellules activées pour 100 fibres
a 21 jours) que pour la souche légere (10 = 2)
dans le muscle Tibialis cranialis. Toutefois
cette différence n’est pas observée dans tous
les muscles.

Phénomeénes de différenciation
et de dédifférenciation
des myocytes

De 1 jour jusqu'a 5 semaines, la croissance
en largeur des fibres de 'ALD est identique
dans les deux souches (HW: 10,3 = 1,3 um,
LW:10,3+14um a 1 jour; HW: 326 = 3,8
um, LW : 31,7 £ 0,7 um & 5 semaines).

De 5 a 15 semaines la croissance est beau-
coup plus rapide dans la souche lourde, pour
atteindre 84,3 + 12,8 nm contre 51,5 % 3,5 nm
pour la souche légere.

La dénervation provoque une atrophie des
fibres de type II qui est identique dans les
deux souches pendant les trois premiéres
semaines. Au contraire, ’hypertrophie des
fibres lentes (I et III) est plus précoce dans la
souche légere que dans la souche lourde. Elle
débute dés 10 jours pour LW et atteint + 70 %
a 21 jours dans le Gastrocnemius lateralis
(fibres I) alors qu'elle ne débute qu’a 21 jours
pour la souche lourde.

Différenciation des myotubes
pendant la régénération
musculaire

L’administration d'un antibiotique iono-
phore provoque une nécrose disséminée des
fibres de type II situées en zone hétérogene
des muscles. La croissance des myotubes
consécutive a cette nécrose est identique dans
les deux souches pendant les 12 premiers
jours.

Si une dénervation est réalisée sur un
membre avant administration du ionophore,
dans la souche légere la croissance des myo-
tubes est ralentie de fagon trés importante
dans le muscle dénervé par rapport au muscle
témoin. Au contraire, dans la souche lourde,
le diamétre des myotubes est peu affecté par
la dénervation (figure 1).

Figure 1. Evolution du diamétre des fibres de type | dans le muscle
Gastrocnemius lateralis aprés dénervation chez la dinde.
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Conclusion

Le modéle dinde est un modele original du
fait de l'existence d’'une hyperplasie post-
natale, qui n’est pas décrite chez les mammi-
feres ou d’autres oiseaux. Il présente de ce
fait, un intérét zootechnique certain.

Les variations de capacité de prolifération
des cellules satellites, qui différencient tres
nettement les deux souches, en font égale-
ment un modele intéressant pour I'étude des
mécanismes de la croissance musculaire. Ce
modeéle semble aussi tout & fait adapté a
Pétude des relations nerf-muscle.
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Le récepteur de la GH peut-il constituer

un marqueur de la variabilité des capacités
de croissance entre types génétiques ?
Etude chez le bovin et le lapin

L'implication de I'hormone de croissance
(GH) dans la croissance post-natale est claire-
ment établie. Elle se caractérise, entre autres,
par une mise en place des récepteurs de la
GH (RGH) a la surface des cellules hépa-
tiques, conférant ainsi une sensibilité accrue
a la GH. Le clonage de 'ADNc du récepteur
de la GH (Leung et al 1987) a permis de
mettre en évidence une expression du géne du
RGH ubiquitaire (cceur, rein, muscle, glande
mammaire) et précoce (chez le feetus ovin :
O'Mahoney et al 1994 ; rat : Garcia-Aragon et
al 1992) bien que la détection biochimique du
récepteur par mesure de la liaison de la GH
fut négative. De plus, des ostéoblastes ou des
hépatocytes de feetus présentent une réponse
cellulaire a la GH in vitro. Ces résultats sug-
gérent donc une intervention directe de la GH
via son récepteur sur le développement feetal
et néo-natal au niveau de types cellulaires
impliqués dans la croissance, telles les cel-
lules musculaires et les ostéoblastes.

Le travail présenté s’organise en trois par-
ties : I'implication de 'axe somatotrope au
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cours du développement post-natal dans le
cas de phénotypes extrémes (espece cunicole),
I'expression du géne du RGH dans le muscle
au cours du développement feetal bovin et la
recherche de séquences régulatrices de l'ex-
pression du géne du RGH.

Implication de 'axe somatotrope
dans les phénotypes « nain »
et « géant » chez le lapin

(en collaboration avec J. Ouhayoun et
F. Hulot, INRA Recherches Cunicoles,
et B. Guillaump, INA P-G)

L’espece cunicole se caractérise par une
grande variabilité de taille et de poids au
stade adulte. Les races Géant des Flandres et
Nain de couleur représentent les extrémes :
7 kg et 1 kg respectivement pour 'adulte (fi-
gure 1). La race Néo-Zélandaise blanche (NZ)
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Figure 1. Lapins « Géant des Flandres »
et « Nain de couleur ». (lapins méles adultes).

est le prototype de la race moyenne (4 kg). Les
phénotypes « nain » et « géant » peuvent
rendre compte de multiples défauts de régula-
tion de ’axe somatotrope : déréglement hypo-
physaire, défaut de réceptivité hépatique ou
des tissus périphériques, résistance a la GH
et/ou aux somatomédines.

Les profils de GH sérique, déterminés pour
ces trois races aux jours 1, 28 et 56 aprés la
naissance ne peuvent rendre compte des phé-
notypes extrémes étudiés.

En utilisant la GH bovine comme ligand
radioiodé (!*]-bGH), une augmentation de la
liaison spécifique est observée dans le foie au
cours du développement post-natal. Cette
augmentation est beaucoup plus marquée
pour les lapins nains que pour les NZ (x6 et
x4, respectivement), et inexistante pour les
géants. L'analyse des courbes de compétition
de liaison par régression non linéaire (pro-
gramme multifit) démontre que ces variations
de la liaison spécifique sont principalement la
conséquence d'une augmentation du nombre
de récepteurs. Au contraire, I'affinité des
récepteurs pour 'hormone diminue entre
1 jour et 28 jours apres la naissance. Dans le
sérum, la protéine de liaison de la GH est
détectée par mesure de la liaison de %I-bGH
par HPLC. Les taux de protéine de liaison
mesurés dans ces conditions sont corrélés a
ceux des récepteurs membranaires. L'analyse
de l'expression du géne du récepteur de la GH
(RGH), réalisée par Northern blot en utilisant
comme sonde un ADNc¢ RGH de lapin,
démontre la présence d'un transcrit majori-
taire de 4,5 kb spécifique du RGH dans le foie
pour les trois races de lapins et & chaque
stade étudié. L'expression du géne du RGH
augmente de maniére significative au cours
du développement postnatal chez les NZ et les
nains, et non chez les géants. Une excellente
corrélation existe entre le taux d’expression
du géne du RGH et le taux de récepteurs
membranaires.

L'analyse de I'expression du géne de 'IGF1,
comme marqueur de la fonctionnalité du RGH
dans le foie, a été réalisée par Northern blot
en utilisant une sonde ADNc¢ de I'IGF1
humain. Pour les trois races de lapins les taux
d’ARNm d'IGF1 augmentent au cours du
développement post-natal. Cependant, chez
les lapins nains, ces taux restent significative-
ment inférieurs a ceux des lapins NZ de réfé-

rence. Ce résultat est d’autant plus surpre-
nant que les lapins nains possédent un
nombre élevé de RGH hépatiques.

En conclusion, chez le lapin en croissance,
le taux de récepteurs hépatiques ainsi que
celui de la protéine de liaison sérique sont une
conséquence directe du niveau d’expression
du géne du RGH. Ainsi, 'expression du géne
du RGH au cours du développement est tout a
fait dépendante de I’age. Chez les lapins
géants, nous observons une répression tres
marquée de la transcription du géne du RGH.
Chez les lapins nains, la situation est inver-
sée, la transcription du géne du RGH n’est
pas soumise a cette régulation négative. Ces
deux phénotypes extrémes sont donc d'excel-
lents modéles de régulation du géne du RGH.

Chez les lapins géants, I'axe somatotrope
semble en état de veille et son implication
dans le déterminisme de ce phénotype est dif-
ficile 4 définir. Chez les lapins nains, le RGH
est présent, capable de lier 'hormone et de
transduire le message hormonal puisqu’une
synthese d’'IGF1 dépendante de la GH est
observée. Toutefois, cette synthese est réduite
comparativement au lapin de référence (NZ)
au vu des taux respectifs des récepteurs mem-
branaires et pourrait provenir d’'une efficacité
médiocre dans la cascade de phosphorylations
intracellulaires impliquées dans le méca-
nisme transductionnel. Cette derniére hypo-
thése est a explorer.

Les lapins de petit format atteignent plus
rapidement l'état final de maturation muscu-
laire, c’est-a-dire prédominance des fibres
rapides et réduction des fibres lentes, que les
lapins de grand format. I/implication de la
GH dans ce processus est 4 démontrer. Dans
ce cadre, nous avons mis en évidence une aug-
mentation de 'expression du géne du RGH
dans le muscle long dorsal au cours du déve-
loppement post-natal avec des intensités dif-
férentes selon le type de lapins étudié. Cette
expression est corrélée a celle du géne de
I'IGF1. Toutefois, la liaison de 1'25I-bGH sur
des préparations de membranes musculaires
reste difficilement détectable et cela malgré
I'utilisation d’'une technique de purification de
fractions de membranes cytoplasmiques plus
efficace (Mickelson et Louis 1985). Il reste a
déterminer le role de la GH et de son récep-
teur dans la maturation musculaire en fonc-
tion du type de lapins et pour les trois stades
étudiés.

Ontogénie de 'expression

du RGH au cours de la gestation
dans le muscle feetal bovin
(Charolais) normal et culard

{en collaboration avec A. Listrat,
B. Picard et J. Robelin, INRA Croissance
et Métabolismes des Herbivores)

L'ontogénie de 'expression du géne du RGH
et sa localisation dans le muscle feetal bovin
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Figure 2. Localisation par hybridation in situ des ARNm spécifiques du récepteur de I'hormone de
croissance dans le foie (série a) et dans le muscle adulte (série b). En 1 et 4 : coupes histologiques de foie
et de muscle ; en 2 et 5 : mise en évidence des signaux spécifiques d’hybridation in situ en fond noir, en
utifisant une sonde antisens ARN de RGH marquée au S ; en 3 et 6 : contréle de I'hybridation non
spécifique en utilisant une sonde sens ARN de RGH marquée au %S, Agrandissement x13.

'e:-.. B .

ont été réalisées par Northern blot et hybrida-
tion in situ, en utilisant une sonde ARN anti-
sens issue du clonage du RGH bovin. La pré-
sence de TARNm RGH est détectée a tous les
stades analysés. L’hybridation in sifu
démontre sa localisation a l'intérieur des fibres
musculaires (figure 2). Au cours de la gesta-
tion, le taux ’ARNm augmente graduellement
et double entre les 130¢ et 210¢ jours de gesta-
tion. De maniére surprenante, 'expression du
gene du RGH est plus précoce chez les feetus
culards que chez les normaux et d’'une inten-
sité plus forte. A l'opposé, la mise en place de
I'actine musculaire semble plus précoce chez
les foetus normaux, suggérant un retard de dif-
férenciation des fibres musculaires chez les
foetus culards. Ceci serait en faveur d'une pro-
lifération cellulaire plus importante, se pour-
suivant sur une période plus longue chez ces
feetus et qui pourrait &tre sous le contréle de la
GH. Des résultats concernant 'expression des
différentes isoformes de myosines et 'expres-
sion du gene de I'IGF-II chez les feetus culards
renforcent cette hypothése (cf. texte de Picard
et al dans ce dossier).

Recherche de séquences
régulatrices du gene RGH
(en collaboration avec P. Rubtsov,

Engelhardt Institute of Molecular
Biology, Moscou)

Lutilisation de différents promoteurs pour
la transcription d’un géne est un mécanisme
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efficace dans la régulation de 'expression de
celui-ci. Ceci, en association avec les méca-
nismes d’épissage alternatif, donne naissance
4 des ARNm se distinguant par leur séquences
5" non codantes. Le géne du RGH est certaine-
ment soumis a ce type de régulation. Par des
expériences de protection a la RNAse, il a été
possible de démontrer l'existence d’au moins
5 séquences différentes chez 'homme (Leung
et al 1987), 2 chez l'ovin (O’'Mahoney et al
1994) et 2 chez le rat (Baumbach et al 1989).
Une amplification enzymatique des séquences
5 non codantes (5’ RACE system) permet une
détermination exacte du nombre de séquences
différentes, de leur composition nucléotidique
et de leur représentation dans un tissu donné
a un stade particulier. Ainsi P. Rubtsov et ses
collaborateurs ont mis en évidence 8 variants
en 5’ non codant chez ’homme avec une repré-
sentativité allant de 47 % a4 1 %. Un des
variants conserve une partie d'un intron et
chaque variant présente plusieurs codons
ATG, rendant ainsi possible une régulation a
un niveau traductionnel. Chez le rat,
2 variants ont été mis en évidence, dont 'un
est spécifique de la femelle et certainement
responsable de 'augmentation des ARNm du
RGH au cours de la gestation. Chez ’ovin,
Adams (1995) a décrit un variant spécifique
d’un tissu, le foie.

Nous avons entrepris le méme type d’études
dans les modeles lapin et bovin définis précé-
demment, afin de tenter de répondre aux
questions suivantes :

- Existe-t-il une spécificité tissulaire de
I'expression du géne du RGH dans le foie, la
glande mammaire et le muscle chez le lapin ?
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- Les régulations de 'expression observées
chez les lapins de différents formats ou chez
les feetus bovins normaux et culards sont-elles
dues a la mise en ceuvre de promoteurs spéci-
fiques ?

- De la méme fagon, peut-on distinguer le
stade feetal du post-natal par une interven-
tion de promoteurs différents ?

En conclusion, I'expression du géne du RGH
peut constituer dans l'espéce bovine un mar-
queur de la variabilité des capacités de crois-
sance entre types génétiques. Les mécanismes
cellulaires et moléculaires impliqués dans ces
phénotypes et, en particulier, le réle de la GH
dans la prolifération et la différenciation des
cellules musculaires embryonnaires restent a
élucider.

Références bibliographiques

Adams T.E., 1995. Differential expression of growth
hormone receptor messenger RNA from a second
promoter. Mol. Cell. Endocrinol., 108, 23-33.

Baumbach W.R., Horner D., Logan J.S., 1989. The
growth hormone-binding protein in rat serum is an
alternatively spliced form of the rat growth hormone
receptor. Genes and Dev., 3, 1199-1205.

Garcia-Aragon J., Lobie P.E., Muscat G.E.O., Gobius
K.S., Norstedt G., Waters M.J., 1992, Prenatal
expression of growth hormone (GH) receptor / bin-
ding protein in the rat: a role for GH in embryonic
and fetal development. Development, 114, 869-876.

Leung D.W,, Spencer S.A., Cachianes G., Hammonds
R.G., Collins C., Henzel W.J., Barnard R., Waters
M.J., Wood W.I., 1987. Growth hormone receptor and
serum binding protein : purification, clonning and
expression. Nature, 330, 537-543.

Mickelson J.R., Louis C.F., 1985. Components of
purified sarcolemma from porcine skeleta muscle.
Acad. Press. Inc., 242, 112-126.

O’Mahoney J.V,, Brandon M.R., Adams T.E., 1994.
Identification of a liver-specific promoter for the
ovine growth hormone receptor. Mol. Cell. Endocri-
nol., 101, 129-139.

INRA Productions Animales, juillet 1996



