[11.3.2. Recherche de génes candidats chez le chien pour la couleur
bleue des yeux

Les genes responsables de la couleur des yeux chez 'lhomme sont assez bien connus.
Ainsi, ces genes connus chez 'homme ont été recherchés chez le chien pour voir s’ils pouvaient
jouer un réle dans la couleur des yeux chez le beagle.

Chez I'hnomme, la transmission génétique de la couleur des yeux est polygénique. Les
géenes potentiellement responsables serdddD2/HERC2, SLC2A4, TYR, TYRP1, SCL45A2,
IRF4, LYSTet DSCR9(ce dernier géne existant uniquement chez les primates). La région
OCA2/HERC2serait le principal déterminant de la couleur des yeux. Ainsi, nous avons limité
notre étude aux gen&CA2etHERC2pour la recherche des genes candidats canins.

Dans la base de données Ensembl (19) se trouve la séquence compléete du génome du
chien. Les gene®CA2etHERC2y étaient présents et situés sur le chromosome 3 canin.

Le geneOCA2possede 22 exons chez le chien alors que chez 'homme il en possede 24
(19) . En effet, les deux premiers exons du ge@&2 sont manquants dans la base de données
Ensembl chez le chien (19) .

Chez 'homme, trois SNP dans l'intron 1 ont été identifiés comme associés a la couleur
des yeux. Ainsi, pour déterminer si la région de l'intron 1 de I'homme était conservée chez le
chien, l'utilitaire BLAST (40) a permis de rechercher la séquence homologue de lintron 1
d’OCA2 humain dans le génome du chien. Aucun résultat n’a été trouve ; nous pouvons penser
gu’il y avait peu de conservation entre le chien et ’lhomme en ce qui concerne I'introCAZ)’
ou bien que cette région n’a pas été correctement séquencée chez le chien et qu’elle n’est donc
pas présente dans la base de données.

Le géneHERC2 a été décrit avec 94 exons chez le chien et 93 chez 'homme. La
comparaison des séquencesHEERC2humain et canin a permis de supposer que le chien avait
un exon n°1 en plus par rapport a I’'homme. Ainsi, il y avait un décalage entre les exons et introns
de 'hnomme et du chien et donc I'exon 1 chez I’'homme correspondait a I'exon 2 chez le chien.
Chez 'homme, quatre SNP dans le géitieERC2ont été associés a la couleur des yeux : un SNP
dans l'intron 86, un dans le 3’'UTR, un dans l'intron 4 et un dans l'intron 12.

Le logiciel Multalin (13) a permis de confirmer que lintron 86 chez I'homme
correspondait a I'intron 85 chez le chien et a permis d’identifier une région conservée entre
'homme et le chienKigure 49, en particulier au niveau de la position du SNP rs12913832
humain Figure 46. Ainsi, cette région était candidate pour la couleur biege yeuxchez le
beagle.
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Figure 45 : Alignement entre l'intron 86 de I'homeatéd'intron 85 du chien du gene HERC2
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intronB86honmeHERC2  -GGAGGAGTCATCARAATAC-—ATTCTCAGGACCATTTTTTCTTCART TTTTCT TTTTGACATCCT-TCCAGACTGGGCT TCCCAGATGAT TCTGATGCACAGCC TCGECCACCTGCCCTCCGATGTGEE
Consensus ,GGaggaaacalCAaAaTlaC, ,ATacTCaGgaa, AggaggeCTeCaal TagacT TooTGaCATCGT, TeCAgacaGGcCaaccCAGaagal Taaaal GaacHGCcachochaag., + . ¢ TachAaBTHCE

3771 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3500

IntronBSchienHERC2 EGEHTEHHTCHTHTTETRGTTHECHCRTﬁEﬁETECCRCTnEnETﬁTERHTGECEHECTEHEETCTGTEHTTTCTTGHGEEHHTRTTTHCTTHHRCHCHHCEHERCTTEHEEEGTE ——————— CTGTEETE
inkronB6honneHERCE  GRGGTCCTGCTGC-~GGCEEGGCC-CTAGGGETCCTGCCCTRGTGTCT T TGGGARTTGGAGGCCCCTGAG-~CCTT TAGCAATTGTAGC T TAGGAT GAGARGGATGGGCAGGGAGTEACTECCTGTGTTG
Consensus GaGaTcaagCaga., .GgabgeaCC.,CaabGGCToCoatcacacThToaal GEcaf: ccTGAg ., . CoTgaatcifTagTaal TTAaaaacaaaaGAcegGaabitGat, vy ... CTGTECTG

3!]01 3910 3920 3930 3940 3950 3960 3370 3980 3990 4000 4010 4020 4030

IntronB85chienHERCZ TGECHHEHT——-—ECTECRTE CATTCAGGTGAGCAGGGGCCATACCTCCTATGATTATAGCAGAGT TTC—| EHTTﬁECHCHECTGTTEHECREﬁCﬂTC-—ETGTﬁTﬁTERETCCTGHEEHERTHHHCHTR
intron86honneHERC2 EEEHE[iETEFI[iT[iE[ZE[Z[ZFIHE[iETTEEHHHTEEEHT[i[iETEEHHE[ZHEHTET[iEEEHHE[iE[ZTEET[ZETEEETEHEEEHETEHETEHETE T[iTETEETTEHETETEHEEEEEHTTEE ETTEHHTETTT
[ ++++06CcecCAaG, CaTgecAaaTGak. G Tc.,C. G, abgCagC, .CaGTeT. CaTgah., Ta

4031 4040 4050 4060 400 4080 4090 4100 4110 4120 4130 4140 4150 4150

IntronB85chienHERCZ EﬁETETEHRGTEHEEEERRﬂHﬁHﬂTET——-GHERCCRﬁTCTTTGRGGTTETEﬁEHGGGTTTETETTCEﬂEﬂHETGHEGEHEHTGﬂEﬁTﬁECTCR——HﬁEEREGCTTCHTR—ERGHHHTEHGGCTTHEECT
intron86honneHERC2 EHETE[ZEEEEHETETETT[ZTE[iT[ZT[i[:TEEEEEHEETEETTTTEEHETTE ETE[iTETETTHT—TT[ZHTEHEET[Z[iT[iE[ZHHEHTE[iTEHHETHE[ZH[i[:HETE[ZTTHEEETETEHEEHTEETEEETEEEH
Ci caGTGeCaalk: GaaTGc...GaGAcCaGceTTTGaaGTTC .CaGagGgcTTal . TTCaaGAaGTcagGGaafgaaGGTGaageA. . AG GCTTaaga.GaGA. CcgaGCCa

4161 4170 4180 4190 4200 4210 4220 4230 4240 4250 4260 4270 4280 4290
1 1

Intron8SchienHERCZ AGARGCT-CTTCAATCTTGTAGAGGTGT—-=TACCTGTGGTTITIGCTTIGT TCTGTTGAGARAT TGCAGCGGCATCTGARTGCTGLTGTCTG-TGGGCTCCTCCCA-~TGACA-GCTCTTCAGGTC———
intron86honneHERC2 E[iETEETE[ZT[iE[ZEEE[Z[Z[i[:H[iETETEEHEET[iETEETE[iT[iTETET[ZET[iTTEEHH[iETETETTT[iTTEHEH[ZFI[ZH[ZTHET[Z[ZTE[iE[iE[ZTE[ZT[iE[iEHEHTEHETEEEEHEHTEEEEHHTEEEETEHE
Consensus aGaaGeT.CTgCaageecGeAGaghThy. .. TacegGTGGTgTeTheeg TGT T TTG: AaTcCTGeghgCTG. TGGGCaCaTCaCa. .cGACA. . GCcCaacabbge. . .

4291 4300 4310 4320 4330 4340 4350 4360 4370 4380 4390 4400 4410 4420
1 1

Introng85chienHERC2 -CAGCAG-——CATGTGCTAGCTGGACTTCTACCCTGGTGACCAGGG TAGAAGARTAARGGG TARCAGAGGGTGAGTGGCTATAGGGCTTATTGITGCCATIGGTGTC-CCAGGACTGGTTACCTGT—-CG
intron86honneHERC2 GCAGCGGTCTCGGGTGTCCACAGTCGAGCGCCCCAGACGGC HEE[iT[ZTE[Z[:TEE[ZET[:[ZH[ZH[ZHFI[i[:HEETETETEHE[ZHEEEHE[iE[i[:[:l:HTE[ZH[ZE[iT[i[Z[ZTEETEETEETEEHTTEEEEHETEEEE
Consensus .CAGCaG...CagGTGecaaCaGgacagCgalCCaGacGal . AGGET. GTGaGTGaC TgcaCagThcegel.CCacGaccagTcaCCaGT. .CG

4421 4430 4440 4450 4460 4470 4480 4487
1 1

Intron85chienHERC2 AAGACAGTTAGCTGTGTGCTTTCTTCCACTGCAGCTGTTTCATATTTATITCTITICTCCTCTCTAG
intron86honneHERC2 CATATCCCCGACTGTGTGCTTCCTGCTGCGGCAGCGGCCTCACGCTIGETTGCTTCCTCCTCTCCAG
Consensus afgAcacccaaCTGTGTGCTTeCTglealgGCAGLgGeecTCAcacTTacTTeeTTeCTCCTCTCCAG

Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bleuegmontrent les nucléotides différents entre le cheéeithomme. La premiére ligne
correspond a la séquence du chien et la deuxiggne korrespond a la séquence de 'homme.

Figure 46 : Zone trés conservée de HERC2 entrailencet 'homme autour du SNP rs12913832

SNP rs12913832
1010 1020 1030 1040 1050 1050 10?0 1030 1090
Intron85chienHERC2 RTHHHHTETTHHHHHHHHHHHHBHHHCGHEHHCTTGHECHETEHTER1ﬁHTHTTGTG—TGCRETTGREHTT!RHCRTGEHHRTEHH——
CONSintB6h1HERC2 AACARTTAATTARRAACARAGAGAAGCCTCGGCCCCTGATGATGATAGCGTGCAGARCTTGACAT TTRRTGCTCAAATGRAAC
Consensus .....RaCaaaaffaafffiffafifflaaGRaaaClcGacCaCTGATGATGATAgCGTE, aGaRCTTGACAT TTARcacgCARATGARA. .
1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180
Intron85chienHERC2 TGCCCCCACCTCT TGGRAACAGARACAGRGT--TAGGARGAACARATTCTTIGTTGCT—————- TTATATTARCACATGATTTTTACCCT

CONSint.86h1HERC2 TGGCCTCGCCTCTTGGATCAGACACAGRGAGCCATGARGAACARRTTCTTTGTTCCTGTACCTTTGTATTRACACATGATTTTTACCET
Consensus TGcCCcCaCCTCTTGGRaCAGAAACAGAGa, .cARGARGRACARRTTCTTTGTTeCT, .. ... TTaTATTRACACATGATTTTTACCCT

1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270

Intron85chienHERC2 GATGTTGGTTACATGAT TAGATGTTTCTCCAGAGTTGTTCTTGGGGGCATTTTGGAT TARGACACARCA-TCTTGTCATTTGT TGGAGA
CONSint86h1HERC2 GATGTTGATTACARGAC TRGAAATGTTTTCAGAGT TATACT TGGGGGCATTTTGARTTAAGACACGAARCTCTTGTCCTTTGTTGGACA
Consensus GATGTTGaTTACAaGARcTAGRaaTgTcTcCAGAGTTaTaCTTGGGGGCATTTTGaAT TAARGACACaRaA, TCTTGTCATTTGTTGGACA

1280 1290 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
Intron85chienHERCZ2 RCACATGTGACCACACTGAAGGARGTAGT CTCTTCACTGACGTCAGACTCTTTARTGCTARGCTTGARGTCAGTCAGCCCATTCTACAA
CONSint86h1HERC2 GLTCATGTGACCACATTGATGGRAGCTGGET CTCTTCACTGACGTCAGAGTGTTTAATGCTARGCTGTACGTCAGTCA===CGTCCT=CAC
Consensus aCaCATGTGACCACAcTGRaGGRacTaGT CTCTTCACTGACGTCAGACTcTTTARTGCTARGCTreRabTCAGTCA. . .CaTeCT .CAa

1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430

. & & + + -+ I

Intron85chienHERC2 RCARATGCGCTGTTTAATTAGGT TTATARRARGGATTTTATTTCCCCACCTTGGGEGATCATTTTTATTT
CONSint86h1HERC2 ATARRTAGGTTGTTTAACTAGGT TCATAARRRAGCTTTTATTTCCCTRCCTTGGACGATG
Consensus AcARRTacGeTGTTTARCTAGGT TcATAARRRaGaT TTTRATTTCCCcACCTTO6ActATC.cvveesans

Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bleuegnontrent les nucléotides difféerents entre le clgelihomme. La lettre surlignée
en jaune montre la position du SNP rs12913832 €hemme. La premiere ligne correspond a
la séquence du chien et la deuxiéme ligne corra$jpda séquence de I’homme.
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L'utilisation du logiciel BAST n’a pas pu permettdddentifier la région homologue du
3'UTR de 'homme dans le génome du chien.

L'utilisation du logiciel Multalin (13) nous a égahent permis de mettre en évidence que
I'intron 12 de ’lhomme était peu conservé par rappol'intron 11 du chienKigure 47) et que

I'intron 4 de ’homme était peu conserveé par rap@orintron 3 correspondant du chiefidure
48).
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Figure 47 : Alignement entre l'intron 12 de I'homeatd'intron 11 du chien du gene HERC2

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
C

10 20 30 40 50 60 0 80 90 100 110 120 130

I |
GTATGTATGGCCCTTTCTTGTAATTGACATGTTCTCTCTTTGAGTTGCTCTATCCAGAATAGG-TGGARAAGARAAGTGTGGCTGGGTTGTTTTCCATTTGCTCTGACATGTAGGGCTAGGATGGAGARG
GTATGTATCGCTTATTCCTGTAGGGGACACACTCTCCTTTTATGT TGCCATATCCTARACAGGATGEAGCGCAGARGTGTGTCCAGGT-GTTTTCCARTTGCCCTGACATGTAGCGCTGEGATGGAGCAG
GTATGTATeGLeecaTTCeTGTAaggGACAcacTCTCceTTTaaG TTGCcaTATCCaaRACAGE, TaGAaaacAaAAGTGTGECeabGT , GTTTTCCAATTGCcCTGACATGTAGCGCTaGGATGGAGARG

131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
1 I
GCTGTCAAGATATGTCAGCCCCTGAGTGACACTATGGGAGTTCTGCCCACATCACAGAGGGTGACATCAGT TGECCTTCATGTTCTTCTCTCCCATATTCARARTTTCCAGCTTTGGTACTCCTGTTTTA
GACACTACGATATGCCTCCTCCTTGGTGATGGCTTAGGAGCTCTGCCCATGT-GTGGAGGGCAACGGGART TGECCTTTCTGTTCTTCTTGACCCCGTGLA CTTGGCCAGCCT--TCTA
GacaccAlaGATATGeCacCeCLTgaGTGAcaccalabGAGCTCTGCCCAcaT  acabiGGhcalCagcAaTTGGCCTTeaTGTTCTTC TegalCacaTglA, .. us .. JGLcTTGGeaagCCT, . TeTR

261

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390

I |
ACTATACATRCCARTACCCCACATGGTGGAGTTTCCTARRGCARATCCCACATTACTTGTTTCTITITITITITTITITITARTTITTTTATTTATTTATGATAGTCACACACAGAGAGAGAGAGAGGCAGAG
TCTACTCARRCTGCATCCCCACT--GTGGAGTTTGCCARRACARATCCCACACCACT-GTTCCTT. CHTTCHCHHHCHGTTCHCCCTGTCTCTCHTHGHTHHGGTTGTCHCCCTTT
aCTAcaCAafACcaaaalCCCACa, .GTGGAGTTTcCcARRACARATCCCACACEACT, GTTeCTT, ...yt sssssss »@al TcacRaacAgTT. GTCaCaCAcAGAgA

Cagag

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 490 500 510 520
1 |
ACACAGGCAGAGGGAGAAGCAGGCTCCATGCACCGREAGCCTGATGTGGGATTCGATCCTGGGTC TCCAGGATCGCGCCCTGEGCCARAGGCAGGCGCTARACCGCTGLGCCACCCGGEGATCCCTACTT
TCTTGARCCAT---ATATTATTTTTACAGGAACARA- HETEHEEHETTTETTEETHHTHTTHTECTHETEHETEEHHEETT—-—-TTHTTETEHHHEHHEHHHTEHHHEHGHHHETTETTHTHHHTEEEH
aCacaaaCaaa, , .AgRagaaggcTaCAgGaACaaa, AGcCaGaaGTggeaTeCgRacaTgageCTaCacaaTeGaaCleT, ., . GgpATaaaTalca

640

521 530 540 550 560 570 580 530 600 610 620 630 650

1 |
GTTTCTTTATTCAGARATACTTCARCATGTCTCTATCAGATAAGATCCTACTTTCCTTARGCCATTCCATTTTCATAGGTACARRACTCARTAGTTTCTTTTITTTTITITARAGATTGTATTTATCCAT
GGTTETHHHHHTTEGGHGG—-TCTGCCHGCCCCHTGEHGTGHTEGGHHCCCT-——CTTGTHCTTTGCTETTGTGCHTGGHHCTTTG—GCHTTHGGTT TAARTGAGGGATGTATGTACACACCARCCCAG
GgTTcTaah: A; «TCaaCaaGcCclaagcAGaghabagaacalT, ., .LTTaaaCcalgCeal TgTcaaaGhalCaaaa,gCAaTAGETT, TaaalgagggalgalabaacacAccalcCCAg

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
C

651
I

660 670 680 630 F00 710 720 730 740 750 760 TH0 780

I

Al AGAGACCTAGAL ARGCTTCCLTGLGGGGAGCCCGATG-CAGGACTCGATCCCAGGACCCTGGGATCACAARCTARGCCARAGGCAGATGCTCARCCA
CHHGCCCHTTTCTTGTGGGCTGGHGCCCTEHGCHEGEHGHGGGCHETGCHEHECT-TGHHHTﬁHGTEHHﬁTCHTGHCT-GCHCTTGTGTCCCTTG ------- AGAGGAGCC TGRGG---—GGCATGGCCC
GAGaCCTaaaCAGaGaGAG: GCagacCT. GaccGRah,.CAgGACT . GaaCccaghaCCCTeh. . ... . .AaagafGCCaaakh., . . .gGlacaalCa

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
C

781 790 00 810 820 830 840 850 860 870 880 830 900 910
1 1
CTGAGCCACCCAGATARCCCTCTGTAGTTTC-TTACTGTCCTATTTTGTAGARGCTTTTGATTACTGTGAGAGAC TAGGAG TGARACARARTGGTGEGTTTGTARAAATGGAGARTTCCCACAGCTGCCA
HTECHCHCCHCHEEETEEHGTTGHGEGEHTCHTTECEEHCHECHTECGCTEEEHHEHTCECHHHCTEEEHGHHHHECHEHETHHTECETH TCGTGTG---GTACATGTATGCCAAGC TCAGARCAGLCC
aTGaalCaaCaCAGagaacacTcgagalicalC, TTalchaCagaaTcclical. 11 ACTG: GAGTaAaaCaaf, TcGTGgh, . .GTAaRaaTagacafagCcCAcAaCaGlCa

911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
|

1

CAGAGTGGTGGGARCCCTTTTATATGTTTCGGGT TTGAGTGGGGAGCT TGATGGAGARARACT TRGGCTTTAGGTTAAAAT TGARGATGCAACTCCACTTCARGTGGGTTAGAAGTATGAACAGCTGAGT
RACCCTGACAGTG--—-TTGTARGGGAT TCAGACARATCTARGACGAGTGARARAGARAAGAT TGATCTCCATG--GARTTTATAGCTGTTACTCTCACACTGGATTGTARAGGC TGGGATTGACATGGG
aficacTGacabga, ... TTgTRaagGaTTCaG: TaahaaGagTGA. TTaagCTecAgh, .aAfaTTaaAGaTGeaACTCcaacaCaabaggGTaRaaacTagGAacaaCagabg

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
C

1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
1 |

TGAGAGGTGTCTGGCCTATTCTTACTGTGGTGGG-ATGGAGG TGGGCCCCCCTAGGTAGAATCTCARATTGTCARARARGC TGAGCARTGTCTGTTATGTGT TAGCATTCAGCAGARRTATCCTAARCTT
GTHEHEEGGHETTEHHHGGEHTEﬁHGGTHEHGGHEHEﬁGTGGTHTETETGETTH—————ETTEDTTTHTGGTHTTTHTHHDTEH-——DTTTETHTHHHHTHTTT CAT--AGTARAACARTTCTCAG--T

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERCZh1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

intronlldogHERC2
intronl2HERC2h1
Consensus

TcaaghlacabGba,AgGGaGGTagGeCecCelR, , .. .aaTCoccaalTgGTaaaalaRaCTGA, , ,aTgTCTalaRaaTalTa,CAT, .AGcAaAfaalTcCTaRa, . T

1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300

1 I
GACAATGTTGTAAGGGATTCAGACARATGTGGTARAATGATTGTTAGARACARAGGARTGCTAATTATGGARTTTAGARTTTTTTTTTTTTTTTARGAATGAGTGTTATTCTCAGACTAGAAAGGGGTGA
GGAGAGTAAGTGCTGGGATGAGTAACTTACG=---CCTTATTCTAGGACTTCAAGGARGGAAGAGAGATGAGTGCAGA=- ==TGGCAGAAGC TGGAGATARCCTTTT=: ==GGGEGA
GaaaﬂggaaﬁTaagGGaaTcHﬁaaﬂaaTacﬁ....aaTgHTTcTaaGﬂaacaHHGGHﬂgﬁaaaﬂgaaagﬁﬂaTgcﬂﬁﬂ............TggcﬂaaﬂacgaGaGaTHacCTcag..........Gﬁgﬁﬂ

1301 1310
1

1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
|

GATGGATGAGGCACC TAGGACTTGATAGATGGAGATATAGGC TGGAGACATTAGTTTTTGGCTTCCTTTATGTCATTTGTARTTTGTACTARATTACAAAGCACAATTTTTARATTARATAGTACTCAGT
AATTGA====== AACTTARGC TGARTARGGGATAGTTTGTACTGGAGT-AGAGTCATTGGGCTGTCCCTGTGA: GCACCTGTGCCA TGTGTGTATTTTGCARACTAG-TAGGTCACAAA
afATgGA. . ... .RaCTaaaalTgaATAaaghaaaaTaTagalTGGAGa, AgaagcaTTgGGCTgclecTalGa., . .. . .gaflceTGTalcA, . . . .CaaaGeacAaTTTgcARACTAa,. TAGgaCaCAaa

1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560

|
TGAGATTAAGTGCTAGATGCTAGAT TARGTAACTTGTCCATTGCT TGAGT TGAGGGARGGGAAARAARAT CAGTAGAGATGT TAGGAG T TRGAGGGARACT T TGGGAGGT TEGAAACT TGAGCTGAACAGG
-GTGHGTHHHGEHEHGEC-CTEGCTTCTGTHGHTTTTCHHGHHHHTGTCHTCEHTCHTHEGHHCHTHT TCTG==-=GATCCTARGART-=-AGGGTATTTTGCTAACTTTGAARTTTCTTC--AACTAG
.GaGAgTAAagGagAGac, CTaGaTTaaGTAaaTTgTCah: ThacaT Aafa,TCak, ,..GATccTAaGAaT, ., .AGGGaAacT Tgcgalcg TTGAARACTTeagl ., ,AACaak

1431 1440
I

1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680

1561 1570 1690
1 1
AAGGAGAGGGCAGCCCCAGTGGCGCAGTTTAGCACTGCCTGCAGCCCGGGGTRTGATCCTGGAGACCCGGGATCGAGTCCCATGTTGGECTCTTTGCATGGAGCCTGCTTTTCCCTCTGCCTGTGTCTCA
TAAGACTTCTCTACCCTARTCCC=========CACTGCCT-CATAC-===-TTTTCATTTGTAARGTATAGATTGCAGA-—GTGCTGGCTTCATTCCATCCACATTCATTTARCARATACATATAART-—
afalAcagcgCaalCCcAaTeel, ... ... ... .CACTGCCT  CAgaC, . .. .TgTgaaccTGgAafccagaGiTeGaaga, . aTGeTGGec TCaTTeCATecAcacTeaTTTaaCaaaTaCaTaTaaaT. .

1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
I |

GCCTCTCT-CTGTGTGTGTCTCTCCTGARTARATARATARARTCTGTTTTTTTT TARRARAAAAGARCAGGARGGAGAAGTGETATGAGAGTA-GGTTTGTTCAGCTCTCCTTGTGCCTGTGTATGTCCCT
GTCGGTCAGCTTTATGAGGCTTCCATACARCCAGA--——————- TEHETEHETTTCHGHTETHEHETTEEHTEE GTTTTGACARGTGCACGCAGT TGGGTCACCACCATCARGACAT GGGGCGCTCCCA
GeCgeTCa,CTgTaTGabGgl TecCaTaaRaaafgA, .. ......TGacTgag TTTaRafAaaafG GaagThG .alTTgGgTCAcCaCcaccaagalalGghgageTCCCa

1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950

1 1
TC=---TTCTGTGTGCGTTTATTCACAARGTAGTARACCATGTCTTTGGAGAGGATAGACTTGAGTGTTGTCAATCATATTCTGGAT TATAARGCATAGGGCATTTTACTAGT TTTGARATGA-AGAGCCAR
TEEETTEEHGEEEEETCTTTETHEECTTTEHETTEHTEECECETTECTHCETEEHGTTEETEHEHHEETETEHTC TGCCCTCTGTTGTTATTATTTTGTCTTTTCCATARTTTAATATAARCARAGCCA-
TC...TcCabGgGeccCgocTTagTaat. AGT. CTTcogl CcTGA ATC,TaccCTegaTTaTaAgeATaggGeaTTTTaCaaaaTTTaAaATaA, AaAGCCA,

1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070

1951 1960 2080
I |

CTACTAAGACTTCTACCTCATTAGTCCATACTTCCTCTTTTCATTTGTA--~-ARATACAGATTGARTGTGATTAGTAAACCTTGCTCCTTCATTCTTTCCTCATTTATTTAACARATGTAT-=--=ACATT
~TACAGTGTATGGTATTTTGT TTCTGGCATCTTTGACT TAGCAGATGTCTTGAGATCCAGCCATGT TGGGT TGGGTGTA--TGGGTARTTCATTCCTTCTGT TGCAGATGGACCATGGTTTTGGGACATT
sTACaaaGaaTgeTAccTeaTTacTocaaalTTecaCTTagCAgaTGTa, . . AaATaCAGacagaaTGghaTgahTaaf, , TeghcTaaTTCATTCcTTCegeageaaaTgaACaRaghTaT, .. ACATT

2081 2090 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
1 1

TTAACCAT--CTGTA-TGAGGTTTACARATCCATTAGTTTTAAGTTTGATGAGT TTCAGTAAATGTGTGCACATGGGGGARC TGCCACARCTGAGACAAAGAACATTTCTGATGCCCCTGCTACTTTGGA
GTGAATARAGC TGCAGTGGACTTTACARGTCTCTTTTTTTT-—-TGAGATGEAGTTTTGTTCTTGT- THCCCHHGETGGHGT-—-—GCHHTEGGGCGHTCTCHCCTCHCTGCHHCCTCCTCCTCCCHGET
gTafacAa, ,CTGeA, ThaacTTTACARATCcaTTagTTTT, .. TgaGATGaagTTecaGTaaaTGT, TaCaCll ++++aCAR: ACaTcalTGaaalCcCecgleaClecabhba

2211 2220 2230 2240 2250 2260 2270 2280 2290 2300 2320 2330 2340

2310

1 I
CCCCTTTGCARTCATCCCCTACTCCCTACCTCCAGTTTCTGATCTGGCCTCTGTCACARGTGGTATTTTATCTCTGGCTCTTTGACATATCAGGATCCCTGAGCTTCAGCCARGTT-GTTGGGCCTGTCA
TCAR---GCGAT--TCTCCTGC-CTCAGCCTCCCARGTA-GCTGGGATTACAGACACCC-TCCACTATGCCCACCTAAT-TTTGTATTTTTAGTAGAGACGGGATTTCACCATGTTAGCCAGGCTGGTCT
clCaa,,.GCafT, ,TCcCCTal ,CcCaalCTCCaaagTa, GaTeghaccaCaGaCACaa, TecaalalgacCaCegaal . TTTGaaal aTecAGgAgacacGaGal TeaalCAaGT T, GecabGCegGTCa

2341 2350 2360 2370 2380 2390 2400 2410 2420 2430 2440 2450 2460

2470
|

GTAGGTGCTTTGTGCCTRTTGCTGAGTGGTCTGTCTATGGATGGGTCACTGTTTTGCACCACTGTARACARRGC TGCTCTAGACTTGATTTTACARGTCTTTARCAAAC-CTGTTCTGATATTCCTGLTG
C=--GAACTC-GTGACCTCAGGTGATCTGCCCACCTCGGCCTCCCARAGTGETGGGAT TACAGGTGTGAGCCACCGCGCCTAGCCT-ATTGTACAARTTCTTTARCARACACTATTTTTATATTTCTACTG
c...0aalTc,GTGaCocgcabcTGAgegheCeacCTagheal, AcTGgTgeb. GT. CcGCglcaaaleT  ATTgTACAAgTCTTTARCARAC ,CTaTTeTgATATTcCTaCTG

2490 2600 2510 2520 2530 2540 2650 2560 2570 2680 2590 2600

|
CATACCATGTTTGGCATTGGGTGCTCAATTAARCARACAGTCATGGARGTGTTGGGTGTTCGARTTCTATGTTCCTTAGTTACTTCATAAGGCACCTGARAGGCCARACTGTTCTGACACTCTGCCAGG--
GGTACCATGTTTGGCATCGGGTTCCARCTGARCARRARGTCATGGAGGTGTTAGGTGTTGGARTTCTCTCTTCCTTC———TTTCACAAGGTACCTGGAAGGTGARACTGGCCTGATGCTATGCTGGTCT
calACCATGTTTGGCATCGGGT¢CcalaTgAACARAEAGTCATGGAaGTGTTaGGTGTTeGAATTCTaTcTTCCTTa. . . .c TTCACAAGGCACCTGaAAGGCcAAACTGgcCTGAcaCTalGleaky. .

2471 2480
I
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Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bleuegmontrent les nucléotides différents entre le cheelihomme. La premiere ligne
correspond a la séquence du chien et la deuxiggne korrespond a la séquence de 'homme.

Figure 48 : Alignement entre l'intron 4 de I'homatd'intron 3 du chien du gene HERC2

2861 2870 2880 2890 2900 2910 2920 2930 2940 2950 2960 2970 2980 2990
1 1
intron3dogHERC2  TTTCTGTTACTGATTTICTACTTTGTTTCCATTGTTTTGGATAGCATATTCTGTATGATTTCACTTCTTTTARATTTGTTGAGGGAATATTTATGCCAGGATATGATCTGTTTTGATACTTGTTGTGAATG
introndhiHERC2 GTTTTGTGGATGCTTGAACA-G

LOMSEMEUS s ienssissessssssossssssssossssssssssssestssssotsssssstsssssssnstssssntssssostssssotsssssstssssossnsssssnnss GTTTTGagaaTgcTTGaaaf. G

2991 3000 3010 3020 3030 3040 3050 3060 3070 3080 3090 3100 3110 3120
|

intron3dogHERC2Z ATTGTGTATTCTCCTGTT=---GGCTGGAGTGTTCT--ARATGT TTATTAGATGCTGTTGGTT-ATGGTATTGTTGCATTCTTTTATATCTTTACTGATTTTCTTTCTCCCTTCTTTCTCCTCTCAGTTGT
introndhlHERC2 ATTATGTATTCTGCTGTTATTGGCTGGAGTGTTCTGTARATTTTGATTGGATCCAGTTGATTGATGGTGATGTTGARTTCT=-=ATATCTTGGCAGCTTTTCTGTCTTCTARTTTTATC—————AGCTGT
Consensus ATTalGTATTCTCCTGTT, . ,GGCTGGAGTGTTCT, ,ARATgTTeATTaGATeCaGTTGaT T, ATGGTaaTGTTGAATTCT, , ,ATATCT TgaCaGaTTTICTgTICTeCeaacTTTalC, ., . . AGETGT

321 330 3140 3150 360 3170 3180 3190 J200 3210 J2e0 3230 3240 3250

| |

intron3dogHERC? TGAGAGAARTGTTGAGGTCTCCARCTCAGACTATATARATGTTTTTTTCCTCTTTICAGEATTTTTTTTTGTGTGTGTCACATATTTTGCAGT TTGETGCATGCACATTTAGAATTGTTA-GGCTTTAT=
introndhlHERCZ AGAGAGAGACTTTGAGGTCTCCAACTATARARGTATARRTGTCTTTTTC-TCCTTTCAGTTCTATTCATTGTT T-————-| CTTTGITTG---TTTGGTGTATGCACGTTTTGAATTGCTGCGTCTTARTG
Conzensus aGAGAGAaAcg TTGAGGTCTCCAACTaaaAaaaTATAAATGTeTTTTTC, TCeTTTCAGRacTaTTcaTTGTgT. . ...\ CaTagTTTG. ., . TTTGGTGeATGCACATTTaGAATTGeTa . GgCTTaAT,

3251 3260 3270 3280 3290 3300 3310 3320 3330 3340 3350 3360 3370 3380
| 1

intron3dogHERC2 -TGGGTTGGCCATTTTCTTATTTT-—-TTGTTGCTCTTTATTCCTAGTARTTATCTTTGCTCTGACATTTATTTGATATARATATAC-—-CCATTTTTGCTCTCCTTTGTTTACTGTTTGCATACTTTTT
introndhlHERCZ GTGGATTGACCARGTTCTCATTTTGTARTGTTGCCATCTGTTCCTGGTARTTATCTTTTTITITITITIITITITIITITITITICCGAGACGGAGT TTCGLTCCTTT-TGCCCAGGCAGGAGTGARGTG
Consensus ,TGGaTTGaCCAagTTCTeATTTT., ., aTGTTGCcaTcTaTTCCTaGTARTTATCTTTgcTeTgacalTTaTTTgaTaTaaaTaTaC. . ,aCagagTTgCegCTCCTTT, TgcaCaligealicAgacaagTy

3381 3390 3400 3410 3420 3430 3ddi 3450 3dB0 3470 3480 3490 3500 3510
| I
intron3dogHERCZ GTTTTTTTICTCTTCATT--TACTTARAARARATATTTTTTARARGTAGGCTCCARACCCAGCATGGAGCCCARCGTARGGTTTGAACTCCTAACCCTGAGATCARGACTTGAGC TGAGATCARGAGTCA
introndh1HERCZ GCACGATCTCAGCTCACTGCAACCTCCAACCCCACCGGGTTCAAGTGATTCTCCTGCCTCAGCCTCCTGAGTAGCTGEGATTATAGGCATCTG-CCATCACACCTAG-CTACTTTTTGTATTTTTAGTAG

Consensus GeacgalcTCaccTCAeT, .aACcTaaAAaaaaaacggel TalAaggAgglTCCaaalcCAGCaTlccabaccAalggaaagTalaaaCacCTa,.CCaTcAcAcCalG,. CTacage TgagATcaaghGTaa

3511 3520 3530 3540 3550 3560 3570 3580 3590 3600 3610 3620 3630 3640
1

1

intron3dogHERC2 GATTCTTARCTGACCGAGCCACCCAGGCACCCCCATATCCATTTACTTTTARTTTGCCTATTTGARATCATTTTCTTATAGATGGCAGAATTGGGTCATGTTGTTTTTTGGTTCACTCTACCARCGTGTC
introndhlHERC2 RAGATGGGGTTTTGCCATGTTGGCCAGGCTGGTC----TCAGACTCCTGAGATCCACCCACCT TGGCCTCC----CARAGTGCTAG--GATTACAGGCGTGAG——-——---—— CCACTGTGCC—CG-GCC
Consensus aaalcggaacTgaCCaaGeecacCCAGGLacect, , ., TCaaacTalTgagRaccacCCaacTTGaaalCa, .. .CaafigaGaTat, ,GAaTacaGglallag, . e esee cCACTeTACC, L6, Gel

3641 3650 3660 3670 3680 3690 F00 3710 3720 3730 3740 3750 3760 3770

1

intron3dogHERC2 TTTTAACTGGTGTATTTAGACTGTTTGCATTGARTTTCATGTAATTATTGATARAT TAGAGCTTGAGACTGCTGTATTATGATTTCTGTTTGCTGTTTITITCATTTTITGTTTTGTTITATGCTGCCTCCC
introndhlHERCZ TT=-—-CCTGGTAATTATC===—= TTTGCTCTGARGTTTACTTTATTTGATATAAATGT-AGCCARCTTCTGCTGTCCTTTCAGTARTGTTTGCA====TGATCTTTTTTTTTTT=--CTATACT-TCTATT
Consensus TT,,,aCTGGTaaaTaTa,.... TTTGCacTGARgT TcAcgTaATTagagATAAATga. AGCcaaagalTGCTGTacTaTcAgTaaTGTTTGE A, . . . TgaTCaTTTTTgTTTT, .cTATALT, cLTace

I71L 3780 3790 3800 3810 3820 3830 3840 3850 3860 3870 3880 3890 3900
|

intron3dogHERC2 TGTGGTTTACTTGAGCATTTTTAGAATTCCATTTTGATTTATCTATAGAGTTTTTGAGTTTATTTTTTGGAGTAGCCTTTTTAGTGGTTTGTCTAATTAATACATTATATATACATARCTARGCAGTTTC
introndh1HERC2 TTCAGTTTGCCT Gmmmm==== TTTGARGTCACTTTCTTATGGACAAC
Consensus TgealTTTaleTha sy es s TTABARE T Caal TToRaal gaalal. . sssssessssstorasstestastsstosattsttatsssstetsssssestasssetsssstttsssitttatstsstatsss

Les lettres rougesmontrent les nucléotides conservés entre le chiebfhomme et les
lettres bluesmontrent les nucléotides différents entre le cheéhomme. La premiere ligne
correspond a la séquence du chien et la deuxiggne korrespond a la séquence de 'homme.

Ainsi, les régions contenant les 3 autres SNP hognassociés a la couleur de yeux
étaient peu candidates pour la couleur yeux blkag e beagle.

[11.3.3. Amplification de la région sélectionnée

La région sélectionnée chez le chien pour le gamelidat se trouvait dans l'intron 85 et
correspondait a la région trés conservée entrehiencet 'homme. Elle incluait le SNP
rs12913832 chez 'homme&igure 49.
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Figure 49 : Séquence du chien correspondant a taoré trés conservée entre ’homme et le
chien dans l'intron 85 du chien.

IO REEEs ({cccaccagcctcatacctgttatggatagctitctitgcccacttaatagaccagaatcactaatact
gttctctaggactggaggaatgaaaagtaggccattictgaattadtprtaagtatagataagcttaccatigaaaaatgaattaaaaa
gaagagaaaggcagcccaggtggctcaacagtttagtgccgecttagggeatgatctiggagacccaggatcgagtcacacgtc
aggctccctgcatggagcttgcttctcectetgectgtgtcetctgetttdtetctgtgtatictcatgaaataaaaataaataaataaataaa
atctcataaataaaatcttaaaaaaaaaaaaaaaacgagaactjgigmaettattgtgtgcacttgacatttaacatgcaaatgaat
gcccccacctcttggaacagaaacagagttaggaagaacaaatfcttiathttaacacatgatttttaccctgatgttggttacatgatt
agatgtttctccagagttgttcttgggggcattttggattaagacatettgiaatttgttggagaacacatgtgaccacactgaaggaagt
agtctcttcactgacgtcagactctttaatgctaagcttgaagtcagtcatjctacaaacaaatgcgctgtttaattaggtttataaaaagg
attttatttccccaccttgggggatcatttttatttactctacattaytettpaacactgaagtttgtaagtgaggaaagctcaactaacacaga
tggttgggcattcctagaiGacatgectgectagioacatacagy

La séquence surlignée en jaune correspond a laorégionservée entre le chien et
'homme. Les séquences surlignées en violet etceerespondent aux amorcESIINIBBIONgF et
Int85IongR utilisées pour la PCR et le séquencage.

A l'aide d’amorces, nous avons amplifié par PCR pogion de l'intron 85 dédERC2
canin (912 pb). L'électrophorése a montré une baimdenviron 900 pbHigure 50 ce qui
correspondait au produit attendu et montré quedR Bvait bien amplifié la portion du génome
voulu sans I'amplification parasite.

Figure 50 : Photographie du gel de vérification péasPCR

Une bande d’ADN est présente aux alentours depg@0Qe marqueur de taille & droite et
a gauche produit des bandes tous les 100 pb arpdetil00 pb (bande du bas). Les puits de
gauche a droite entre les marqueurs correspondansd’ordre aux chiens suivant : HOB2357,
HOB2628, H9L2210, HOG3700, Loutre, Sakura, Briodmeot male de Turquoise-Dumbo, chiot
femelle 1 de Turquoise-Dumbo, chiot femelle 1 decBe-Dumbo.

Les produits de PCR ont été envoyés au séquencage.
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[11.3.4. Reésultats du séquencage.

Pour comparer les séquences d’ADN entre les chaersyeux bleus et ceux aux yeux
marron, des alignements de séquences ont été wEféec I'aide du logiciel Multalin.
L’alignement de cing séquences d’ADN (Turquoiseptia Brioche, Sakura et la base de
données Ensembl) de la région séquencée a moritk§ @wait un SNP T/C en position 528.
(Figure 5J).

Figure 51 : Alignement de la région séquencéee ABN de Turquoise, Sakura, Saphir, Brioche

et de la base de donnée Ensembl.

b L a0 420 430 d4di 450 L 470 430 430 500 510 520

| X H ; H . |
TRRRATE T TARRARARAARAARARACEAGRAC T TRAGLAC TERTRAT GATRT TRTGTGCACT TRACATTTRACATGCARRTGAR TRCCCCCACT TCT TGGARCAGRARCAGAGTTRGGRAGRACARATTT

Int85-HERT2-Ensenb ]
BriLR-Int8%. ongR ARHRAARARRARACKAGRACT TRAGCACTGRTGATGATAT TRTGTGCACT TRACATTTRRCATECARRT BAA TGCLCCCACCTCT TEEAACAGRARCAGAGT TRGERAGRACARRTTL
TurqR=-IntB5R ARARRARARRARACGAGRACT TAGCAC TGATGATGATATTRTGTGCACT TGACAT TTARCATGCARRT GAATRCCCCCRCLTCT TGGARCAGRARCAGAGT TRGGRAGRACARATTC
Beau=IntBSR RAARAARAARARACEAGARCT TRAGCACTGRTGATGATRT TRTGTGCACT TGACATTTRRCATGCARRTGARTECCCCCRCCTCT TEGARCAGRARCAGAGTTRGERAGRACARRTTL
SakuR=IntB5R ARARAARARRARAC GAGRAC TTGAGCAC TGATERTGATATTGTGTGCACT TGACAT TTARCATGCAART GARTECCCCCACLTCTTRGARCAGRARCAGAGT TRGGRAGRACARRTTC
Comsensus .., .atctbasafRARAARIARA AR agaack pageact pak pot palab L gt b goact Lpacabbbascat grasot gast pecoccacclcb b ppaacag soscagagt Lappsagascaosat Le
SNP T/C 530 540 550 560 570 580 5%0 G0 610 520 B30 640 650
|
IntAS-HERC2-Ensenbl TTTGTTGCTTTATRTTRACACATGATTTTTACCCTGRTETTGET TRCATGRT TRGATGTTTCTCCAGAGT TG ICT TGGEGRCATTTTGRAT TRARGACACAACATCTIGTCATTTGT TRGRGARCACATG
BrilR-Int8%ongR TTTGTTGTTTTATATTRACACATGATTTTTACCCTGATGT TGGT TRCATGAT TAGATGTTTCTCCAGAGT TGT TCT TGGGEGCHTTTTGGAT TARGACACAACATCTIGTCATTTGTTGGAGRARCACATG
TurqR=IntB5R  TTTGTTGTTTTATATTRACACATGATTTTTACCCTGATGTTRGT TRCATGATTAGRTGTTTCTCCAGAGT TLTTCTTGELEGCATTTTREAT TARGACACAACATCTIGTCATTTGT TGGAGARCACATG
Beau-IntBSR TTTGTTGTTTTATATTRACACRTGATTTTTACCCTGATETTGRT TRCATGRT TRGATGTTTCTCCAGAGT TRTTCT TRGGGECATT TTGEAT TARGACACAACATCTTGTCATTTGT TRGRGARCACATG
SakuR=IntBSR  TTTGTTGCTTTATAT TRACACATGATTTTTACCCTGATGTTRGT TACATGAT TAGRTGTTTCTCCAGAGT TOTTCT TGELEGCATT TTREAT TARGACACAACATCTTGTCATTTGTTGERGARCACATG
Consensus Libpbty,tibatatbascacetgabtittaccctpatpttgptbacatpattagat ghtbctocapapttptboblpppepcatiit gpat baspacacaacakchbpboak bt ght ppagaacacaty

IntA5-HERL 2-Enzenbl
BrilR-IntE5LongR
TurgR-IntB5R
Beau-IntBSR
Sakuf=TntB5R
Consensus

TnkB5-HERC2-Ensenbl
BrilR-TntB5Longk
TurqR=Tnt15R

SakuR-Int A58
Consensus

651 BRO &M [3:1] E90 L o [l T30 FL 1] 750 760 Th T8
| + ' + ' + t + v * + |
TRACCACACTGARAGGRRGTAGTC TCTTCAC TRACETCAGAC TCTTTARTGL TARGE TTGARGTCAGTCRGCCCAT TCTACARACRARTGLGC TG TTTRATTAGGT TTATARARRGGAT TTTATT TCCCCR
THRCCRCACTGRAAGSRAGTAGTCTCTTCACT GACETCAGAC TCTTTARTEL TRAGC T TGARGTCRGTCRGECCATTCTACARACRARTECGE TG TT TRATTAGGT TTRATARARRGEATTTTATTTCCCCR
TGRACCACAC TGAAGGARGTAGTC TCT TCAC TRACETCAGAC TCTTTARTGL TAAGL T TGARGTCAGTCAGCCCAT TCTACARACRART GCGL TG TTTRATTAGGT TTATARAARGGAT TTTATTTCCCCR
TRRCCACACTEAAGERRGTAGTC TCTTCACTGACGTCRGRC TCTTTARTGL TRAGL T TGARGT CAGTCRGCCCAT TCTRCARRCAARTGCGC TR TTTRATTAGET TTATARARRGGAT TTTATT TCCCCR
TGRCCACAC THRAAGGRAGTAGTCTCTTCACTGACGTCAGRC TCTTTARTGCTRAGCT TGARGTCAGTCAGCCCAT TCTRCARACRARTGCGE TGTTTAATTAGGT TTATARIARGGATTTTATTTCCCCR
Lpaccacack gaappasglagtctcbloack gacpt cagactobbLaat pobaagel Lpaaptoagt capoocat Lol acaapcasat pogct gt bbaatt apptLLat assanggat L LatLLocooca

P S 800 a1 20 an G40 850 860 70 B B30 30 0

| + + t + + * + t ¥ + + + |
CCTTRGGRGATCATTTTIRTTTACTCTACAT TACTRAGGTAT TRARCACT GRAGT TTHTAAGT GRGGRARGE TCRRCTARCACAGATRGTTGGOCAT TLLTRAGATCRCAT GO TRCCTAGTCRCRTACAGG
CCTTGGGGGATCATTTTYRTTTACTC TACAT TAC TRGGTAT TRARCACT GRAGT T-GTRAGT GREGRARGC TCRRCTRACACAG
CCTTGGGEGATCATTTTIRTTTACTCTACAT TRC TRGGTAT ~AARCACT GRAGT

CCTTGGGEGATCATTTTIRTTTACTC TRCAT TRCTAGETAT <ARACAKNGRAGT

CETTRRGREATCATTTTIRTTTACTCTACAT TRCTRGRTAT ~RARCA

La premiere ligne correspond a la séquence présdauts la base de données Ensembl, la
deuxieme ligne correspond a la séquence de Bridems le sens reverse, la troisieme ligne
correspond a la séquence de Turquoise dans lersepsse, la quatrieme ligne correspond a la
séquence de Beaugosse dans le sens reverse atjlaemne ligne correspond a la séquence de
Sakura dans le sens reverse. La fleche verte man88IP T/C.

Les deux chiens aux yeux bleus avaient comme gpedbjC et un des chiens aux yeux
marron avait aussi comme génotype TI@kleau 15.
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Tableau 16 : Résultat du SNP trouvé en fonctiolaad®uleur des yeux

Nom du chien Couleur des yeux Allele
Turquoise Vairon T/IC
Saphir Bleus T/IC
Brioche Marron T/C
Sakura Marron C/C
Base de données Ensembl C/C

|:| Chien ayant au moins un ceil bleu.

Nous avons testé l'association éventuelle de ce @MEt la couleur des yeux en
génotypant tous les chiens disponibles.

[11.3.5. Reésultats du génotypage

Le résultat du génotypage a montré qu’il n'y a gassociation entre les alléles du SNP
et la couleur des yeux chez les beagles analysésff&, les chiens aux yeux de couleur bleue
pouvaient avoir comme génotype T/T, T/C ou C/Cpdgne que les chiens aux yeux de couleur
marron. Tableau 1Y

Tableau 17 : Résultat du génotypage du SNP damtsdh 85

Nom Sexe Mére/Pére Couleur des yeux  Génotype
Falcon Méale Vairon Echec
Turquoise Femelle Vairon T/IC
Beaugosse Male bleus T/IC

Balou Male Vairon T/IC

Dumbo Male Vairon T/IC

F 1 Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron Cc/C

F 2 Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron T/IC

F 3 Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron T/IC

M Turquoise Femelle Turquoise/Dumbo Marron TIT
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Sakura Femelle Marron C/C

M 1 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron T/IC
M 2 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron c/C
M 3 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron TIC
M4 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron T/IC
M 5 Sakura Male Sakura/Beaugosse Marron C/C
F 1 Sakura Femelle Sakura/Beaugosse Marron C/C
Loutre Femelle Marron C/C

M 1 Loutre Male Loutre/Balou Marron c/C

M 2 Loutre Male Loutre/Balou Marron T/C

M 3 Loutre Male Loutre/Balou Marron T/C

M 4 Loutre Male Loutre/Balou Marron Echec
M 5 Loutre Male Loutre/Balou Marron T/C

M 6 Loutre Male Loutre/Balou Marron C/C

F 1 Loutre Femelle Loutre/Balou Marron T/IC
F2 Loutre Femelle Loutre/Balou Marron Echec
Brioche Femelle Marron T/IC

F1 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron Echec
F2 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron C/C
F3 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
F4 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/T
F5 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/T
F6 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron TIT
M1 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/T
M2 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron Echec
M3 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
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M4 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
M5 brioche Femelle Brioche/Dumbo Marron T/C
M1 sakura Male Sakura/Dumbo Marron T/IC
M2 sakura Male Sakura/Dumbo Marron T/IC
M3 sakura Male Sakura/Dumbo Marron T/IC
F1 sakura Femelle Sakura/Dumbo Marron C/C
F2 sakura Femelle Sakura/Dumbo Marron Echec
Atchoum Male Bleu T/T
Barbie Femelle Vairon c/C
F1TB Femelle Turquoise/Beaugosddarron Echec
F2 TB Femelle Turquoise/Beaugosddarron TIC

M1 TB Male Turquoise/Beaugosséarron TIT

M2 TB Male Turquoise/Beaugoss Vairon T/IC

M3 TB Male Turquoise/Beaugoss Bleu Echec
M4 TB Méale Turquoise/Beaugoss Vairon T/IC

F1 Zaza Femelle Zaza/Dumbo Marron c/C
F2 Zaza Femelle Zaza/Dumbo Marron Echec
F2 Zaza Femelle Zaza/Dumbo Marron T/C
M2 Zaza Male Zaza/Dumbo Marron T/IC
M3 Zaza Male Zaza/Dumbo Marron T/IC
H2E0725 Femelle Vairon Echec
H2F1072 Male Vairon Echec
H2F1068 Male Vairon c/C
Kimi Femelle Marron T/IC
Prunille Femelle Marron C/C

|:| Chien ayant au moins un ceil bleu.
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Nous avons calculé les fréquences des trois gées{ypbleau 18.

Tableau 18 : Effectifs et pourcentages des diffirg@notypes obtenus en fonction de la couleur
des yeux chez les beagles

Nous avons testé statistiquement si ces troishulisions étaient difféerentes (Tableau)19

TIT T/IC C/C
Chien aux yeux marron 6 (15%p2 (57%)| 11 (28%)
Chien avec au moins un ceil blet (11%)| 6 (67%) | 2 (22%)

Tableau 19 : Effectifs attendus si la répartitioesdalléles était indépendante de la couleur des

yeux

T/T

T/C

C/C

Chien aux yeux marron

5,59

22,7

10,5

Chien avec au moins un ceil bleu 1,31 5,2

5 2,44

)

Les effectifs obtenus et les effectifs attendusgeatares proches. Un test gtia été realisé
méme si deux des effectifs attendus étaient inféaes. (2) Les effectifs des génotypes observés
entre les chiens aux yeux marron et ceux ayant ainsmun ceil bleu n’étaient pas
significativement différents (p > 0,05). Il n’y avalonc pas d’association entre la couleur des
yeux et le génotype pour le SNP de l'intron 83H#RC2chez nos beagles.
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V. Discussion

IV.1. Etude ophtalmologique

Les chiens avec un iris de couleur bleue présenttaie fond d’'ceil dépigmenté et ne
possédaient pas de zone du talpiészone sans tapis pigmentée claire pourrait cooredre a une
pigmentation modérée de la choroide et non dethiéium, mais pour le déterminer il serait
nécessaire de réaliser une analyse histologiquke-€len’'a pu étre réalisée car un chien aurait dd
étre sacrifié. Dans I'étude de Shibwgtacollaborateurs (50) , une analyse histologiquétéa
réalisée sur un beagle avec un iris de couleurebletuun fond d'ceil de type subalbinos
(ressemblant au fond d’ceil des chiens aux irissbbiinotre étude). Cette analyse a montré que
I'épithélium pigmentaire de la rétine, de liris du corps ciliaire avaient une pigmentation
normale et que la choroide, la partie antérieuriirikeet le stroma du corps ciliaires avaient une
concentration en mélanine diminuée. La choroidealdie antérieure de l'iris et le stroma du
corps ciliaires dérivent du mésoderme et leurs moélges proviennent de la créte neurale alors
que I'épithélium pigmentaire de la rétine, de $iret du corps ciliaires dérivent de la
neuroectoderme. Il est donc possible que le défmutproduction de meélanine dans les
mélanocytes oculaires se développe uniquement l@ansssus issus du mésoderme. (50) Ces
résultats histologiques d’ceil subalbinos ont étéouwés dans un certain nombre de chiens aux
yeux bleus toutes races confondues. (39) On pent daire I'hypothese que les beagles
subalbinos de notre étude avaient une pigmentdgditeil similaire & ces chiens.

Burns et collaborateur®) ont étudié des beagles de laboratoire présentarris peu
pigmenté. Chez ces chiens, le défaut de pigmentagdrouvait dans I'épithélium pigmentaire de
la rétine, de l'iris et de la choroide contraireméance qui avait été observé chez le beagle
subalbinos. De plus, le stroma de l'iris et la dide présentaient des mélanosomes normaux
mais en nombre diminué. Par ailleurs ces beagl@emivune dégénérescence du tapis a partir de
21 jours apres la naissance. De plus, les autrestwtes de I'ceil ne présentaient aucune
anomalie ainsi que les examens oculaires. La visioles ERG étaient normaux bien que la
vision nocturne n’ait pas été étudiée. Les fondeidde ces chiens étaient rouges Iégérement
bruns sans tapis, ressemblant fortement au fond d&ecertains beagles de notre étude dont
l'iris était de couleur bleue. Certains de ces bEmagavec une dégénérescence du tapis
présentaient un pelage avec des poils argentésiice’a été pas retrouvé chez nos beagles
subalbinos sauf pour HOG3700 qui a grisonné autites yeux avec l'age. De plus, la
dégénérescence héréditaire du tapis chez le baagtedécrite comme autosomique récessive. Or
chez nos beagles la transmission semblait plus lex@d8) . On peut donc supposer que les
beagles de notre étude ne présentaient pas latatlieique décrit par Burns et collaborateur (9)
et que la dégénérescence héréditaire du tapistrdétac pas associée a la couleur de leurs yeux.
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La plupart des beagles ayant un iris bleu n’ont g@gapis. Le tapis sert a réfléchir la
lumiére afin de stimuler plusieurs fois les photegteurs. Il permet donc d'avoir une meilleure
vision lors d'intensité lumineuse faible. Il estndopossible d’envisager qu'un ceil bleu sans tapis
diminue la vision nocturne. Pour 'examen électioagraphique (ERG), certains chiens (Barbie,
Néo, Wiki, les chiots de Turquoise) ayant au mainsiris bleu n'ont pas eu d'ERG car ces
derniers étaient partis a I'adoption tres jeune.plkes, une étude comparative des résultats des
ERG en fonction du sexe n’a pas pu étre réaliseaatee étude comportait plus de males que de
femelles. Les résultats des ERG ont montré quiil avait pas de différence significative entre
I'ceil avec un iris de couleur marron et I'ceil awat iris de couleur bleue ayant un fond d'cell
subalbinos et sans tapis. Pour I'ceil hétérochromlgjau qui avait un fond d’'ceil avec des plages
dépigmentées et avec tapis, les valeurs (amplgttemps de culminations des ondes a et b dans
les différentes ambiances étudiées) étaient prodbeesnoyennes du lot témoin. Cependant, dans
I'étude, un seul chien présentait ce type d'yduxylavait donc pas assez de valeurs d’ERG pour
conclure. De méme, les ERG avaient des résultatgiglies pour un ceil avec un iris marron et
un fond d’ceil d’aspect classique et un ceil averisrleu ayant un fond d’ceil subalbinos et sans
tapis.

Dans I'étude de Roselen et collaborateurs (45)s, deens de race beagle (ainsi que
d’autres races) présentaient une onde négativeopdst b. Chez les chiens ne présentant pas de
tapis, cette onde négative post-onde b était absées valeurs d’amplitude et du temps de
culmination des ondes a et b étaient identiques Jgahien ait un tapis ou non. Dans notre étude,
il N’y avait pas d’onde négative post-onde b ob&eywontrairement a I'étude de Roselen et
collaborateurs(45) . Cette différence peut étre di a une techniquerd@gstrement ou a
l'utilisation d’appareils différents. De plus datiétude de Roselen et collaborateurs, a la
différence des beagles subalbinos, I'absence de @&agit consécutive a sa dégénérescence
précoce.

En conclusion, les beagles que nous avons étuditayant un iris de couleur bleue
avaient un fond d’ceil de type subalbinos (dépigeiains tapis). La couleur des iris n'avait pas
de conséquences sur les valeurs obtenues lorsRigsalasi que sur la fonction visuelle dans les
limites de son évaluation chez le chien. Seuldesl$ d’ceil différaient.

IV.2. Etude génétique

Les chiens beagles de I'étude, présentant au mwin®il de couleur bleue, avaient un
pelage coloré autour de I'ceil a I'exception desxdaeagles provenant de I'élevage américain.
Ces derniers avaient une téte entierement blarnchgrésence d'un pelage coloré autour des
yeux de couleur bleue nous a orienté vers un défaytigmentation d’origine oculaire n’ayant
aucun rapport avec la couleur du pelage. En affedz certains animaux, la couleur des yeux est
corrélée a la couleur du pelage. C'est par exelapias des chiens de pelage merle qui ont plus
fréqguemment des iris hétérochromiques ou de collleuwie. Ce phénotype est plus marqué chez
les chiens homozygotes merle. (26) Par ailleurgoldeur bleue de l'iris est aussi corrélée au
pelage blanc du chat ou du cheval. Pour les deaglég ayant une téte entierement blanche, la
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présence d'un ceil bleu peut étre une coincidefe® beagles américains ont peut étre plus
souvent la téte blanche que les beagles europgEénsde d’'un plus grand nombre de chien est
nécessaire pour analyser le lien entre panachwauttur des yeux chez les beagles américains.

Les croisements et I'arbre généalogique des clpemgnant de I'élevage de Harlan ont
montré des liens de parenté entre les chiens aantoins un ceil bleu. La transmission de la
couleur des yeux chez le beagle semble donc géeétiggs 4 males 8001, 3515630, 3529410 et
2CE7 étaient fortement suspectés d’avoir une ddations en cause de cette couleur de ['iris.
On a remarqué que les parents des chiens ayanbias om ceil bleu avaient comme ascendant
au moins un de ces 4 males, exceptés Saphir, HBEGVZ1068 et H2F1072 qui avaient au
moins un parent qui ne descendait pas de ces &n@és quatre chiens avaient cependant le
méme pére (H512456) qui n'avait pas de lien de maravec les 4 males suspects. Pour le chien
Saphir, ses parents ne descendaient d’aucun ddsneékes. Mais I'arbre généalogique de Saphir
était incomplet, il ne remontait que jusqu’a seangs parents dans la branche maternelle. On
peut donc se demander si, dans cet élevage, avait pas plusieurs chiens porteurs des yeux
bleus. Ainsi, les chiens 8001, 3515630, 3529410E722CH512456 pouvaient étre fortement
suspects de porter une des mutations responsablasduleur bleue de l'iris.

L’analyse des pourcentages de chiots aux yeux l@deunsarron et issus d’un croisement
entre un chien aux yeux bleus et un chien aux yearon demande a étre complétée. En effet,
nous n’avons obtenu que deux portées de ce typenBaque de temps et en raison du faible
nombre de femelles ayant au moins un ceil bleu etad se reproduire, il n’a pas été possible
d'avoir plus de portées. En revanche, le nombi@asements entre un chien aux yeux marron et
un chien ayant au moins un ceil bleu était conséqenplus, le fait qu’aucun chiot ait eu au
moins un ceil bleu dans ces croisements permet gimaa que les deux parents doivent étre
porteurs d’'un facteur génétique yeux bleus pouiralas chiots aux yeux bleus. Cette hypothése
reste cependant en contradiction avec les résuléstsccouplements effectués dans les élevages
Harlan et américains ou les chiots aux yeux bleuas ®ujours nés de parents aux yeux marron,
les animaux aux yeux bleus étant systématiquenséirds des programmes de reproduction.

L’'analyse des croisements et de I'arbre généalmgapermis d’écarter certains types de
transmission et les deux possibilités restanteserdtda transmission polygénique ou la
transmission dominante a pénétrance fortement teédla transmission polygénique nous
semble plus probable étant donné le faible nomleretdens aux yeux bleus obtenu lors des
croisements et du fait que chez I'homme la transimisde la couleur des yeux est un caractere
polygénique.

Un testy? pour la répartition des génotypes du SNP T/Cedes chiens aux yeux marron
et ceux ayant au moins un ceil bleu a été réalisdand deux des effectifs attendus étaient
inférieurs a 3. En effet, le test adéquat en cafedtifs théoriques <5 reste §& mais avec une
correction de Yates et s'il y a des effectifs thgoes <3 il est nécessaire d'utiliser un test exact
de Fisher qui est treés difficile a effectuer entigtee. Ley? reste malgré tout utilisable d'aprés
Bouyer. (2)
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Le test duy?2 a montré que les génotypes pour le SNP n’étaient pas significativement
différents en fonction de la couleur de liris. Ainsi le SNP trouvé dans l'intron 85 du géne
HERC2 n’était pas associé a la couleur de I'iris chez nos beagles. L'analyse des résultats du
séquencage et du génotypage n’a pas permis de mettre en évidence un polymorphisme associée
la couleur des yeux dans I'intron 85 au niveau de la région conservée entre ’lhomme et le chien.
Les résultats obtenus n’ont donc pas pu démontrer que la séquence de I'intron 85 chez le chien
avait un impact sur la couleur des yeux. Les SNP situés dans les @amset HERC2
identifiés chez 'homme et associés a la couleur des yeux n’ont pas été retrouvés chez le beagle.
Des mutations pourraient cependant se retrouver dans ces deux genes mais comme ils sont tré:
grands (le genélERC2 posséde 94 exons et le ggDAC2 a 22 exons), il serait couteux de
chercher une mutation dans ces genes par séquencage. Nous aurions pu faire une recherche de
régions génomiques associées a la couleur des yeux par la méthode du clonage positionnel mais
par manque de temps et d’argent ceci n’a pas pu étre fait. Nous aurions pu également recherchel
des mutations dans d’autres génes corBir@2A4, TYR, TYRP1, SCL45A2, IRF4, LA ils
sont peu déterminants dans la couleur des yeux chez ’lhomme.

Il serait donc possible que la détermination de la couleur des yeux chez le chien et chez
I’'hnomme soit tres différente car chez le chien, il existe beaucoup de chiens aux yeux vairons alors
que chez 'homme le caractére vairon est plutot rare. De plus, le fond d’ceil d’'un chien aux yeux
bleus est subalbinos alors que chez ’'homme ce n’est pas le cas.
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