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Effect of Butyrophilin polymorphism on milk quality

Effet du polymorphisme du gene codant la butyrophiline sur la
qualité du lait
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Abstract — Genetic polymorphism of the gene coding for butyrophilin was studied in 88 Holstein cows.
This study aimed to identify the different genotypes and their effect on milk quality. Genomic DNA was
extracted according to saline method and the coding sequences were amplified using specific primers.
501 bp PCR products were digested with Haelll. Results showed that the average fat content (MG),
protein (MP), lactose, total dry extract (TSE) and the somatic cells account were respectively about 3.41
(0.67)%, 3.16 (0.34)%, 4.7 (1.2)%, 12.3 (3.2)%, 124882 (189625) cells / ml. digested products revealed
three AA genotypes; BB and AB represented respectively by 6.8%; 83.2% and 10%. Allelic frequencies
were 12% and 88% respectively for alleles A and B. The analysis of variance by the SAS software
showed an effect of the genotype on studied characters. The presence of A allele affect significantly the
milk fat content (P <0.05). The same effect was observed for the total dry extract. Somatic cells are
significantly affected by the genotype (p <0.05) and the AA homozygous have the highest content. These
results can be used as a way to improve the of milk quality.

Keywords: Butyrophilin, polymorphism, milk quality, bovine

Résumé - L’étude du polymorphisme génétique du géne codant la butyrophiline a été réalisée chez 88
vache Holstein. Dans ’objectif de I’identification des différents génotypes au niveau de ce locus ainsi
que la détermination de I’existence d’une association avec la qualité du lait. L’ADN génomique a été
extrait selon la méthode saline et les séquences codantes ont été amplifiées en utilisant des amorces
spécifiques. Les produits PCR de taille 501 pb ont été digérés par I’endinucléase Haelll. Les résultats
ont montreé que la teneur moyenne en matiére grasse (MG) été de 3.41 (0.67)%,celle de matiere protéique
(MP)été de I’ordre de 3.16 (0.34)%. La teneur en lactose été de I’ordre de 4.7 (1.2) %, I’extrait sec total
(EST) été de 12.3 (3.2) %. Le nombre de cellules somatigques égales a une moyenne de 124882 (189625)
cellules/ml. L’analyse moléculaire a révélé trois génotypes AA ; BB et AB ont été représentés
respectivement par 6.8 % ; 83.2 % et 10 %. Soit des fréquences alléliques de 12 % et 88 %
respectivement pour les alléles A et B. L’analyse de variance par le logiciel SAS a montré un effet
signification du génotype sur les caractéres en question. La présence de 1’allele A affecte
significativement le teneur du lait en matiére grasse (P <0.05). Le méme effet a été observé pour I’extrait
sec total. Les cellules somatiques sont affectées significativement par le génotype (p< 0.05). Ona pu
déduire que les homozygotes AA ont la teneur la plus élevée. Les résultats de cette étude peuvent étre
utilisés comme un  moyen pour D’amélioration de la  qualit¢ du lait.

Mots clés : Butyrophiline, polymorphisme, qualité du lait, bovin

1. Introduction

Le secteur laitier en Tunisie est I’un des secteurs stratégiques de I'agriculture et de I'économie nationale.
En fait, suite & la demande croissante des produits laitiers, depuis les années 90, I'état a encouragé
I'investissement dans I'élevage de vaches laitiéres. Et par conséquent, la Tunisie a atteint lI'autosuffisance
en lait depuis 1999.
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Cette progression enregistrée au niveau du secteur laitier est due a 1’augmentation du cheptel laitier et
I’importation de races bovines assurant un rendement de production élevé. Malgré cette évolution
croissante remarquable de la production, I’aspect qualité est resté¢ défaillant. Ce qui appelle a
I’amélioration de ce secteur pour atteindre de meilleurs résultats.

I'y un lien fort entre génétique et qualité du lait : en effet, les taux protéiques (TP) et de matiéres grasses
(TB), qui garantissent la qualité du lait pour le consommateur et les propriétés du lait a étre transformé,
sont directement liés aux index d’évaluation génétique des animaux. Ainsi, par la sélection, on peut
choisir d’orienter ces taux au sein d ‘un troupeau ou d’une race. Cette sélection est d’autant plus
importante que la composition du lait varie selon les races.

Notre travail a comme objectif I’identification des différents génotypes au niveau du locus codant la
butyrophiline ainsi que la détermination de I’existence d’une association potentielle avec la qualité du
lait.

2. Matériel et méthodes

Des prises de sang depuis la veine jugulaire de 88 vaches de races Prim’Holstein ont été effectuées lors
de cette étude. Ces individus appartiennent a 4 fermes différente. La quantité de sang prise est de 5ml,
mises dans des tubes sous vide contenant K3EDTA puis conservé a -20°C pour I’extraction d’ADN
génomique.

2.1. Extraction et estimation de la quantité et de la qualité de PADN génomique

Le protocole suivi lors de 1’extraction de I’ADN génomique est celui de I’extraction saline établit par
Sambrook et al. (1989).

L’estimation de la quantité d’ADN a été faite a ’aide de la mesure de la densité optique a une longueur
d’onde de 260nm grace a un spectrophotométre. Quant a la vérification de la qualité d’ADN, elle a été
réalisée par une électrophorése sur gel d’agarose 0.8%.

2.2.Mise au point de technique PCR-RFLP

Les amorces lyophilisés (invitrogene) F :5°- TGGTAGGTCAGGAAGCCATC-3* et R :5’-
GTATTCAGCCATCTCCTCGC-3’sont dissoutes dans du tampon de dilution pour avoir une
concentration finale de 200pmol/pl.

Le mélange réactionnel se compose de deux amorces, dNTP, MgCl2, H20, Taq polymérase et du
tampon. La PCR est réalisée avec un volume final de 25ul.

Apres quelques essais une température d’hybridation adéquate a été trouvée. La dénaturation initiale a
été réalisée a 95°C durant 5 min. 39 cycles d’amplification chaque cycle comprend une dénaturation a
95°C pendant 30s, ensuite une hybridation des amorces a 62°C pendant 30s, une élongation a 72°C
durant 45s, et enfin une extension finale a 72°C pendant 10min.

La spécificité ainsi que le rendement d’une réaction d’amplification sont vérifié par une migration sur
un gel d’agarose 2% avec une tension de 120 volts et une durée de 60min.

Apres amplification, 8ul du produit PCR sont digérés par I’enzyme dans un volume réactionnel de 25
ul. Cette étape est trés importante, elle se fait par une électrophorése sur un gel d’agarose 2%. La tension
de courant est de 70 volts durant 40min.12ul du produit de digestion ont été mises dans chaque puits.
Chague série comprend généralement un produit PCR non digéré mis dans le premier puits. Quant au
dernier puits il contient le marqueur de taille afin de connaitre la taille des produits digérés.

2.3. Analyse statistique
Afin de déterminer 1’effet du génotype on a procédé a une analyse de variance selon le modéle statistique
suivant :

Yi=pu+ Xj+Eijk

Ou Yi: MG ; MP; ESD ; Lactose ou Taux de cellule somatique
Xj : le génotype de I’individu : AA ; BB ou AB
Eijk : erreur du I’échantillon
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3. Résultats et discussion

3.1.Qualité du lait

Pour notre étude les analyses ont été faites essentiellement pour la teneur en matiere grasse (MG), la
teneur en matiere protéique (MP), le lactose et I’extrait sec total par faute d’outil d’analyse.

Le troupeau laitier a présenté une production laitiere moyenne de ’ordre de 21.32 (6.7) Kg/ vache
présente/jour. La teneur moyenne en matiere grasse (MG) été de 3.41 (0.67)%, celle de matiere
protéique (MP) était de I’ordre de 3.16 (0.34)%.

La teneur en lactose était de ’ordre de 4.7 (1.2) %, ’extrait sec total (EST) était de 12.3 (3.2) %.

Les teneurs en maticre grasse ou protéique représentent 1’équilibre énergétique et azoté de la ration. Nos
résultats sont aussi similaires de ceux trouvés par Bouraoui et al. (2014). Ce dernier a trouvé 3.32 %
pour la MP et 3.56%pour la MG et 26.17 kg/j pour la PL. Le taux de cellules somatiques a été déterminé
pour les différents échantillons du lait. Le nombre de cellules somatiques égales a une moyenne de
124882 (189625) cellules/ml de lait produit.

Le score des cellules somatiques est de 124882 cellules/ml, qui est dans les normes tunisiennes. Une
vache saine a un nombre de cellules < 125000 / ml. Si le nombre de cellules dépasse 200000/ml, la
vache n’est plus en bonne santé. Au contraire, Bouraoui et al. (2013), ont trouvé 557000 + 1351 cellules
/ml et ont constaté que les facteurs qui affectent significativement le score des cellules somatiques
(SCS) sont 1’age au vélage, le stade de lactation, le mois de contrdle et les interactions mois de
contrdle*année de vélage, mois de contrdle*saison de vélage.

3.2. Etude du polymorphisme génétique du géne codant la butyrophiline

Les échantillons d’ADN génomique obtenues a partir du sang, des vaches, collectés dans des tubes
EDTA est de bonne qualité. L’extraction par la méthode saline nous a permis des quantités considérables
d’ADN.

Il existe des génes spécifiant des protéines quantitativement mineures du lait, mais ayant une importance
de point de vue qualité du lait produit. L’ensemble de ces génes exprimés dans la glande mammaire et
estimer leur niveau d’expression est spécifiquement induite par un événement.

La butyrophiline (BTN1AL) est spécifiquement exprimée dans les tissus de la glande mammaire en
lactation. L’amplification des régions codante pour cette protéine par des amorces spécifique a généré
des bandes de taille 501 pb.

La digestion des produits PCR permet la détermination du génotype chaque individu analysé. Les
résultats obtenus nous ont permis la réalisation de la deuxiéme partie du travail qui consiste a une
digestion enzymatique des produits d’amplification. Dans notre cas, la digestion a été faite par I’enzyme
de restriction Healll. Cette endonucléase permet 1’identification de la présence ou I’absence des sites de
restrictions. L’attribution du génotype pour chaque individu analysé a été basee sur la présence ou non
de ces sites de restriction.

Dans notre étude la digestion des produits PCR de taille 501 pb produit de trois types de profils : le
premier pour le génotype AA ou on a distingué des bande de tailles 316 et 162 pb. Le deuxieme pour le
génotype BB ou on a distingué des bandes de taille 283 et 162 pb. Le troisiéme pour le génotype AB ou
les bande ont les tailles de 316, 283 et 162 pb. Les fragments de petite taille peuvent ne pas étre révélés
a cause de la limite de I'utilisation du gel d’agarose. Donc si les bandes de taille 23 pb ou 56 pb ne sont
pas visible c’est a cause du temps de migration émis qui beaucoup moins important que celui des
fragments de grande taille.

En tout cas pour notre étude I’absence des bandes, de taille 501 pb, indique la présence d’au moins un
site de restriction. Par contre la présence de la bande de taille 316 pb indique la présence de 1’allele A.
alors que la présence des bandes de taille 283 pb indique la présence de 1’alléle B. si on a les deux bandes
de taille 316 pb et 283 pb ¢a veut dire que I’individu est hétérozygote A//B.

Suite a la digestion des produits d’amplification on a noté des fréquences génotype inégales pour les
trois génotypes. Les individus AA ; BB et AB ont été représentés respectivement par 6.8 % ; 83.2 % et
10 %. Soit des fréquences alléliques de 12 % et 88 % respectivement pour les alleles A et B.

3.3. Association génotype qualité du lait
La butyrophilineest essentielle pour le bon déroulement du processus de sécrétion de la matiere grasse
dans le lait. Le géne codant pour la Butyrophiline comprend 8 exons et 7 introns (Seyfert et al. 1998).
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Suite & une infection mammaire, les bactéries peuvent secréter des enzymes (lipases, les
phospholipases), et des protéases et leurs effets peuvent affecter les propriétés et la composition de la
matiére grasse et peuvent conduire a des défauts de saveur. La Butyrophiline est un membre de la famille
des Immunoglobulines, cette protéine posséde diverses fonctions telles que I’inhibition de la croissance
des cellules cancérigénes, et d’autres propriétés bactéricides.

Suite a la détermination de la qualité chimique des échantillons du lait ainsi que 1’identification des
génotypes des individus, nous avons procédé a une analyse statistique pour dévoiler I’association
génotypes caractéres étudiés.

L’analyse de variance par le logiciel SAS a montré un effet signification du génotype sur les caractéres
en question.

La présence de I’alléle A affecte significativement le teneur du lait en matiere grasse (P < 0.05). Le
méme effet a été observé pour I’extrait sec total. Pour les deux caractéres les individus homozygotes
AA ont montré un potentiel plus important que celui observé chez les homozygotes BB. Les
hétérozygotes ont montré un potentiel intermédiaire entre les deux autres. Pour la teneur en matiére
protéique et en lactose on n’a pas noté un effet d’aucun des génotypes identifiés. Les valeurs moyennes
pour la matiere protéique ou pour le lactose sont insensibles aux génotypes des individus analysés.
Komizarek et al. (2006) ont également trouvé que le génotype AA est caractérisé par une teneur élevée
significative de protéines, matiere grasse et quantité de lait produit par rapport aux autres génotypes.
La présence de I’alléle A est corrélé avec un lait de bonne qualité nutritionnelle de point de vue teneur
en matiére grasse et en composants fins.

Selon notre étude, le score des cellules somatiques sont affectées significativement par le génotype (p<
0.05). On a pu déduire que les homozygotes AA ont la teneur la plus élevée. L’analyse statistique a
montré un effet significatif du génotype sur score des cellules somatiques avec p=0.02%. Siham et al.
(2011) ont interprété que I'alléle a haut rendement laitier a contribué positivement a les scores de
cellules somatiques SCS ce qui est le cas pour nous. Selon (Hasret et al. 2009), le score de cellules
somatiques est élevé chez les homozygotes BB chez les races anatoliennes du SUD alors qu’elle est
plus élevée chez les homozygotes AA chez les races anatoliennes de I’EST.

130000
125000
120000
115000
110000

105000 - T T T
AA AB BB

Figure 1. Score de cellules somatiques par génotype

4. Conclusion

Le troupeau laitier a présenté une production laitiére moyenne de 1’ordre de 21.32 (6.7) Kg/ vache
présente/jour. La teneur moyenne en matiére grasse (MG) était de 3.41 (0.67)%, celle de matiére
protéique (MP)était de ’ordre de 3.16 (0.34)%.

La teneur en lactose était de I’ordre de 4.7 (1.2) %, I’extrait sec total (EST) était de 12.3 (3.2) %.

Le nombre de cellules somatiques égales a une moyenne de 124882 (189625) cellules/ml de lait produit.
L’amplification des régions codante pour cette protéine par des amorces spécifique a généré des bandes
de taille 501 pb. Les individus AA ; BB et AB ont été représentés respectivement par 6.8 % ; 83.2 % et
10 %. Soit des fréquences alléliques de 12 % et 88 % respectivement pour les alléles A et B. La présence
de I’allele A est corrélé avec un lait de bonne qualité nutritionnelle de point de vue teneur en matiere
grasse et en composants fins. L’analyse statistique a montré un effet significatif du génotype sur les
cellules somatiques.
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