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SOMMAIRE

Les alléles (TfA, TfB, TfC) du locus de structure autosomal Tf sont responsables de la biosyn-
thése des différents types de la transferrine du sérum, de la transferrine de I'albumen (ou conalbu-
mine) et de la transferrine du vitellus. Les trois alléles identifiés appartiennent & la méme série. La
sélection naturelle défavorise l'alléle TfC. Nous indiquons, en outre, un procédé de détection rapide
des variants de la transferrine de 'albumen de I’ceuf de poule : examen des gels d’amidon une heure
apres le début de la dispersion électrophorétique.

INTRODUCTION

Pour expliquer les polymorphismes de la transferrine sérique observés par élec-
trophorése chez diverses espéces animales, de nombreux auteurs postulent 1'exis-
tence d’une série allélique de génes de structure. Les résultats des tests d’allélisme
sont plus rarement communiqués.

OGDEN et al. (1962) décrivent un polymorphisme d’origine génétique, commun
3 la transferrine sérique et & la transferrine de 'albumen (ou conalbumine), chez la
poule. Ces auteurs attribuent le contréle de ce polymorphisme a deux alléles codo-
minants Tf* et T I alléle Tf* correspond A une transferrine dont la mobilité élec-
trophorétique est supérieure a celle de la transferrine la plus répandue, contrélée
par l'alléle TH®,
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STrRATIL (1966) observe un nouveau variant génétique de transferrine 4 vitesse
de migration électrophorétique lente. CROIZIER (1966} analyse un autre type lent
de transferrine. Ces deux auteurs font I’hypothése d’une série triallélique pour rendre
compte des polymorphismes observés.

WirriaMs (1962 a et b) montre 1'identité électrophorétique et immunologique
de 1a transferrine sérique et de la transferrine du vitellus.

Les mutations au locus Tf affectent simultanément la transferrine sérique, la
transferrine du vitellus et celle de ’albumen (WILLIAMS, 1962 4 et b ; STRATIL, 1966 ;
CROIZIER, I966). STRATIL et VALENTA (1966) d’une part et BAKER (1966) d’autre
part observent cette méme simultanéité chez l'oie, le canard et le faisan.

Nous présentons, dans cette publication, les résultats de tests d’allélisme qui
confirment I’hypothése du contrble génétique des variants de la transferrine de la
poule par une série allélique.

MATERIEIL, ET METHODES

Matérie. animal

Les géniteurs utilisés dans les tests d’allélisme proviennent des troupeaux que nous avons dé-
crits dans la premiére partie de cette étude (CROIZIER, 1966).

Méthodes

Les animaux étudiés proviennent de croisements de premitre génération (F,) de croisements
de seconde génération (F,) et de croisements de retour (Back-cross). Le pedigree de chaque oiseau est
connu.

Le génotype de chaque reproducteur est identifié par 'analyse de la transferrine sérique. Cette
identification est confirmée chez les poules reproductrices par I’analyse systématique de la trans-
ferrine de I’albumen (conalbumine). L’électrophorése du vitellus a été effectuée chez un nombre
plus limité de sujets.

L’étude des croisements est réalisée en prélevant du sang soit chez les poussins d’un jour soit
chez les poulets de huit semaines. Pour les premiers, le sang est prélevé 4 la seringue, dans la veine
jugulaire, pour les seconds dans la veine alaire. L’examen de la conalbumine est effectué le plus t6t
possible pour chaque poulette conservée jusqu’a I’age de I’entrée en ponte.

Techniques d’analyse des transferrines

L’électrophorése en gel d’amidon selon KRISTJANSSON (1963) a été utilisée selon les modalités
décrites dans une autre publication (CROIZIER. 1967).

Transferrine sérique

Aprés séparation électrophorétique des protéines sériques, la transferrine est identifiée par
autoradiographie (**Fe), puis révélée sur le méme gel par un colorant des protéines. La superposition
des bandes de transferrine révélées par ces deux procédés localise cette protéine sur I’électrophoré-
gramme. Par la suite, il est possible d’exploiter les électrophorégrammes sans avoir recours aux auto-
radiographies.

Transferrine du vilellus
L’insertion dans le gel des protéines du vitellus, présente quelques difficultés. Nous avons utilisé

la technique de STRATIL et VALENTA (1966), et obtenu d’aussi bons résultats avec du papier What
man n° 3 qu’'avec le papier Whatman n® 1 utilisé par ces auteurs, ‘
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La transferrine du vitellus n’a pas été révélée par autoradiographie mais repérée sur 1’électro-
phorégramme en juxtaposant des échantillons de vitellus et de sérum du méme individu ou de sujets
de méme génotype.

Conalbumine

Elle a été étudiée par les mémes techniques que la transferrine sérique. La fraction la plus abon-
dante de cette protéine est en outre directement visible dans le gel, sans aucune révélation, grice
4 la coloration saumon du complexe qu’elle forme avec le fer. La détermination du type génétique
peut s’effectuer de cette manidrs une heurs aprés le début de 1’électrophorése avec les variants que
nous possédons.

RESULTATS

I’ensemble des résultats des tests d’allélisme est condensé dans le tableau 1.
La partie gauche de celui-ci indique la nature du croisement et le nombre global
de géniteurs participant au test. La partie droite indique la répartition des phéno-
types dans les descendances de chaque type de croisement.

~

1° Considérations préliminaives

En accord avec ’hypothése 4 vérifier et la nomenclature généralement admise
pour la transferrine dans toutes les espces, nous utilisons les symboles T4, Tf®,
Tfe pour les alléles et les symboles Tf. A, Tf. AB etc. pour les phénotypes.

Il existe une concordance exacte entre les variants de la transferrine étudiée
dans les trois humeurs : sérum, vitellus et albumen, Le génotype d’une poule en
ponte peut étre obtenu par 1’étude de I'une quelconque de ces humeurs.

2° Description des phénotypes
Transferrine sérique.

Quel que soit le phénotype Tf. A, Tf. B ou Tf. C (fig. 1) la transferrine se divise
au cours de I'électrophorése en deux fractions formant deux bandes distinctes, une
bande rapide et une bande un peu plus lente quantitativement plus faible. Nous
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F16. 1. — Protéinogramme des variants de la transfervine sévigue
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attribuons les indices 1 et 2 respectivement a la bande rapide et & la bande lente de
chaque variant. Les bandes A, et B, d’une part, By et C,, d’autre part, possédent
la méme mobilité de sorte que les phénotypes Tf. AB et Tf. BC sont caractérisés par
Iexistence de trois bandes (fig. 1) & savoir (A;, A; + B,, B,) et (By, B, 4 C;, Cy).
Dans le cas du phénotype Tf. AC (fig. 1) il existe quatre bandes A,, A,, C, et C,.

Ces 2, 3 ou 4 bandes s’observent sans difficulté par révélation autoradiogra-
phique. La révélation par coloration des protéines est un peu plus délicate. Les bandes
A, et C, sont quelquefois masquées partiellement ou en totalité par des globulines
de mobilité voisine. Cependant les bandes de transferrine sont bien délimitées et
tranchent sur les globulines voisines plus hétérogénes.

Transfervine du vitelius.

La description est identique & la précédente. Le phénotype Tf. C n’a pas été
étudié. Les sujets Ti¢/Tf® proviennent de F, et ne sont pas en 4ge de pondre.

Transferrine de U'albumen : conalbumine.

Les cinq phénotypes (le phénotype Tf. C est absent pour la raison énoncée au
paragraphe précédent) sont représentés dans la figure 2.

®

©

TfA T8 Tf.AB Tf.8C Tf. AC
F16. 2. — Protéinogramme des varianis de la transferrine de Dalbumen (conalbumine)

La conalbumine posséde comme la transferrine sérique une hétérogénéité élec-
trophorétique. Elle comporte une bande ou fraction majeure en avant de laquelle
on distingue plusieurs bandes d’épaisseur moindre. La fraction majeure de la trans-
ferrine de I'albumen peut occuper trois positions dans I'électrophorégramme selon
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I'allele dont elle dérive. Ces trois positions sont visibles sur la figure 2. L’autora-
diogramme (fig. 3) situe également les trois emplacements possibles pour la
fraction principale de la transferrine ; ce document montre la mobilité électropho-
rétique des fractions mineures de cette protéine.
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Fi1c. 3. — Autoradiogramme (%° Fe) de quélques variants de la conalbumine

30 Test d’allélisme

Les 1 339 individus issus des 13 croisements décrits dans le tableau 1 possédent
des génotypes compatibles avec ’hypothése de la série triallélique.

La croisement I Tf. AB X Tf. BC est le premier dans lequel les trois alléles sont
présents. Chez les descendants, on identifie les quatre phénotypes théoriquement
possibles. Les proportions observées ne différent pas significativement des propor-
tions mendéliennes.

Les croisements 2 et 3 sont des F, du croisement 1. Les descendants se répar-
tissent dans les trois cases prévues du tableau 1. Les proportions génotypiques s’écar-
tent de fagon appréciable des proportions mendéliennes. On peut noter le faible
nombre d’individus Tie/Tfe,

Les croisements 4, 5 et 6 sont des back-cross. Le croisement 4 fait en particulier

Annales de Biologie animale, — 1967, 5
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intervenir les deux mutants Tf* et Tf° Pour ces trois croisements les proportions
mendéliennes sont respectées.

Les croisements 7 a 13 ne font intervenir que les alléles Tf4 et T8, Les résultats
sont conformes 4 ceux attendus dans I'’hypothése de deux alléles codominants. Il
convient de noter I'excés de génotype T 4/TfP dans le croisement g.

DISCUSSION ET CONCLUSIONS

Critiques des technigues et influence du fer
sur la mobilité électrophorétique des transfervines

La transferrine posséde la propriété fonctionnelle de fixer le fer d’une maniére
réversible, ce qui nous permet de la repérer par autoradiographie du **Fe quiluiest
lié, L’étude des variants génétiques de cette protéine par ce seul procédé serait
incompléte. Seuls les variants fonctionnellement actifs se révélent lors des autora-
diographies qualitatives, aprés dispersion électrophorétique des protéines en gel. La
coloration générale des protéines représente un procédé complémentaire d’étude
puisqu’il révéle tous les types de transferrine synthétisée. La comparaison des résul-
tats de ces deux techniques de révélation permet de dresser1'inventaire des variants
de transferrine que I'on peut différencier par 1’électrophorése et de préciser s’ils sont
fonctionnellement actifs. 1’étude présente montre que les alléles Tfs, T et Tic
controlent la synthése de chaines polypeptidiques fonctionnellement actives. I’em-
ploi du **Fe n’a pas été systématique, mais nous avons utilisé cette technique pour
analyser des sérums et des albumens contenant des transferrines de tous les géno-
types connus. I’ affinité plus ou moins grande des diverses variétés de transferrine
pour le fer n’est pas envisagée dans cette étude. Cependant toutes les fractions de
transferrine sont capables de complexer du fer ; nous n’avons pu déceler de trans-
ferrine fonctionnellement inactive.

L’hétérogénéité électrophorétique de la transferrine, commune aux variants
génétiques, ne peut s’expliquer par une hétérogénéité de teneur en fer ; c’est-a-dire
par la présence ou I'absence de ce métal au niveau des sites de fixation sur la protéine.
Le taux de saturation en fer de la transferrine n’intervient pas ; en effet I’addition
de 5Fe ne modifie pas les mobilités électrophorétiques dans nos conditions expéri-
mentales. Chacune des bandes du doublet de transferrine contient du fer. Aasa
et al. (1963) et A1SEN, LEIBMAN, REICH (1966) montrent que le fer est 1ié A la protéine
en deux sites distincts auxquels correspondent deux constantes d’association de
grandeur voisine. Ces mémes auteurs ont montré que la conalbumine présente des
caractériques identiques. FEENEY et al. (1960) indiquent 'étroite parenté de struc-
ture des conalbumines chez les Oiseaux. La transferrine sérique de pintade se pré-
sente dans les électrophoréses sous la forme de trois bandes révélées par autora-
diographie (CROIZIER, 1967). L’existence de ces trois bandes ne peut s’expliquer
entiérement par des différences de saturation en fer si 'on admet que les molécules
de transferrine chez cet oiseau possédent seulement deux sites de fixation avec ce
métal.
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Dans le sérum humain, Yosaioka, Fujym, ITo (1966) ont pu cependant diffé-
rencier en gel de polyacrylamide I’apo-transferrine dépourvue de fer et la transferrine
qui en contient, BAKER (1066) observe également chez la poule domestique un accrois-
sement de la mobilité électrophorétique de la conalbumine par adjonction de fer au
blanc d’ceuf. Utilisant une autre technique, nous n’avons pas observé de telles diffé-
rences ; dans nos conditions expérimentales I'hétérogénéité électrophorétique est
indépendante de la teneur en fer de la protéine.

La signification des bandes multiples contrélées par chaque alléle de transfer-
rine, chez diverses espéces, n'est pas connue. Les travaux de WirLriams (1962 b)
suggeérent que 1’hétérogénéité de la transferrine est liée a celle de la fraction gluci-
dique de cette protéine.

Les différences de mobilité entre les variants de la transferrine doit étre attribuée
3 la fraction polypeptidique de la molécule de transferrine puisque le doublet de
bandes est affecté par la mutation. La séquence des acides aminés des différents
variants n’est pas encore connue.

Critique des résultats

Les croisements Tf. A x Tf. BC; Tf.B x Tf. AC et Tf. C x Tf. AB ainsi
que les croisements réciproques n'ont pas été réalisés pour des raisons matérielles.
Les autres tests d’allélisme entrepris conduisent a des résultats conformes & 1’hypo-
thése de la série triallélique. Le génotype Tf9/Tf¢ semble posséder une valeur sélec-
tive assez faible si I'on en juge par les écarts aux proportions mendéliennes observés
dans les croisements 2 et 3 du tableau 1.

L’excés de Tf. AB dans le croisemenr Tf. AB x Tf. AB n’a pas requ d’explica-
tion. OGDEN et al. (1962) indiquent pour ce méme croisement des proportions plus
voisines des proportions théoriques.

Comparaison d’alléles et nomenclature

L'identité établie entre alléles trouvés dans des populations isolées différentes
conserve un caractére provisoire, en I’absence d'une vérification directe.

Plusieurs auteurs aprés OGDEN et al. (1962) ont rapporté l'existence d’alléle
Tf: et considéré I'alléle Tf® comme « alléle sauvage ». STRATIL (1966) et CROIZIER
(1966), le premier a partir de poules Cornisk, le second sur des poules Marans trouvent
un nouvel alléle qu'ils appellent T Il semble que les expressions phénotypiques
des divers alléles Tf4, Tf® et Tf° soient respectivement les mémes, ce qui justifie
la nomenclature adoptée dans ce mémoire.

BakER (communication personnelle) a observé un quatriéme variant de trans-
ferrine. 11 semble que celui-ci soit le plus lent de la série.

CONCLUSION

Les tests d’allélisme entrepris dans cette étude confirment le contrdle du poly-
morphisme de la transferrine chez la poule par une série allélique au locus Tf. Les
données bibliographiques permettent actuellement de dénombrer au minimum quatre
alléles connus dans cette série.
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Il se confirme que le méme géne permet la synthése d’une fraction protéique
commune qui entre également dans la composition de la transferrine et de 1a conal-
bumine (ovotransferrine). Les mémes processus concernent d’autres espéces d’oi-
seaux : faisan, oie et canard. Chez la poule, les alleles TfA, Tf®, T de la série Tf
controlent la biosynthése de ces deux protéines.

Regu pour publication en mars 1567

SUMMARY

BIOCHEMICAL POLYMORPHISMS IN THE DOMESTIC FOWL

II. GENETIC CONTROL OF TRANSFERRIN POLYMORPHISM.

An investigation on the Hen’s transferrins was undertaken by means of electrophoretic ana-
lysis of serum, albumen and egg yolk. These proteins were traced by %°Fe autoradiography or
amide-black colouring.

The three genetic variants previously described (CROIZIER, 1966) were studied. Figure 1 shows
the different genetic variants of serum transferrin as they appear in starchgel (KRISTJANSSON’S
method, 1963). Figure 2 shows the variants of conalbumin. The specific binding of iron to the trans-
ferrin entitled its characterization by 5*Fe autoradiography. Figure 3 shows and autoradio-dia-
gram of some genetic variants of conalbumin.

A genetic analysis showed that the transferrin variants are controlled by a number of alleles.
The results of allelic tests are tabularized in table 2.

Our TfA and Tf¢ alleles are respectively identified with the TfA allele described by OGDEN and
al. (1962) and the Tic allele described by CroIZIER (1966) and STRATIL (1966). A fourth variant was
discovered by BAKER (personal communication), but was not observed during our investigation.

The TfA, Tfe and Tfc alleles of the Tf structure locus are responsible for the biosynthesis
of the variants of serum transferrin, conalbumin and yolk transferrin.

The variants of albumen transferrin can be quickly traced as follows : starch-gels are to be
examined one hour after the beginning of electrophoretic fractionation. The main part of conal-
bumin appears as a pink stripe in different positions according to the variants.
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