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RÉSUMÉ

Le syndrome de stress chez le porc est dû à une mutation ponctuelle au niveau du gène Ryr1 codant 
pour le récepteur à la ryanodine.  Ce syndrome se manifeste par une mortalité suite à des conditions de 
stress ou par une viande de mauvaise qualité.  Nous avons détecté le génotype de cette mutation chez 
505 individus pris dans 5 filières porcines belges.  Ce génotypage a été réalisé par  Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length Polymorphism  (PCR-RFLP) ou par PCR en temps réel.  Les résul-
tats indiquent que 22,4 % des porcs sont sensibles au stress (génotype TT) et que 77,6 % des porcs sont 
résistants (63,4 % de génotype hétérozygote CT et 14,2 % de génotype CC).  Une étude statistique permet 
de séparer les filières en deux groupes : les filières 1 et 2 présentent un taux élevé en individus TT (44 % 
et 52 % respectivement) alors que les filières 3, 4 et 5 présentent un taux élevé d’individus hétérozygotes 
(74  %, 92 % et 72 % respectivement).

D’un point de vue technique, la PCR en temps réel s’est révélée être une technique de choix par sa rapidité 
et sa facilité de mise en œuvre par rapport à la PCR-RFLP.

ARTICLE ORIGINAL

1. Introduction

La génétique du stress chez le porc 
est dominée par le syndrome de stress 
aigu, aussi connu comme le syn-
drome de stress porcin (Porcine Stress 
Syndrom ou PSS) ou l’hyperthermie 
maligne.  PSS est caractérisé, chez les 
individus sensibles, par des contractu-
res intenses des muscles squelettiques 
avec de l’acidose métabolique et une 
élévation de la température corporelle 
suivie fréquemment d’une mort rapide 
(Britt, 1991).  Ce syndrome est pro-
voqué par des stimuli de stress variés, 
comme la manipulation et le transport 
mais également l’inhalation d’anesthé-
siques comme l’halothane.  Les pertes 
économiques majeures ne résident pas 
seulement des morts subites dans les 
situations de stress, mais aussi dans 
l’apparition de viande PSE (Pale Soft 
Exudative) qui est une manifestation 
post mortem de ce syndrome, expli-

quée par une diminution trop rapide 
du pH du muscle, surtout associé à 
une hyperthermie.  Après l’abattage 
de tout animal, le métabolisme mus-
culaire est profondément modifié.  
L’acide lactique provenant de la gly-
colyse s’accumule dans le tissu mus-
culaire.  Il s’ensuit une acidification 
progressive du muscle, traduite par la 
diminution du pH jusqu’à une valeur 
ultime de 5,5 à 5,8. L’amplitude et 
la vitesse de chute du pH détermi-
nent de façon importante les qualités 
organoleptiques et technologiques de 
la viande.  Le stress peut modifier 
ce processus post mortem et générer 
l’apparition de viandes « pisseuses » 
ou PSE.  Ces viandes sont de couleur 
pâle, molles et humides.  Un pH infé-
rieur à 5,6, mesuré dans l’heure qui 
suit l’abattage, est un indicateur de 
la viande PSE (Sellier, 1998).  Une 
viande PSE est très difficilement valo-

risable, ce qui  entraîne des pertes 
économiques lors de sa commerciali-
sation sous forme fraîche ou lors de sa 
transformation. 

La fréquence des animaux susceptibles 
au stress varie en fonction des races.  
L’incidence des phénotypes PSS et PSE 
est plus importante dans les races expri-
mant une masse musculaire importante. 
Le locus RYR1 est d’ailleurs mis en rela-
tion avec des rendements à l’abattage et 
des pourcentages  en viande plus élevés.  
Ainsi, l’incidence PSS et PSE  est la 
plus élevée chez le Piétrain et est éga-
lement, fréquente chez le Yorkshire, le 
Poland China, le Duroc et le Landrace.  
La susceptibilité au stress est liée aux 
mouvements des ions calcium dans la 
membrane du réticulum sarcoplasmi-
que. L’ouverture du canal est facilitée et 
la fermeture est inhibée. 
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Le gène du récepteur ryanodine 
(Ryr1) qui est uniquement exprimé 
dans les muscles squelettiques a été 
localisé sur le chromosome humain 
19 (MacKenzie et al., 1990).  Chez 
l’homme (MacLennan et al., 1990), 
certaines mutations de ce gène sont 
responsables l’hyperthermie maligne 
(l’équivalent humain du PSS).  Le 
locus de l’hyperthermie maligne por-
cine (ou PSS), le locus hal (Davies 
et al., 1988) et le gène Ryr1  ont été 
localisés sur le chromosome 6 porcin 
dans une région qui est homologue au 
chromosome humain 19, suggérant la 
liaison entre PSS et Ryr1.  En fait, la 
maladie résulte d’une mutation ponc-
tuelle du gène Ryr1 situé sur le chro-
mosome 6 codant pour le récepteur 
ryanodine qui est une pompe à cal-
cium assurant le maintien du gradient 
ionique transmembranaire.  Dans une 
comparaison de séquences d’ADN du 
récepteur ryanodine isolé d’un piétrain 
stress sensible et d’un Yorkshire stress 
résistant, Fujii et collaborateurs (1991) 
montrèrent d’une part qu’il n’y avait 
pas de délétion ou de mutation non-
sens et d’autre part que 18 mutations 
ponctuelles (SNP : Single Nucleotide 
Polymorphism) étaient présentes.  Une 
seule de ces mutations (remplacement 
d’une cytidine  par une thymidine à la 
position 1843) induisait une modifica-
tion de la séquence en acides aminés 
(substitution d’une arginine en posi-
tion 615 en une cystéine (R615C)).  
Une étude sur 182 porcs a permis de 
corréler la mutation à la maladie (Fujii 
et al., 1991).

Jadis, la sélection des animaux homo-
zygotes sensibles était basée sur leur 
réponse au test halothane (Allen et al., 
1970).  Le syndrome PSS peut être 
provoqué par une exposition courte au 
gaz halothane, un agent anesthésique.  
Les animaux récupèrent si l’adminis-
tration du gaz est arrêtée dès l’appa-
rition des premiers symptômes.  Les 
études basées sur la réactivité à l’ha-
lothane montrèrent le caractère réces-
sif de la transmission (Ollivier et al., 
1975).  Le locus responsable fut bap-
tisé HAL (Andresen et Jensen, 1977), 
avec deux allèles N (normal, domi-
nant), n (sensible, récessif) (Sellier, 
1998). Les porcs halothane positifs 
ont des carcasses plus lourdes, plus 
courtes et plus maigres que les porcs 
Halothane Négatifs.  La sensibilité à 
l’halothane induit une accélération de 
la chute du pH musculaire post mor-
tem.  

L’usage du test à  l’halothane est  con-
traire au bien-être animal et ne peut 
s’appliquer qu’à l’animal vivant.  

La disponibilité de tests moléculai-
res pour identifier la mutation cau-
sale (Otsu et al., 1992 ; Rempel et al., 
1993 ;  Nakajima et al., 1996) rend 
possible le contrôle de filières porci-
nes afin d’éliminer la mutation.

Dans un premier temps, nous 
avons détecté la mutation dans le 
gène Ryr1 par « Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment Length 
Polymorphism » (PCR-RFLP)  chez 
505 porcs provenant de 5 filières dif-
férentes.  La PCR-RFLP est une tech-
nique fastidieuse, c’est pourquoi, dans 
un second temps, nous avons validé 
une nouvelle méthode de détection de 
la mutation liée au stress porcin par 
PCR en temps réel.

II. Matériel et méthodes

1.1. Echantillons

Un total de 505 porcs issus de 5 filiè-
res porcines différentes a été étudiés.  
Ils ont été abattus dans 5 abattoirs 
belges (Aubel, Ath, Liège, Mouscron, 
Fléron).  Un échantillon du muscle 
(longissimus dorsi) a été prélevé sur 
chaque porc lors de la découpe.  Les 
filières porcines sont identifiées par 
des chiffres de 1 à 5.  Les filières 1 à 4 
respectent un cahier de charges strict.  
Au niveau génétique, les filières 1 et 
2 utilisent des animaux résultant du 
croisement de races Landrace, Large 
White ou Piétrain ou appartenant à 
une de ces races pures. La filière 3 

respecte un cahier des charges fai-
sant mention de la sélection spécifi-
que d’individus résistants au stress.  
La filière 4 interdit l’utilisation de 
porcs de race Hampshire et de croise-
ments avec cette race. Enfin, la filière 
5 ne respecte aucun cahier des char-
ges, il s’agit d’individus appartenant 
à la population témoin (absence de 
cahier de charges). Dans un souci de 
confidentialité le nom des filières ne 
sera cependant pas révélé (Leroy et 
Clinquart, 2001).

Dix milligrammes de tissus sont uti-
lisés pour extraire l’ADN génomique 
(Wizard SV genomic kit, Promega).  
La concentration de la solution d’ADN 
est évaluée par mesure de l’absorbance 
à 260 nm.

1.2. Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment 
Length Polymorphism

En partant de la séquence du gène 
Ryr1 (code d’accession dans Genbank 
X68247) et en utilisant le logiciel 
oligo6 (Medprobe), les amorces oligo-
nucléotidiques suivantes furent sélec-
tionnées: Ryr1576: cgcaagtgccctca-
cacc et Ryr1814: cattcaccggagtggagtct 
(figure 1).  Le mélange de PCR (20 μl) 
fut le suivant : 2 μl de tampon 10 X 
(500 mM KCl, 15 mM MgCl2, 100mM 
Tris-HCl, pH 9), 2 μl de dNTPs 2mM, 
2 μl d’ADN (10 à 100 ng), 0,2 μl 
de  Taq DNA polymerase (Amersham 
Biosciences), 0,2 μl de chaque amorce 
(40 pmol ml-1) et 13,2 μl d’eau ultra-
pure.  Les conditions suivantes d’am-
plification furent appliquées : 1X 
(94°C pendant 5 min), 40 X (94°C 
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Figure 1
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Figure 1. Séquence du gène Ryr1 

La mutation (Y) est surlignée en noir.  Les amorces de PCR sont indiquées par des flèches.  La séquence des son-
des allèles-spécifique est soulignée.  Les sites de restriction Hin6I (GCGC) et Alw21I (GWGCWC) sont indiqués.
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30 sec., 58°C 30 sec., 72°C 60 sec.), 
1 X (72°C pendant 4 min), dans un 
thermocycleur (Mastercycler gradient 
Eppendorf). Le fragment de 258 paires 
de bases (pb) fut ensuite soumis à une 
restriction enzymatique. Dix microli-
tres du produit de PCR ont été digérés 
par une unité d’ Hin6I (GCG ↓C) ou 
une unité d’Alw21I (GWGCW↓C) en 
suivant les recommandations du fabri-
quant (MBI Fermentas). L’enzyme 
Hin6I clive l’ADN quand l’allèle C 
est présent et l’enzyme Alw21coupe 
l’ADN quand l’allèle T est présent.  La 
longueur des fragments de restriction 
générés était respectivement de 92 et 
166 pb.  La méthode décrite ci-dessus 
a été accréditée par Beltest (procédure 
P13/I501.1 du 13/09/2001). 

1.3.  Polymerase Chain Reaction 
en temps réel

Les amorces de PCR et les sondes 
ont été choisies en utilisant le logiciel 
Primer express (Applied, Biosystems)  
: Ryr1-169F: gacccctaggtgctggatgtc; 
Ryr1-295R: tgaggtttgtctgcaagcagaag; 
Ryr1-a: FAM-TGGAGCaCACGGC-
NFQ-MGB;  Ryr1 -g :  VIC-
TGGAGCgCACGGC-NFQ-MGB 
(NFQ: Non Fluorescent Quencher ; 
MGB : minor groove binder).  La 
réaction de PCR en temps réel a été 
réalisée en utilisant le tampon du 
fournisseur (TaqMan master Mix 
2X concentré, Applied Biosystems), 
des amorces de PCR (900 nM) et les 
sondes allèles-spécifiques (200 nM).  
Sur l’appareil de PCR en temps réel  
(ABI7000, Applied Biosystems), le 
protocole standard a été appliqué (1 X 
50°C durant 2 min. ; 1 X 95°C durant 
10 min.  et 40X (95°C  15 s, 60°C 1 
min)). 

1.4. Statistiques  

Les tests d’indépendance (table de 
contingence et calcul de  χ2) ont été 
réalisés grâce au logiciel Instat 2.01 
(Graphpad Software).

III. RESULTATS

1.1. Polymerase Chain 
Reaction-Restriction Fragment 
Length Polymorphism

L’ADN génomique a été extrait à partir 
des tissus porcins, amplifié par PCR et 
analysé par restriction  et électrophorèse.  
Les résultats obtenus pour les 505 indi-
vidus sont résumés à la figure 2 en fonc-

tion des différentes filières.  Si on prend 
les résultats globalement, on obtient 
22,4  % d’individus stress sensibles pré-
sentant le génotype homozygote TT et 
77,6 % des individus résistants au stress, 
avec 63,4 % d’individus hétérozygotes 
CT et 14,2 % d’individus homozygote 
CC. La fréquence génique de l’allèle C 
vaut : 45,9 %, la fréquence de l’allèle T : 
54,1 %.  Les fréquences génotypiques 
théoriques sont 21,07 % pour le géno-
type CC, 29,27 % pour le génotype TT 
et 49,66  % pour le génotype CT.  Une 
analyse statistique (χ2 = 3,93) indique 
que l’équilibre d’Hardy-Weinberg est 
respecté (P = 0,22).  Afin de savoir si la 
répartition des génotypes était identique 
pour les différentes filières, nous avons 
réalisé un test d’indépendance entre 
les génotypes et les filières . Celui-ci a 
montré que ces deux critères étaient liés 
(χ2 = 145,33; P < 0,0001). Il y a donc 
un effet de la filière sur la répartition des 
génotypes.

C’est pourquoi, nous avons poussé 
l’analyse en réalisant des tests d’indé-
pendance entre les filières prises deux 
à deux.  Les résultats indiquent que les 
filières 1 et 2 diffèrent peu

(χ2 = 6,045; P = 0,049)  c’est-à-dire 
qu’elles présentent des distributions de 
génotypes semblables alors que les filiè-
res 3, 4, 5 ne peuvent être distinguées 
quant à leur distribution génotypique.  
Par contre, la comparaison entre les 
filières 1 et 2 et les filières 3, 4 et 5 
révèle une différence hautement signi-
ficative (χ2 = 16,2 ;  P = 0,0028).  En 
effet, si on regarde les chiffres de la 
figure 3, on constate que les filières 1 
et 2 présentaient un taux élevé (44 % 

et 52 %, respectivement) d’individus 
arborant un génotype homozygote TT 
sensible au stress alors que les filières 3, 
4 et 5 montraient surtout des individus  
stress résistants (74 %, 92 % et 78 % 
respectivement)  présentant un génotype  
hétérozygote CT alors que la propor-
tion d’individus sensibles au stress (TT) 
était faible (< 12 %). Au sein du groupe 
3,4,5, les filières 3 et 5 sont les plus 
proches (P > 0,5) en ce qui concerne la 
fréquence des 3 génotypes.

1.2.  Real Time Polymerase chain 
reaction 

La technique de PCR-RFLP est lon-
gue et fastidieuse.  Elle se prête assez 
mal à l’automatisation et au traitement 
de nombreux échantillons.  C’est pour-
quoi un test de PCR en temps réel a 
été développé pour détecter la mutation 
liée au syndrome de stress chez le porc.  
Seize individus de chaque génotype 
(CC, CT et TT) déterminé par la techni-
que de PCR-RFLP ont été sélectionnés.  
L’ADN de ces individus a été analysé 
par PCR en temps réel en utilisant une 
sonde spécifique de la mutation T et 
une sonde spécifique de la mutation C.  
Les résultats sont présentés  à la figure 
3.  Nous avons établi qu’ils coïncident 
en tout point à ceux obtenus par PCR-
RFLP.  On en conclut que la technique 
de PCR en temps réel est  une techni-
que adéquate pour déterminer le géno-
type de la mutation liée au syndrome de 
stress chez le porc. 
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Figure 2
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Figure 2. Répartition des génotypes par filière

La répartition des différents génotypes (CC, CT, TT) par filière (1 à 5) est représentée graphiquement en pourcen-
tage et sous forme de tableau en valeurs absolues.
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IV. DISCUSSION

Le syndrome de stress chez le porc est 
responsable de morts subites et d’une 
mauvaise qualité de la viande (carac-
tère PSE).  Dès lors, il est important 
d’identifier les animaux sensibles au 
stress. Cette maladie est due à une 
mutation ponctuelle au niveau du gène 
Ryr1. Le phénotype de sensibilité au 
stress ne s’exprime que si le génotype 
de l’individu est homozygote TT. 

Etant donné les conséquences néga-
tives tant d’un point de vue sanitaire 
(mortalité aiguë) que d’un point de 
vue de la qualité technologique de 
la viande, il était intéressant de ren-
dre compte du pourcentage de porcs 
sensibles ou résistants au stress dans 
notre échantillonnage de porcs.

Le génotype de 505 porcs appartenant 
à 5 filières belges a été déterminé.  
Les résultats mettent en évidence le 
fait qu’il existe encore actuellement 
un pourcentage élevé de porcs sen-
sibles au stress, près de 22,4 % dans 
notre étude.  De plus, des différences 
significatives ont été observées entre 
filières puisqu’au sein des filières 1 
et 2, près de 50 % des porcs étaient 
sensibles au stress.  De tels pourcen-
tages peuvent sans doute s’expliquer 
par le fait que le porc Piétrain belge, 
naturellement sensible au stress, est 
souvent utilisé en croisement terminal 
du fait de sa conformation exception-
nelle et de son excellent rendement en 

viande maigre.  Afin d’augmenter la 
proportion de porcs « stress négatifs », 
il semble intéressant d’effectuer des 
croisements avec des lignées maternel-
les « stress négatif » (homozygotes).  
Enfin, l’utilisation du verrat Piétrain 
ReHal (résistance à l’halothane) est 
également intéressante en raison de 
sa résistance au stress et de ses gran-
des qualités de carcasse (Leroy et al., 
1999).  D’autant plus que la nouvelle 
lignée créée après plusieurs croise-
ments (Porc Fleuri) possède un pour-
centage en muscle semblable à celui 
du porc Piétrain sensible au stress.  

En outre, parmi les 77,4 % porc 
résistants au stress, la grande majo-
rité (63,4%) sont des individus hété-
rozygotes (CT).  Ce pourcentage est 
important à noter puisqu’en général 
les porcs hétérozygotes présentent des 
qualités de viande intermédiaires entre 
les porcs homozygotes sensibles au 
stress et les homozygotes résistants. 

Si les résultats sont analysés d’un 
point de vue des filières, on constate 
que les filières 1 et  2  d’une part et les 
filières 3, 4 et 5 d’autre part, forment 
deux groupes distincts.  Le premier 
groupe est caractérisé par une propor-
tion importante d’individus présentant 
un génotype de sensibilité au stress 
(> 45 %) ce qui d’un point de vue du 
risque de pathologie et de la qualité 
de la viande est un réel problème.  Par 
contre l’autre groupe présente un fai-

ble pourcentage d’individus sensibles 
au stress (< 12 %).  De plus dans ce 
groupe se trouve la filière 3 qui s’est 
engagée dans son cahier de charge 
à garantir des individus stress résis-
tants. Avec 6 % d’individus sensibles 
au stress (TT), ils remplissent correc-
tement leur engagement. Cependant, 
les meilleurs résultats sont obtenus 
par la filière 4 avec seulement 3% 
d’individus sensibles au stress.  Ceci 
est sans doute lié à la génétique des 
reproducteurs utilisés. Dans la filière 
3, la génétique du Piétrain (sensible au 
stress) est très présente ce qui explique 
aussi le nombre important d’hétéro-
zygotes (CT).  Enfin, c’est la distribu-
tion de la  filière 3 qui se rapproche le 
plus de la distribution de la population 
témoin (filière 5).  Quoi qu’il en soit, 
cela ne remet pas en cause l’intérêt 
du cahier de charges dans les filières 
contrôlées dans la mesure où seul le 
critère de sensibilité au stress a été 
considéré dans cette étude.

Même si le gène de sensibilité à l’ha-
lothane est un des facteurs détermi-
nants pour l’incidence du caractère 
PSE, une série d’autres mesures 
sont à préconiser afin de minimiser 
cette anomalie.  L’instauration d’une 
période de repos avant l’abattage, le 
respect d’une mise à jeun, l’optimisa-
tion des techniques d’étourdissement 
et des conditions de transport en sont 
quelques exemples.

Quoi qu’il en soit, il est  important de 
connaître le génotype des reproduc-
teurs afin de déterminer le pourcen-
tage d’animaux sensibles au stress.  
Pour cela, il est nécessaire de déve-
lopper des techniques de génotypage 
performantes.

Deux techniques ont été utilisées pour 
détecter la mutation liée au stress 
chez le porc: d’une part la PCR-
RFLP qui est la première décrite 
mais qui est longue (PCR, restric-
tion, électrophorèse) et fastidieuse 
(manipulation de gels d’agarose avec 
coloration au bromure d’éthidium). 
La PCR en temps réel qui s’est déve-
loppée plus récemment permet grâce 
à l’utilisation de sondes spécifiques 
de détecter des mutations ponctuel-
les (Germer et al., 2000).  Cette tech-
nique est rapide car la détection est 
simultanée à l’amplif ication, elle 
permet de traiter un grand nombre 
d’échantillons (96 à 384) en une 
analyse et la productivité journalière  
est aussi beaucoup plus élevé qu’en 
PCR-RFLP.  Le problème majeur de 
la PCR en temps réel est le coût 
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Figure 3

Figure 3. Discrimination allélique

Après amplification par PCR en temps réel, la fluorescence associée à chaque allèle (C ou T) est mesurée.  Le 
graphique représente en abscisse la fluorescence associée à l’allèle C et en ordonnée la fluorescence associée à 
l’allèle T. Sur les 48 individus testés, trois populations se dégagent: les individus TT, les individus CC et les indivi-
dus CT. ▲ : génotype CT, ◆ : génotype TT, ● : génotype CC, ■ : contrôle négatif.



165

de l’appareillage (>  30 000 euros) 
et des réactifs (15 euros le génoty-
page). 
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SUMMARY

Porcine stress syndrome is 
related to a point mutation in 
Ryr1 gene encoding the ryan-
odin receptor.  This syndrome 
involves mortality after stress 
conditions or poor quality meat.  
Five hundred and five individu-
als among 5 Belgian production 
systems were genotyped.  This 
genotyping was performed by 
polymerase chain reaction-res-
triction fragment length polymo-
prhism  (PCR-RFLP) or real time 
PCR. The results indicated that 
22,4 % of the pigs were stress 

sensitive (TT genotype) and 77,6 
% stress resistant (63,4 % CT 
heterozygotes and 14,2 % CC 
genotype).  Statistical analysis 
allowed to split the production 
systems into two groups: the pro-
duction system 1 and 2 present-
ing a high level of TT individuals 
(44 % and 52 % respectively) 
although production systems 3, 
4 and 5 presented a high level of 
heterozygotes individuals (74 %, 
92 % and 78 % respectively).

At the technical level, real time 
PCR appeared to be a faster and 
an easier technique than PCR-
RFLP.
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