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RESUME

Un déficit énergétique en fin de gestation peut avoir des conséquences pathologiques
pour la mere. De plus, la croissance et le métabolisme foetaux peuvent étre altérés,
entrainant des adaptations physiologiques irréversibles chez la descendance. On parle
alors de programmation foetale.

Chez des chevres, une restriction alimentaire pendant le dernier tiers de gestation a
entrainé une diminution de leur prise de poids et une augmentation de la mobilisation de
leurs réserves corporelles et du temps passé a chercher leur nourriture.

Entre la naissance et 10 semaines, le métabolisme des chevreaux issus des chevres
restreintes a été peu modifié. Ces chevreaux, plus petits et plus légers a la naissance, ont
rattrapé leur retard de croissance dés la semaine suivante mais étaient moins gras que les
témoins. Aucune modification de leur comportement alimentaire et de leur réactivité
émotionnelle n’a été observée. Une interaction entre le sexe de la progéniture et la
restriction maternelle n’a pas été systématiquement démontrée.

Sur une période de deux ans, les femelles issues des chevres restreintes sont restées plus
légéres et avaient un état corporel réduit par rapport aux témoins. La réactivité de leur
axe corticotrope était augmentée, sans modification de leur réactivité émotionnelle. A 12
et 21 mois, leur ingestion spontanée était plus élevée que celle des animaux témoins.

Les effets d’une restriction maternelle pendant la gestation observés a la naissance chez
les jeunes chevreaux disparaissent rapidement. Des modifications du comportement
alimentaire apparaissent cependant a I’age adulte.
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ABSTRACT

Negative energy balance in late-pregnancy can cause pathological problems to the dams.
Moreover, foetal growth and metabolism can be impaired, resulting in permanent
physiological adaptations in the offspring. This is called foetal programming.

In goats, feed restriction during the last third of pregnancy reduced weight gain,
increased body reserve mobilization and increased the time they spent looking for feed.

Between birth and 10 weeks of age, the metabolism of kids born to feed-restricted dams
was only slightly modified. Although smaller and lighter at birth, they caught up the first
week after birth but their adipose tissue mass was lower than controls. Feeding behaviour
and emotional reactivity were not modified. An interaction between offspring sex and
maternal feed restriction was not systematically demonstrated.

Over two years of age, female kids born to feed restricted dams remained lighter and had
a lower body condition score than controls. The reactivity of their HPA axis was increased
while their emotional reactivity was not modified. At 12 and 21 months of age,
spontaneous feed intake was increased compared to controls.

The effects of maternal feed restriction during pregnancy observed in new-born kids
quickly disappeared. However, feeding behaviour was modified at adult age.
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Sigle frangais Sigle anglais Francais Anglais
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hormone adreno cortico trophic
ACTH , .
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AGNE NEFA acides gras non estérifiés non esterified fatty acid
AVP arginine vasopressine arginine vasopressin
CCK cholécystokinine cholecystokinin
CRH cortico-libérine cortico-releasing hormone
EM ME énergie métabolisable metabolizable energy
EN NE énergie nette net energy
ENL NEL énergie nette lactation net energy for lactation
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axe corticotrope ou axe L
) hypothalamic—pituitary—
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o adrenal axis
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UFV unité fourragére viande
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1. CONTEXTE

Dés les années 60, de nombreuses études chez les humains et les animaux ont montré
I'influence de l'environnement maternel durant la gestation sur la croissance de la
descendance (revue de McCance, 1962). Par la suite, des travaux chez ’lhumain ont fait
émerger l'idée de programmation foetale, c’est-a-dire qu’il existe un lien entre
environnement maternel et notamment nutrition maternelle pendant la gestation et
certaines maladies métaboliques et cardiovasculaires observées chez I'adulte (Barker et
Clark, 1997; Ravelli et al., 1998; Painter et al., 2005). Lorsqu’une perturbation a lieu
pendant des périodes critiques du développement telles que la vie feetale, les processus
métaboliques et physiologiques peuvent étre altérés de fagon permanente. On parle de
programmation métabolique (Waterland et Garza, 1999; Bertram et Hanson, 2002). Dans
les cohortes humaines, il a été montré que les enfants nés de femmes ayant subi la
famine de I'hiver 1944 pendant leur grossesse présentaient a I'age adulte plus de
pathologies métaboliques ou cardiovasculaires (Painter et al., 2005) que les enfants de
femmes n’ayant pas subi cette famine. Les conséquences de cette sous-nutrition
maternelle dépendent du moment d’exposition de la mere : I'exposition en début de
gestation augmenterait les risques d’obésité et de maladies cardiovasculaires;
I’exposition en milieu de gestation serait plutot associée a des problemes respiratoires et
rénaux et celle en fin de gestation influencerait le métabolisme du glucose (Painter et al.,
2005). Des observations similaires ont également été faites sur des modéles animaux
(rongeurs et moutons principalement) (Symonds et al., 2009).

Le terme sous-nutrition (« undernutrition » en anglais), utilisé chez I’humain et les autres
animaux, est défini comme un apport calorique insuffisant par rapport aux besoins
(Shetty, 2006). Chez les animaux d’élevage, les causes de cet apport insuffisant peuvent
étre une réduction de la quantité et/ou de la qualité des ressources alimentaires. En
régions arides et tropicales, les conditions climatiques peuvent limiter la croissance et
donc la disponibilité des fourrages (Chilliard et al., 1998). En région tempérée, les
conditions climatiques peuvent aussi étre a l'origine d’une sous-nutition : en Ecosse, les
brebis gestantes qui restent au paturage en hiver peuvent perdre jusqu’a 85% de leur
masse adipeuse sous-cutanée pendant la gestation et la lactation (Russel et al., 1968). De
plus, certains éleveurs rationnent les animaux en hiver en raison des colts alimentaires
élevés liés a 'utilisation de fourrages conservés (Doreau et al., 2000). L’alimentation étant
calculée en fonction du besoin moyen du lot et distribuée de fagon collective, certains
animaux peuvent recevoir un apport supérieur a leurs besoins et d’autres un apport
insuffisant (Chilliard et al., 1998). Pour les animaux conduits en lots, une compétition
sociale peut exister : les animaux de rang supérieur ont un acces prioritaire a I'auge par
comparaison avec des animaux en bas de la hiérarchie sociale (Conway et al., 1996). Chez
les petits ruminants, la prolificité augmente également les risques de sous-nutrition. En
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effet, plus le nombre de foetus est élevé, plus le prélevement en glucose de I'unité foeto-
placentaire est forte alors que la capacité d’ingestion de la mére diminue (Mercier et
Chartier, 2002). Ceci est particulierement vrai en fin de gestation chez les ruminants
laitiers, qui, de ce fait, se retrouvent en déficit énergétique (Gadoud et al., 1992). Enfin,
d’autres facteurs, tels que le manque d’eau, les maladies infectieuses, le parasitisme
gastro-intestinal ou un temps excessif passé a rechercher de la nourriture ont un impact
négatif sur les quantités ingérées (Doreau et al., 2000).

Les conséquences a long terme de la sous-nutrition maternelle pendant la gestation chez
I"humain ou le rat sont également présentes chez le petit ruminant : la croissance, le
métabolisme glucidique, le systeme cardiovasculaire et le comportement peuvent étre
affectés. Ces effets sont détaillés dans la partie 4 de ce chapitre. Ces conséquences
dépendent principalement du moment (Sinclair et Singh, 2007), de la durée (McCrabb et
al., 1992b), de I'intensité de la sous-nutrition (Russel et al., 1977) et de la race (Burt et al.,
2007).

En revanche, les conséquences de la sous-nutrition maternelle sur le comportement de la
descendance ont été trés peu étudiées chez les ruminants (voir partie 4, chapitre 1).
Pourtant, les modifications du métabolisme et du tissu adipeux observées chez la
descendance pourraient étre liées a une modification du comportement alimentaire. En
effet, des expériences de restrictions protéiques maternelles chez la rate, pendant toute
la durée de la gestation, ont entrainé, chez les descendants ayant le choix de
I'alimentation, une augmentation de la consommation de nourriture enrichie en lipides
associée a une plus forte adiposité (Bellinger et al., 2004; Orozco-Sélis et al., 2009).
Lorsque la restriction était limitée a la fin de la gestation, les rates issues de meres
restreintes consommaient moins du régime riche en lipides par rapport aux témoins
(Bellinger et Langley-Evans, 2005). Cette hypophagie des femelles issues de meres
restreintes en fin de gestation était retrouvée lorsqu’elles étaient soumises a un régime
alimentaire classique (Bellinger et al., 2006).

Les données disponibles chez le mouton et la chévre au début de cette these avaient
montré des modifications physiologiques, morphologiques et métaboliques de la
progéniture suite a une restriction alimentaire de la mére en fin de gestation (Alexander,
1978; Koritnik et al., 1981; Oliver et al., 2001; Husted et al., 2007) mais les données
comportementales étaient rares. Une étude avait mis en évidence une diminution de la
consommation moyenne de lait chez des agneaux issus de brebis restreintes en fin de
gestation par rapport a des agneaux témoins (Geraseev et al., 2006). Une autre étude
chez le mouton sevré n’avait pas trouvé de différence d’ingestion entre les animaux issus
de meres restreintes en fin de gestation et des témoins (Sibbald et Davidson, 1998).
Depuis, une seule étude a montré des effets sur le comportement des chevreaux aprées
restriction alimentaire pendant la seconde moitié de la gestation: a la naissance, les
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chevreaux issus de chevres restreintes se levaient et atteignaient plus tardivement la
tétine. lls étaient aussi moins actifs 12h heures plus tard par rapport aux chevreaux
témoins (Terrazas et al., 2009). Les études sur le comportement alimentaire et en
particulier a long terme, étaient donc peu nombreuses.

2. OBJECTIFS DE LA THESE

Les objectifs de cette theése étaient d’étudier les effets d’une restriction alimentaire
maternelle pendant le dernier tiers de gestation sur le comportement alimentaire et le
métabolisme énergétique des chevreaux. L'originalité de ce travail réside dans I'étude du
comportement alimentaire suite a une restriction maternelle, cet aspect ayant été tres
peu étudié jusqu’a maintenant. Le deuxieme intérét de cette these est d’avoir développé
une approche multicritére. En plus de I’évaluation de la sous-nutrition de la mere par des
critéres métaboliques, comportementaux et zootechniques (chapitre 2 et 4), la
progéniture a été suivie de la période néonatale (chapitre 3 et 4) jusqu’a I’age adulte
(chapitre 5) avec cette méme approche. Dans la littérature, les petits ruminants sont
rarement suivis au-dela d’'un an dans le cadre des études sur les effets de la sous-nutrition
sur la progéniture. Pourtant, les études chez I’humain et les modeéles animaux montrent
gue les pathologies dont |'apparition est favorisée par la sous-nutrition maternelle
(hypertension, diabéte...) apparaissent plutét chez I'adulte (Barker, 1997; Harding, 2001;
Painter et al., 2005) que chez le jeune. Dans le cadre de cette these, les chevreaux
femelles ont été suivis jusque I'age de 2 ans.

The objective of the present work was to study the consequences of maternal feed
restriction during the last third of gestation on feeding behaviour and energy
metabolism in goat kids, using an original, multidisciplinary approach. Criteria such as
behaviour, metabolism and growth parameters were evaluated in feed restricted dams
and in offspring from birth to adulthood.

3. GENERALITES SUR L'ALIMENTATION DES RUMINANTS

3.1. Utilisation de I’énergie par les ruminants

L'utilisation des nutriments et leur métabolisme chez les ruminants a été abordée dans
I'article de revue bibliographique (partie 4, chapitre 1) et ne sera donc pas reprise ici. La
partie ci-dessous présentera donc uniguement le devenir de I'énergie ingérée et de sa
répartition dans les différentes fonctions (entretien, lactation, engraissement).

Seule la fraction digestible de I'énergie brute ingérée sous forme d'aliments peut étre
utilisée par I'animal (ED, Figure 1) ce qui correspond environ aux trois-quarts de I'énergie
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brute (INRA, 1978). Une partie de cette énergie est perdue sous forme de méthane et
d'urine dont la prise en compte permet de calculer la valeur de I’énergie métabolisable
(EM).

L’énergie nette (EN), exprimée en Unités Fourrageres (UF) Lait (UFL), ou Viande (UFV), en
France, est le produit de I'énergie métabolisable et du rendement d’utilisation (k) qui
dépend de la ou des productions considérées (entretien, croissance, gestation, lactation).
Les travaux d'énergétique ont essentiellement porté sur des animaux en production
laitiere ou a l'engraissement. C'est la raison pour laquelle I'énergie nette de gestation
n'est pas représentée sur la Figure 1.

E.Ingérée
v P E.féces
chaleur E. Digestible (ED)
P E.méthane
Fermentations —
\ 2 —> E.urine
E. Métabolisable (EM)

Extra-chaleur *

d’entretien <—¢

Métabolisme a E. Nette
<

jeun entretien
Extra-chaleur de e« v
lactation E. Nette lactation (ENL)
Extra-chaleur <
d’engraissement E. Nette

engraissement

Figure 1 : Schéma général d'utilisation de I'énergie par les ruminants (Alimentation des
Ruminants, INRA, 1978). E : énergie

La compilation des données disponibles sur les besoins énergétiques des ruminants a
permis la rédaction de tables précisant les apports recommandés aux animaux selon
I'espece, le stade physiologique, le poids vif de I'animal et le niveau de production,
comme celles publiées en France par I'INRA (INRA, 1988). Ces tables, mises a jour
régulierement au sein de I'INRA (INRA, 2007), permettent de calculer les proportions
d’aliments dans les rations et les quantités a distribuer aux animaux pour couvrir leurs
besoins énergétiques et protéiques. Bien que ces tables soient reconnues
internationalement, ce ne sont pas les seules disponibles et il existe d'autres systemes
d’évaluation des besoins et des apports par les aliments.
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3.2.Les différents systemes d’alimentation et les unités utilisées

Il existe plusieurs systémes d’alimentation des animaux de rente a travers le monde. En
ce qui concerne les ruminants, certains sont basés sur I'EM contenue dans les aliments et
sont utilisés au Royaume-Uni et en Suéde (Vermorel et Coulon, 1998). Cependant, I'EN
reste la base dans la plupart des pays (en France, en Allemagne, aux Pays-Bas, en Suisse
et aux Etats-Unis) (Vermorel et Coulon, 1998), car un systeme basé sur |'énergie nette
tient compte d'une valorisation différente de I'énergie métabolisable suivant la
production considérée.

Certaines tables concernent spécifiguement les besoins des chévres. L'EEZ (Estacion
Experimental del Zaidin, Grenade, Espagne) donne les besoins d’une race laitiere en
particulier, la race Murciano-Granadina. Le systéme américain IGR, qui détaille les besoins
de races laitieres, a viande, indigénes et Angora, a été intégré au systeme NRC (2007). Le
systeme AFRC et I'INRA (2007) donnent les besoins pour des chevres laitieres.

Ces systemes prédisent les besoins des animaux, les valeurs des aliments et la capacité
d’ingestion a partir d'expérimentations faites in vivo. Les besoins pour chaque fonction
(lactation, gestation, entretien) sont calculés séparément et sont additifs. Il est difficile de
déterminer la précision de ces systemes, mais leur comparaison montre qu’une partie des
différences dans les estimations provient de différences dans les coefficients de
conversion de I'EM en EN (Cannas et al., 2008). Ainsi, pour la période qui nous intéresse,
la gestation, les estimations des besoins, en particulier en énergie, varient fortement d’un
systeme a l'autre (Sutton et Alderman, 2000; Cannas et al., 2008). La multitude des
facteurs a prendre en compte (age de I'animal, état corporel, nombre de foetus, race,
production laitiére, conditions climatiques) et le manque de données expérimentales font
gue les besoins nutritionnels des chevres gestantes restent encore mal connus.

En plus de besoins en énergie, les animaux ont des besoins en protéines. L'INRA a mis en
place le systeme PDI (protéines digestibles dans I'intestin) qui détermine la valeur azotée
de chaque aliment en terme de quantité d’acides aminés réellement absorbés dans
I'intestin gréle, qu’ils soient fournis par les protéines alimentaires non dégradées dans le
rumen ou par les protéines microbiennes (INRA, 1988). Le besoin en PDI est défini par les
qguantités de PDI a apporter par I'alimentation pour compenser les pertes ou dépenses
azotées et assurer la meilleure efficacité d’utilisation de la ration, sans affecter la santé ni
la reproduction (INRA, 1988). Les PDI correspondent aux protéines métabolisables (PM).
Le systeme AFRC se base sur les recommendations de I'INRA et le systeme IGR exprime
également les besoins protéiques en PM. La encore, concernant les besoins en gestation,
les facteurs pris en compte dans les estimations ne sont pas les mémes pour tous les
systemes. Ainsi, comme pour les besoins en énergie, les besoins en protéines sont mal
connus chez les animaux en gestation.
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Lorsque les animaux sont sur- ou sous- alimentés, les auteurs précisent souvent le
pourcentage par rapport aux apports recommandés, les témoins recevant en général une
ration couvrant 100 % des apports recommandés (Borwick et al., 2003; Ford et al., 2007,
Simitzis et al., 2009) bien que parfois la ration ne couvre pas les apports recommandés
(Koritnik et al., 1981). La valeur énergétique des rations est en général donnée. Les
guantités distribuées peuvent également étre exprimées en pourcentage par rapport a la
quantité ingérée par le groupe témoin (Dwyer et al., 2003; Erhard et al., 2004).

Les animaux sont parfois élevés en lots (Dwyer et al., 2003; Erhard et al., 2004; McMullen
et al., 2005). Dans ce cas, les rations sont calculées en fonction d'un "animal moyen" : on
considere le poids moyen du groupe, le stade physiologique moyen etc... pour calculer les
guantités et formuler les rations a distribuer. Si les animaux sont placés en cases
individuelles, la ration est alors ajustée a l'individu (Ford et al., 2007; Celi et al., 2008;
Hernandez et al., 2009).

Dans les expériences présentées au cours de cette these, I'énergie apportée aux chévres
restreintes a été calculée en fonction de ce qui a été consommé par les chévres témoins
ad libitum. La composition des régimes a été faite de maniere a ce que le poids des
chevres témoins reste stable entre le tarissement et le début de la lactation, plutot que
directement basée sur des calculs a partir des tables INRA. C’'est ce qui est habituellement
pratiqué a la chévrerie expérimentale.

The amounts of energy needed to meet requirements or contained in animal feed are
measured either as metabolizable energy (ME) or as net energy (NE), depending on the
country. ME is defined as the amount of energy available from a feedstuff once the
energy lost in feces, urine, methane and digestive fermentation has been subtracted. In
France, the INRA system is based on NE. ME is converted into NE using a conversion
efficiency coefficient (k). NE in France is measured in UFL (Unite Fourragere Lait) for
milking animals. Other systems, however, use different units and different conversion
efficiencies.

These various systems have been used to estimate nutrient requirements, feed value and
feed intake in goats. Nutrient requirements are usually estimated for each physiological
function (lactation, maintenance, fattening, gestation) and summed. Energy requirements
for gestating goats, however, have not been accurately defined yet.

Protein requirements are defined as the amount of protein which needs to be supplied by
the diet to provide adequate nitrogen supply for organ growth and function, compensate
for nitrogen losses and to insure high feed utilization efficiency, without affecting animal
health and reproduction (INRA, 1988). As is the case for energy, protein requirements for
gestating goats are not well known.
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3.3.Sous-nutrition ou restriction alimentaire : définitions et choix des termes

Le terme sous-nutrition (« undernutrition » en anglais), défini comme un apport
calorique insuffisant (Shetty, 2006), est généralement le terme employé lorsqu'on parle
de restriction alimentaire. Or, pour le foetus, la sous-nutrition peut avoir plusieurs causes.
Schroder (2003) a représenté les relations meére-utérus/placenta-foetus par un systéme
de poupées russes (Figure 2). Il montre ainsi que la sous-nutrition feetale peut étre
provoquée a 5 niveaux différents :

- diminution de I'ingestion de la mére (restriction alimentaire, niveau 1)

- diminution de I'apport sanguin au placenta (embolisation ou ligature des arteres
utérines, niveau 2)

- diminution des transferts trans-placentaires (caronculectomie qui diminue la
surface d'échange, pathologie placentaire, niveau 3)

- diminution du flux sanguin dans le cordon ombilical (compression ou torsion
excessive du cordon, spasme de la veine ombilicale, niveau 4)

- diminution du flux sanguin dans un tissu précis du foetus (ligature, compression,
vasconstriction, niveau 5).

Niveau 1 restriction alimentaire

Figure 2: "Russian Doll" situation d'apres Schroder (2003). Une sous-nutrition foetale
peut étre provoquée a 5 niveaux différents.

Parmi les méthodes expérimentales utilisées pour provoquer une sous-nutrition fcetale, la
restriction alimentaire maternelle est I'approche la plus employée, aussi bien chez les
rongeurs que chez les ruminants. Les restrictions peuvent étre globales, protéiques
uniquement, ou concerner un nutriment en particulier (acide aminé, oligo-élément...)
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(revues : Bertram et Hanson, 2001; Armitage et al., 2004). Les restrictions globales
concernent surtout les ruminants et les rongeurs, tandis que les autres ont plutot été
testées chez les rongeurs. On constate une grande variété des régimes proposés. Chez les
ruminants (McMullen et al., 2005; Celi et al., 2008) comme chez les rongeurs (revue
d'Armitage et al., 2004), les périodes de restriction varient également, de quelques jours
(McMullen et al.,, 2005) a plusieurs semaines pendant la gestation (Alexander, 1978;
Hawkins et al., 2000 ; Ford et al., 2007 ) et durent parfois pendant la lactation (Sibanda et
al., 1999; Borwick et al., 2003 ; Celi et al., 2008 ). Chez le rat en particulier, les restrictions
se poursuivent souvent apres la naissance (Orozco-Sélis et al., 2009 ; Zhang et al., 2010)
car le nouveau-né est relativement peu mature chez cette espeéce, contrairement a
I'humain et aux ruminants (Revue de Symonds et Budge, 2009). Les intensités de
restriction sont également variables. Pour les rongeurs, les sous-nutritions varient de 15%
a 70% de réduction de la quantité distribuée aux animaux restreints par rapport aux
témoins nourris ad libitum (Revue d'Armitage et al.,, 2004). Chez les ruminants, des
restrictions de 15% a 70% par rapport aux recommendations ont été décrites (Hawkins et
al., 2000 ; Khan et al., 2005 ; Celi et al., 2008), mais I'intensité de la restriction est parfois
exprimée en pourcentage de réduction par rapport a la quantité ingérée par les témoins
(Nordby et al., 1987 ; Erhard et al., 2004) ou en perte de poids des animaux restreints
(McCrabb et al., 1991 ; 1992a). La grande variation de ces facteurs complique de fagon
importante l'interprétation des données rapportées dans la littérature et la comparaison
des expériences entre elles.

Les méthodes chirurgicales (embolisation, ligature des artéres utérines et
caronculectomie) ont été essentiellement utilisées chez la brebis et les rongeurs
(McMillen et al., 2001; revue de Chavatte-Palmer et al., 2008b). Ces méthodes
aboutissent généralement a une forte diminution du poids du feetus et du jeune. On parle
de retard de croissance intra-utérin (RCIU). Elles entrainent une réduction de I'apport de
nutriments au feetus, mais causent aussi une hypoxie (manque d’oxygéne) et parfois un
phénomeéne inflammatoire local (embolisation).

A notre connaissance, aucune publication n’a été faite sur une réduction du flux sanguin
ombilical ou dans une région particuliere du feetus pour entrainer un retard de croissance
ou une sous-nutrition foetale, probablement en raison de la difficulté des chirurgies et de
la sensibilité trés importante du cordon (spasme ombilical lors de la manipulation du
cordon).

Dans le cadre de cette thése, nous avons appliqué une restriction alimentaire par
diminution des quantités distribuées aux animaux en gestation. Il s’agit donc d’une
restriction quantitative. Ainsi, pour plus de clarté, dans la suite du manuscrit, le terme
restriction alimentaire de la meére ("maternal feed restriction" en anglais) sera utilisé,
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faisant référence a une diminution de I'apport énergétique a la femelle gestante par
rapport au groupe témoin.

Undernutrition is defined as the insufficient supply of dietary energy. Fetal undernutrition
can be caused by modifying the supply of nutrients at several levels as they transit
through the maternal or fetal compartments (Figure 2). In the present work, the term
maternal feed restriction will be used, in reference to a quantitative reduction in the
amount of feed given to pregnant goats.

3.4. Comportement alimentaire : définitions, régulations

Le comportement alimentaire peut se définir comme "I'’ensemble des actions de I'animal
ayant pour finalité la recherche, le choix des aliments et leur ingestion en quantité
adaptée a la satisfaction des besoins en énergie et en nutriments de I'organisme" (Jean-
Blain, 2002). Chez les animaux de rente élevés en batiment, sevrés ou non, peu de temps
est consacré a la recherche et au choix des aliments.

Que les animaux soient sevrés ou non, I'ingestion est divisée en repas (ou en tétées). Un
repas peut étre défini par des critéres comme la taille, la durée et la fréquence (Nielsen,
1999). Ces criteres sont a définir en fonction de l'espéce, de I'dge et du stade
physiologique. Tous les épisodes d’ingestion n’entrant pas dans la définition sont
considérés comme du grignotage (Heinrichs et Conrad, 1987). Nielsen (1999) a résumé le
profil d’ingestion par les trois parametres de base : nombre de repas par unité de temps
(généralement 24h), durée d’un repas et quantité ingérée par repas, qui permettent de
calculer trois autres criteres utilisés pour décrire le comportement alimentaire : temps
passé a ingérer par unité de temps, vitesse d’ingestion et quantité ingérée par unité de
temps (Figure 3).

Nombre de repas

par jour
(repas/jour)

Quantité ingérée Temps passé a
par jour ingérer par jour
(g/jour) (min/jour)

Quantité ingérée Durée d’un repas
parrepas l (min/repas)
(g/repas)

Vitesse d'ingestion
(g/min)

Figure 3 : Parametres permettant de décrire un repas et la relation entre les repas. Les
trois éléments de base : nombre de repas par jour, durée d’un repas et quantité ingérée
par repas permettent de calculer trois autres criteres utilisés pour décrire le
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comportement alimentaire : temps passé a ingérer par jour, vitesse d’ingestion et
quantité ingérée par jour. D’aprés Nielsen (1999).

Dans la plupart des études les jeunes sont élevés sous la mere ce qui complique
I’'observation du comportement alimentaire et introduit un biais di au comportement de
la mere. Chez le jeune non sevré, la tétée est généralement définie par l'intervalle
séparant un lacher et une reprise de tétine (Waltl et al., 1995; Cameron, 1998; Das et al.,
2000) ou par sa durée (Bungo et al., 1998; Paranhos da Costa et al., 2006). Certains
auteurs ne prennent en compte les tétées que s’ils constatent des déglutitions (Paranhos
da Costa et al., 2006). Ces méthodes ne permettent pas une mesure directe de la quantité
ingérée au cours de la tétée. A cet effet, des méthodes indirectes sont utilisées, telle que
I’étude du comportement de tétée (temps passé a téter ou fréquence des tétées)
(Cameron, 1998) ou la pesée des animaux avant et apres tétée (Hernandez et al., 2006),
mais elles sont peu précises ou peu pratiques. Des marqueurs radioactifs (Dove, 1988) ou
des isotopes stables (Riek et al., 2007) sont aussi parfois utilisés pour calculer la
consommation de lait.

Feeding behaviour relates to searching, selecting and eating food in sufficient amounts to
cover nutritional requirements.

A meal (or suckling bout) can be defined by its size, duration and frequency.

3.4.1. Le comportement alimentaire chez le petit ruminant non sevré

Le comportement alimentaire apparait des la vie foetale, lorsque le foetus déglutit
("swallowing") et ingere du liguide amniotique (Ross et Nijland, 1998). Ce comportement
est important pour la maturation du tube digestif (Ross et Nijland, 1998). En effet, lorsque
la déglutition est empéchée par ligature de I'cesophage du fetus a partir de 90 jours de
gestation, le poids du tractus digestif a la naissance est réduit, le mucus est moins
abondant dans les cellules glandulaires, sa composition est altérée et I'épaisseur des
tissus digestifs est modifiée (Avila et Harding, 1991).

Dans les minutes qui suivent la naissance, le chevreau se leve et cherche les mamelles de
sa mere (Stephens et Linzell, 1974). La majorité des chevreaux parvient a téter dans les 4
heures qui suivent la naissance (Stephens et Linzell, 1974), alors que la majorité des
agneaux parvient a téter plus rapidement, dans les 2 heures suivant la naissance (Nowak
et Poindron, 2006). La capacité a téter rapidement dépend principalement de 2 facteurs
corrélés, le poids et la vigueur de I'animal a la naissance. Un faible poids de naissance est
souvent associé a une vigueur moindre et des difficultés a téter (Nowak et Poindron,
2006). La tétée, en plus de son importance nutritionnelle, joue un réle trés important
dans la reconnaissance mére-jeune (Nowak et al., 1997). Enfin, la prise du colostrum
(premier lait) est fondamentale pour la survie du jeune. En effet, chez les ruminants, les
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immunoglobulines ne passent pas la barriere placentaire. La protection immunitaire du
jeune est dépendante du transfert passif des immunoglobulines colostrales. Ce transfert
est possible dans les 2 premiers jours suivant la naissance chez I'agneau, car le tube
digestif reste perméable aux immunoglobulines durant cette période (Trahair et
Robinson, 1989). De plus, lingestion de colostrum est indispensable pour Ia
thermorégulation du jeune car c'est un substrat trés énergétique et les réserves d’énergie
du nouveau-né sont limitées (Mellor et Cockburn, 1986).

La fréquence et la durée de tétée diminuent avec I'adge chez les chevreaux et les agneaux
élevés sous la mere (Munro, 1956; Ewbank, 1967; Morgan et Arnold, 1974; Hinch, 1989;
Gordon et Siegmann, 1991; Bungo et al., 1998). Selon les études, les auteurs trouvent une
diminution de 28 a 49% de la fréquence de tétée entre 1 et 5 semaines d’age (Ewbank,
1967; Gordon et Siegmann, 1991; Bungo et al., 1998). Chez les chevreaux élevés sous la
mere, entre les dges de 1 et 9 semaines, les fréquences passent de 51 a 14 tétées sur Sh
d’observation et les durées passent de 144 secondes de tétée par heure a 17 secondes
par heure (Bungo et al., 1998). Les diminutions de fréquence et de durée de tétée ont
également été retrouvées dans une étude menée en 2007 sur 31 chevreaux élevés avec
un aliment d’allaitement des la naissance (Annexe 1).

Des tétées non alimentaires sont aussi observées, plus fréqguemment chez les animaux
élevés avec un aliment d’allaitement. Il s'agit de tétées de congéneéres ("cross-suckling")
(Stephens et Baldwin, 1971; Margerison et al., 2003; Froberg et al., 2007) ou de tétées de
tétines factices placées dans I'enclos (Hammell et al., 1988), que I'on explique en général
par un besoin de stimulations orales insatisfait. Ce phénomeéne a d’abord été observé
chez des chiots élevés artificiellement, qui font plus de tétées non alimentaires que ceux
restés sous la mére (Ross, 1951). Lorsque ces chiots sont rendus a leur mere, ces tétées
disparaissent quasiment.

En plus de I’age, d’autres facteurs font varier le comportement de tétée :

- Le moment de la journée : Hinch (1989) a observé un pic de tétées le matin et un autre
en fin d’apres-midi chez des agneaux élevés sous la mere. Des pics similaires ont été
observés chez des chevreaux élevés avec un aliment d’allaitement (Annexe 1). De plus, la
majorité des tétées a lieu durant la journée. A I'age de 2 semaines, 57% de la quantité
journaliére de lait ingéré, est ingérée en 12h (entre 7h et 17h) alors qu’a 5 semaines, plus
de 77% de la quantité journaliere est ingérée entre 7h et 17h (Annexe 1).

- Le type d’allaitement : maternel ou artificiel. Napolitano et al. (2002) ont montré que
les agneaux en allaitement artificiel passent plus de temps a téter et ont plus
d’interactions sociales que les agneaux élevés sous la mére.

- Le type d’allaitement artificiel : des veaux buvant a la tétine tetent plus et plus

longtemps que les veaux buvant le lait dans des bassines (Hammell et al., 1988). La
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fermeté et la longueur de la tétine peuvent aussi jouer sur la durée de tétée (Fraser,
1987).

- L’environnement social: dans le cas d’allaitement artificiel, il existe un effet
d’entrainement. Lorsqu'un agneau va téter, il est généralement suivi de 2 ou 3 autres
congéneres (Stephens et Baldwin, 1971). Cet entrainement permet une facilitation
sociale : en allaitement artificiel, les groupes de nouveau nés comprenant un agneau
expérimenté apprendront plus rapidement a téter un seau avec des tétines que ceux
uniguement constitués d’agneaux inexpérimentés (Veissier et Stefanova, 1993). On
observe donc, comme chez les adultes (Benham, 1982; Rook et Penning, 1991; Nielsen et
al., 1996), une synchronisation des activités alimentaires et de repos, en particulier chez
les animaux élevés en lots.

La synchronisation de la tétée entre les jeunes d'une méme portée se met
progressivement en place. Dans le cas de jumeaux, dans la premiére semaine, la mére
appelle les agneaux et attend que les 2 soient présents avant de les laisser téter (Ewbank,
1967; Hinch, 1989). Ewbank (1967), a observé qu’apres 7 semaines, les jumeaux semblent
avoir appris a s’attendre pour téter. Mandiki et al. (1989) ont également mis en évidence
cette synchronisation entre les jumeaux d’une méme portée. lls ont observé que ceux-ci
ne tétent pas la mere en méme temps jusqu’a 3 semaines puis tetent ensemble dans 80%
des cas par la suite.

- La taille de portée : les fréquences de tétée et de tentatives de tétée augmentent et la
durée de tétée diminue avec la taille de portée chez les agneaux en allaitement maternel
(Hinch, 1989; Mandiki et al., 1989). A la naissance, les triplets sont plus lents que les
doubles ou les simples pour aller téter (Dwyer et al., 2005). De plus, le nombre et le poids
des cotylédons placentaires et le poids du placenta augmentent entre les simples et
doubles mais pas pour les portées triples laissant penser qu’il y a une insuffisance
placentaire dans les portées triples, qui pourrait étre a I'origine de la faiblesse des triplets
a la naissance (Dwyer et al., 2005). La température rectale inférieure observée chez les
triplets est aussi un signe de faiblesse de ces animaux (Dwyer et al., 2005).

- Le sexe de la progéniture : a la naissance, les males sont plus lents que les femelles pour
essayer de téter (Dwyer et al., 2005).

- La race : Dwyer et al. (2005) ont montré qu’a la naissance, les agneaux de race Suffolk
étaient plus lents a parvenir a téter que ceux de race Blackface (Dwyer et al., 2005).
Cependant, Hinch et al. (1989) n’ont pas observé d’effet de la race (Booroola x Merinos vs
Merinos) sur le comportement de tétée des agneaux en allaitement maternel.

- La parité de la mére : les agneaux issus de primipares mettent plus de temps a atteindre
la tétine a la naissance que ceux de multipares (Dwyer et al., 2005).
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Suckling behaviour varies according to age, time in the day, rearing system (artificial or
maternal), social environment, litter size, sex, breed and the parity of the dam.

3.4.2. Comportement alimentaire chez le petit ruminant apreés le sevrage

Les ruminants passent 3 a 12h par jour a ingérer leurs aliments (Dulphy et Faverdin,
1987). Ils font 2 repas principaux, I'un en début, I'autre en fin de journée, qu’ils soient au
paturage ou en stabulation (Dulphy et Faverdin, 1987). En stabulation, les activités
alimentaires sont rythmées par les distributions de nourriture. En effet, la distribution des
aliments incite I'animal a manger (Dulphy et Faverdin, 1987). Il existe aussi des repas
diurnes spontanés et une petite partie de I'ingestion a lieu la nuit, en particulier lorsque
les journées sont chaudes (Dulphy et Faverdin, 1987). Le nombre de repas varie avec la
composition du régime : les chevres font plus de repas spontanés lorsque la ration est
riche en fourrages (Abijaoudé et al., 2000a).

En stabulation, les repas principaux de chévres nourries 2 fois par jour représentent de 60
a 68 % de l'ingestion totale pour des régimes comprenant de 45 a 70 % de concentré
(Abijaoudé et al., 2000b). Chez les chevres, lorsque la proportion de concentré du régime
augmente, la quantité totale ingérée est plus fortement corrélée avec celle ingérée lors
des repas spontanés qu’avec celle ingérée lors des repas principaux (Abijaoudé et al.,
2000a). Plus la ration est riche en concentré plus la quantité ingérée quotidiennement
augmente (Geoffroy, 1974; Abijaoudé et al., 2000a). La prise alimentaire et le temps
passé a ingérer dépendent aussi du stade physiologique de ['animal (croissance,
gestation, lactation) (Forbes, 1971; Das et al., 1999). Les animaux en fin de gestation
ingerent moins qu’en début de gestation (Figure 4), essentiellement a cause de leur
capacité d’ingestion réduite (place occupée par les feetus et annexes) et des changements
hormonaux (augmentation des oestrogénes) (Forbes, 1971). Aprés la mise bas, les
guantités ingérées réaugmentent pour étre au maximum au pic de lactation (Figure 4)
(Forbes, 1971).

Les adultes se mettent a manger préférentiellement lorsque les autres congénéres
mangent (Forbes, 1996; Jgrgensen et al.,, 2009). De plus, les expériences passées
influencent aussi I'ingestion : un animal aura plus tendance a manger les aliments qu’il
connait et qui n‘ont pas créé de troubles digestifs antérieurement (Forbes, 1996).
D’autres parametres tels que la température extérieure (Morand Fehr et Doreau, 2001),
le manque d’eau, les maladies infectieuses, le parasitisme gastro-intestinal ou un temps
excessif passé a rechercher de la nourriture (Doreau et al., 2000) modifient le
comportement alimentaire.
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Figure 4 : Evolution de I'état physiologique de la chévre au cours du cycle de production
(Gadoud et al., 1992).

La rumination, composante importante du comportement alimentaire du ruminant sevré,
a principalement lieu la nuit et en milieu de journée, lorsque les animaux se reposent
(Dulphy et Faverdin, 1987). Contrairement aux périodes d’ingestion, plus ou moins
dispersées et de durées variables, les périodes de rumination sont relativement
individualisées. Leurs durées et I'intervalle de temps séparant deux périodes consécutives
sont rarement inférieurs a 20 minutes. La durée quotidienne de rumination pour les
bovins et ovins varie entre 5 et 9h (Dulphy et Faverdin, 1987).

In ruminants, there are generally two main daily meals, corresponding to feeding time in
indoor rearing systems, in addition to smaller meals called spontaneous meals. Intake
mainly depends on the physiological stage, social environment, time of the day, diet
composition and individual experience.

3.4.3. Régulation du comportement alimentaire

La régulation du comportement alimentaire chez les ruminants est proche de celle des
monogastriques (Gallouin et Focant, 1980). Il existe cependant des différences liées a la
physiologie et morphologie digestives des ruminants.

En effet, les ruminants possédent quatre réservoirs gastriques (Gadoud et al., 1992 ;
Figure 5). Le plus volumineux, le rumen (ou panse) contient en permanence une masse
alimentaire fibreuse en fermentation, contenant en général 85 a 90% d’eau. Une
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importante population microbienne joue un role essentiel dans la digestion des aliments
et notamment leur fermentation. Le réseau (ou bonnet), deuxiéme réservoir, se trouve
entre le rumen et le diaphragme, et apparait comme un diverticule du rumen. Le réseau
et a moindre degré, le feuillet, troisieme réservoir gastrique, possedent eux aussi une
population microbienne importante. Enfin, la caillette, dernier réservoir, correspond a
I'estomac des monogastriques, sa muqueuse est sécrétrice contrairement a celles des
autres compartiments gastriques. Une gouttiere cesophagienne, qui s’étend du cardia au
feuillet, se ferme au passage des aliments liquides chez le jeune ruminant non sevré,
I'alimentation lactée arrivant directement au feuillet, sans passer par le rumen. Cette
gouttiére est ouverte chez les ruminants adultes chez qui les aliments ingérés passent
donc dans le rumen.

Bouche ?
‘\%<k (E. Sophagg Feuillet
” /

Cardia 3

Gouttitre/” =] Bomdh, L Cailite
asophagienne A ou résean

Rumen

ou panse

“Pylore

Intestin

Figure 5 : Schéma de I'appareil digestif de la chévre (Simiane, 2002)

La prise alimentaire est a la fois régulée sur le court (taille d’un repas) et le long terme.
Les moments de début et de fin d’un repas sont controlés par les sensations de faim et de
satiété. La faim peut se définir comme un état d’éveil spécifique ou de "motivation" du
systéme nerveux central, provoqué par des signaux internes résultant du déficit
énergétique de l'organisme requérant I'apport d’aliment et/ou par des stimulations
sensorielles externes issues des aliments. Cet état est associé a une perception identifiée
chez 'homme, dite "sensation de faim" (Gallouin et Le Magnen, 1987). C'est un état
considéré comme négatif (Gallouin et Focant, 1980; D'Eath et al., 2009). La satiété est
également un état interne, euphorique, apparaissant apreés une ingestion capable en
général de satisfaire les besoins organiques (Gallouin et Focant, 1980). C’'est un état
positif (Gallouin et Focant, 1980).

L’appétit est I'attirance et la stimulation a manger que suscitent les aliments en général
ou, a des degrés divers, des aliments particuliers quand I'animal est dans un état de faim
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(Gallouin et Le Magnen, 1987). Blundell et Halford (1994) ont proposé le concept de
"cascade de satiété" (Figure 6). Cette cascade représente I'expression de I'appétit comme
une relation entre le comportement alimentaire, le métabolisme, la physiologie et
I'activité du cerveau. La quantité et la qualité des aliments vont déterminer l'intensité et
I’évolution des processus biologiques mis en jeu.

ALIMENT DIGESTA NUTRIMENTS RESERVES
odeur
go(t
vue chemorécepteurs circulation sanguine tissu adipeux
texture mécanorécepteurs foie muscles
|
. . . . , i temps
ingestion digestion métabolisme

T /'

re

Systeme Nerveux Central [«

Figure 6 : Cascade de satiété, d'apres Blundell et Halford (1994). Cette cascade décrit
I'expression de l'appétit qui inclut comportement alimentaire, métabolisme, physiologie
et activité du cerveau.

Le choix des aliments est d’abord guidé par I'odorat, le go(t, le toucher et la vue (Forbes,
1998). Des mécano- et chémorécepteurs du tube digestif transmettent, via le nerf vague,
des informations au systeme nerveux central, ce qui peut moduler I'ingestion (Forbes,
1996). Ainsi, les signaux périphériques tels que la distension du rumen, le changement
d’osmolarité des fluides corporels, le pH ruminal, la concentration ruminale en acides gras
volatils et en particulier I'acétate et le propionate influencent la prise alimentaire des
ruminants (Baile et Della-Fera, 1981). Il existe une relation négative entre le niveau
d’ingestion et le temps de rétention des particules dans le rumen (Doreau et al., 2003).
Contrairement aux monogastriques, il semblerait que la glycémie ne joue pas sur la prise
alimentaire chez les ruminants (Baile et Della-Fera, 1981).

Sur le long terme, I'ingestion dépend de I'état des réserves corporelles de I'animal et de
ses besoins nutritionnels (Dulphy et Faverdin, 1987; Baumont et al., 1997). La couverture
des besoins en acides aminés et leur équilibre sont impliqués dans la régulation du
comportement alimentaire a long terme (Gallouin et Focant, 1980). Un déficit en azote
dégradable des régimes entraine une diminution de I'ingestion (Faverdin et al., 2003). Au
contraire, la perfusion duodénale (mais pas ruminale) de protéines augmente les
guantités ingérées chez la vache (Faverdin et al., 2003). Cet apport protéique augmente
également la vitesse d’ingestion et diminue le nombre de repas des animaux.
L'augmentation d’ingestion est proportionnelle a la quantité de protéines apportée a
condition qu’il n’y ait pas simultanément une baisse importante de la quantité d’azote
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dégradable dans le rumen. Les quantités ingérées augmentent également avec la durée
du traitement. Cette augmentation, suite a une supplémentation protéique, est d’autant
moins importante que les besoins protéiques sont couverts. La modulation de I'ingestion
par la supplémentation en protéines dépend aussi des autres composants de la ration
(Faverdin et al., 2003). Ainsi, I'ingestion augmente avec la proportion de concentré. Cette
régulation de lingestion par les protéines pourrait se faire de plusieurs maniéres.
Directement par les acides aminés: certains acides aminés sont des précurseurs de
neuropeptides impliqués dans la régulation de la prise alimentaire. Les acides aminés
pourraient directement informer le cerveau des déséquilibres en acides aminés et
provoquer la modification de la prise alimentaire mais ce mécanisme n’a pas été montré
chez les ruminants. L’augmentation de I'ingestion de protéines entraine I'augmentation
de l'utilisation de l'acétate et du propionate chez le mouton. Cette captation accrue
pourrait stimuler ['ingestion mais cette hypothése n’a jamais été vérifiée. La
supplémentation en protéines s’accompagne d’une augmentation de la production
laitiere, plus rapide que I'augmentation de I'ingestion. Faverdin et al. (2003) supposent
gu’a long terme le métabolisme protéique jouerait sur le métabolisme énergétique en
provoquant la mobilisation des réserves corporelles avant de stimuler I'ingestion.

Hormones impliguées dans la régulation de la prise alimentaire

Les hormones participent a la régulation de la prise alimentaire et notamment les
hormones impliquées dans la régulation de la balance énergétique.. Leur action
semblerait résulter en une inhibition de la prise alimentaire (effet anorexigene). Seule la
ghréline augmenterait la prise alimentaire (effet orexigéne) mais les résultats sont encore
controversés. Une synthese tres compléte de la littérature a été publiée par Roche et co-
auteurs en 2008 (Roche et al., 2008a).

L'insuline, secrétée pendant le repas, va entrainer la diminution de la glycémie qui sera
rééquilibrée grace a la sécrétion de glucagon. En effet, le glucagon, autre hormone
pancréatique, provoque la néoglucogénése hépatique. La concentration basale en
insuline est en général proportionnelle a la masse adipeuse, elle joue donc le réle de
signal d’adiposité pour le systeme nerveux central dans la régulation a long terme du
poids corporel. Cependant, cette relation n’est pas si évidente quand les animaux perdent
du poids ou le maintiennent, bien que la corrélation soit retrouvée quand les animaux
prennent du poids. Le taux circulant d’insuline dépendant de la sensibilité des tissus a
celle-ci, il faut prendre en compte les changements de poids et I'histoire nutritionnelle
lorsque l'on interpréete la concentration périphérique d’insuline, en particulier si
I’adiposité des animaux différe de son optimum physiologique (Roche et al., 2008a).

Les études sur I'effet de I'insuline sur la prise alimentaire sont contradictoires (revue de
Henry, 2003). Certains auteurs constatent une diminution de la prise alimentaire suite a
une injection d’insuline (Roche et al.,, 2008a). || a été montré chez le rongeur que
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I'insuline agit directement au niveau du cerveau pour réguler la prise alimentaire en
modulant les effets de la leptine (Ingvartsen et Andersen, 2000; Schwartz et al., 2000;
Roche et al., 2008a). Il pourrait en étre de méme chez les ruminants. En effet, chez les
ruminants, la présence de récepteurs a l'insuline a été démontrée dans les régions
impliquées dans l'olfaction, dans les circuits de la récompense et de la motivation qui
régulent la production des signaux orexigénes et anorexigénes, et dans les régions
hypothalamiques régulatrices de la dépense énergétique et du controle de la prise
alimentaire (Roche et al., 2008a). De plus une hyperinsulinémie peut induire une
augmentation de I'expression de la leptine (Roche et al., 2008a). Chez le ruminant, la
sécrétion d’insuline pendant le repas est stimulée par des projections du nerf vague
depuis la caillette, le pylore et le duodénum (Roche et al., 2008a). L’insuline est
également sécrétée apres la prise alimentaire, la régulation se faisant par le systeme
central histaminergique qui stimule la libération d’histamine au niveau central, entrainant
une augmentation de l'insulinémie et une diminution de la prise alimentaire chez le
mouton (Roche et al., 2008a).

La somatostatine, peptide produit a la fois par le tractus digestif et le cerveau, est
également sécrétée par le pancréas et inhibe la sécrétion d’insuline (Roche et al., 2008a).
Chez le ruminant, son niveau plasmatique augmente en réponse a la prise alimentaire.
Elle a un effet inhibiteur sur celle-ci et semble jouer un réle dans la régulation a long
terme de I'homéostasie (Roche et al., 2008a). D’autres hormones pancréatiques
diminuent elles aussi la prise alimentaire: I'amyline, dont la concentration est
proportionnelle a la quantité de tissu adipeux, et le polypeptide pancréatique (PP). Ces
hormones ont été peu ou pas étudiées chez les ruminants (Roche et al., 2008a).

La leptine, hormone peptidique produite notamment par le tissu adipeux, diminue la
prise alimentaire (Chilliard et al., 2001) par une action directe au niveau de
I’hypothalamus. Sa sécrétion a court terme est régulée par une interaction complexe
entre plusieurs métabolites sanguins (glucose, AGNE, corps cétoniques...) et plusieurs
hormones (insuline, GH, catécholamines, glucocorticoides...) (Chilliard et al., 2001). Chez
les ruminants, les concentrations plasmatiques sont corrélées a la masse de tissu adipeux
et la leptine participe a la régulation de la masse adipeuse a long terme (Roche et al.,
2008a). Son action dépend de la photopériode chez les animaux soumis a une régulation
saisonniere des cycles reproductifs, la baisse de la prise alimentaire suite a une injection
de leptine ayant été observée en automne (saison de reproduction) mais pas au
printemps (Roche et al., 2008a).

La résistine, autre hormone produite par le tissu adipeux, aurait un réle dans la satiété
chez les rongeurs. Son role chez les ruminants est inconnu, elle pourrait étre impliquée
dans les phénomeénes d’insulino-résistance (Roche et al., 2008a).
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Certaines cytokines (interleukine 6 (IL-6) et tumor necrosis factor a (TNF-a)), également
secrétées par le tissu adipeux, semblent impliquées dans la régulation de la prise
alimentaire chez les rongeurs et ’lhumain mais aucune recherche n’a été faite a ce jour
chez les ruminants (Roche et al., 2008a).

La ghréline, d’abord identifiée comme ligand du récepteur a la GH, est une hormone
produite par I'estomac et le systeme nerveux central chez les rongeurs. Elle serait un
indicateur du statut nutritionnel ou métabolique (Henry, 2003). Elle est produite par la
caillette chez les ruminants et son taux plasmatique décline aprées un repas (Roche et al.,
2008a). Sa perfusion périphérique ou centrale provoque une augmentation transitoire de
la prise alimentaire chez les rongeurs (Henry, 2003), les humains (Roche et al., 2008a) et
les ruminants (Wertz-Lutz et al., 2006). Néanmoins, les résultats restent contradictoires
(Roche et al., 2008a). En effet, Igbal et al. (2006) et Roche et al. (2008b) ne trouvent
aucun effet de l'injection de ghréline intrapéritonéale ou intraveineuse sur les quantités
ingérées chez le mouton et la vache laitiére, tandis que Wertz-Lutz et al. (2006) trouvent
chez le boeuf une augmentation de la quantité ingérée dans I’heure qui suit I'injection.
Cette hormone jouerait le réle de signal périphérique pour initier un repas (Roche et al.,
2008a). Elle est produite de facon pulsatile et Sugino et al. (2004) ont montré que les
pulses préprandiaux sont plus élevés chez des moutons nourris deux fois par jour que
chez les moutons nourris quatre fois par jour. Ce résultat pourrait refléter une plus
grande sensation de faim chez les animaux nourris moins souvent. La ghréline semble
également impliquée dans le stockage des réserves et aurait donc aussi un réle indirect
sur la prise alimentaire (Roche et al., 2008a). La régulation de sa sécrétion est mal
connue. La photopériode I'influencerait (Roche et al., 2008a).

L'obestatine, découverte en 2005 (Zhang et al., 2005), serait un peptide anorexigene
(Roche et al., 2008a). Trés peu d’études sont disponibles sur les ruminants.

La satiétine, hormone isolée chez ’lhumain en 1979 (Knoll, 1979), est anorexigene. Elle a
également été purifiée chez le rat et le bovin (Nagy, 1994). Elle agirait dans le cerveau,
notamment dans les noyaux impliqués dans la prise alimentaire (Rowland et al., 1996).
Elle a peu été étudiée chez les ruminants.

D’autres hormones gastro-intestinales participent a la régulation de la prise alimentaire.
Les cholécystokinines (CCK) et notamment I'octopeptide terminal (CCK8), le gastric
inhibitory polypeptide ou glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP),
I’entéroglucagon sont des inhibiteurs de la prise alimentaire et sont secrétés au cours du
repas chez le ruminant (Dulphy et Faverdin, 1987). D’autres peptides gastro-intestinaux
inhibitent la prise alimentaire tels que la bombésine (Dulphy et Faverdin, 1987) et les
glucagon-like peptide (GLP-1 et GLP-2) (Burrin et al., 2003). Le GIP et les GLP sont tous de
la famille du glucagon, dérivés du pro-glucagon produit dans le pancréas, les intestins et
le cerveau (notamment le noyau du tractus solitaire) (Burrin et al., 2003).
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Les hormones sexuelles sont également impliquées. Des injections d’cestrogénes chez des
ruminants diminuent la prise alimentaire (revue d’Ingvartsen et Andersen, 2000). La
progestérone agirait indirectement en bloquant les effets des cestrogénes (revue
d’Ingvartsen et Andersen, 2000). De plus, Clarke et al. (2001b) ont montré que la
diminution de la prise alimentaire est moins sensible a l'injection de leptine chez des
béliers castrés par rapport a des brebis ovariectomisées au printemps. Ces résultats
suggerent une interaction entre la photopériode, la leptine, les stéroides sexuels

Ces hormones agissent dans le systeme nerveux central.

Régulation centrale de la prise alimentaire

Une description détaillée des structures cérébrales impliquées dans la régulation de la
prise alimentaire a été mise en annexe 2.

Les messages nerveux et hormonaux, mis en jeu lors de l'ingestion, sont intégrés au
niveau du systéme nerveux central, directement dans I’hypothalamus ou via des noyaux
du tronc cérébral. Les informations sensorielles provenant des mécano- et
chemorécepteurs du tractus digestif et des visceéres abdominaux sont acheminées via le
nerf vague jusqu’au tronc cérébral. Les noyaux du tronc cérébral relaient les informations
sensorielles a I'hypothalamus, principale structure cérébrale régulatrice de la prise
alimentaire et de la balance énergétique (Baile et Della-Fera, 1981). Celui-ci integre ces
informations sensorielles ainsi que des informations provenant du cortex et du systéeme
limbique (systeme impliqué dans les émotions) qui jouent un role dans le déclenchement
de la faim et de la satiété. L’hypothalamus est situé a la base du diencéphale, il est limité
par le chiasma optique a I'avant, par le mésencéphale a I'arriére et se trouve au-dessous
du thalamus (Figure 7). Il est constitué de plusieurs noyaux dont certains ont un réle dans
la régulation de la prise alimentaire (Figure 7).
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Aire hypothalamique latérale (LHA)

Noyau paraventriculaire (PVN)
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Figure 7 : Schéma du cerveau humain et situation de I’hypothalamus. Dans I'encart sont
détaillés les noyaux hypothalamiques ayant un role dans la prise alimentaire. D’apreés le site
http://www.servier.fr

Ces noyaux sont interconnectés (Annexe 2) et leurs neurones et ceux de régions extra-
hypothalamiques, expriment des neuropeptides orexigenes, qui stimulent la prise
alimentaire, et anorexigenes, qui l'inhibent (Chaillou et Tillet, 2005). Ces neuropeptides
ne seraient pas seulement impliqués dans la régulation du comportement alimentaire
mais aussi notamment dans la régulation de la fonction de reproduction (Qi et al., 2008).
Parmi les principaux neuropeptides orexigenes on trouve, I'agouti-related peptide (AgRP),
la melanin-concentrating hormone (MCH), le neuropeptide Y (NPY) et les orexines (ORX).
Les principaux neuropeptides anorexigenes sont le cocaine-amphetamine regulated
transcript (CART), la cholécystokinine (CCK), la corticotropin releasing hormone (CRH),
I'alpha-melanocyte-stimulating hormone (a-MSH), la pro-opiomelanocortine (POMC) et la
somatostatine.

Mechanical and chemical cues from the digestive tract and endocrine glands on one hand
and the brain on the other hand control short term regulation of food intake (from
hunger to satiety). Signals such as ruminal distension, volatile fatty acid concentrations,
pH and changes in the osmolarity of body fluids also play a role.

A wide range of hormones are involved in food intake behaviour regulation, most of them
being anorexigenic (inhibiting intake).

24



CHAPITRE 1

The hypothalamus is the most important brain structure involved in the regulation of
food intake. It produces orexigen and anorexigen neuropeptides which stimulate or
inhibit intake, respectively.

3.4.4. Ontogénie des structures impliquées dans la prise alimentaire chez le foetus
et le jeune ruminant

La régulation du comportement alimentaire chez le jeune non sevré n’a pas été beaucoup
étudiée chez les ruminants. Chez les ovins, I’hypothalamus est actif en fin de gestation et
sa maturation a également lieu en fin de gestation (Matthews et Challis, 1996). Dickinson
et al. (2008) ont montré qu’un neuropeptide hypothalamique (I'orexine A), impliqué
entre autres dans la régulation de la faim, est présent durant le dernier tiers de gestation
et a la naissance chez I'agneau. L'un des principaux régulateurs cérébraux de la prise
alimentaire est donc actif des la naissance chez les ovins. De plus, Adam et al. (2008) ont
montré que les genes d’autres neuropeptides régulateurs de la prise alimentaire chez
I'adulte (NPY, POMC, CART) étaient exprimés dans I'hypothalamus ovin a 81 jours de
gestation. Les récepteurs a l'insuline et a la leptine sont également exprimés a ce stade
(Adam et al., 2008). Les neuropeptides NPY, AgRP, POMC et CART et le récepteur a la
leptine OB-Rb sont également exprimés a 140 et 150 jours de gestation (Miihlhdusler et
al., 2004). 'expression de POMC, AgRP et NPY et de leurs récepteurs augmente entre la
naissance et I'dge de 1 an (Sébert et al., 2009). Enfin, a la naissance, les peptides
intestinaux impliqués dans la régulation de la prise alimentaire participent a la maturation
du tractus digestif, également favorisée par I'ingestion de colostrum (Blum, 2006).

Les signaux mécaniques et métaboliques conduisant a la satiété chez les adultes
ruminants ne peuvent pas étre retrouvés chez les jeunes. En effet, le jeune ruminant non
sevré peut étre considéré comme un monogastrique : le lait, a partir de I'cesophage, ne
passe pas par le rumen et le réseau mais rejoint directement le feuillet grace a la
gouttiére oesophagienne (Mornet et Espinasse, 1977). La caillette est le compartiment
gastrique le plus développé chez le jeune non sevré. Ainsi, la distension du rumen, le pH
ruminal et la concentration en acides gras volatils du rumen ne peuvent pas jouer de role
chez le jeune. Les neuropeptides et hormones régulant la prise alimentaire chez I'adulte
étant présents dés la fin de la vie foetale, la régulation de la prise alimentaire chez le
jeune non sevré semble différer de I'adulte ruminant seulement au niveau de ces signaux
spécifiques aux ruminants.

The main structures and peptides which regulate intake in adults are functional and
already expressed in late gestation in fetuses. However, the control of feed intake in
ruminant offspring before weaning is probably similar to that observed in monogastrics.
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3.4.5. Programmation de I'appétit

Des expériences de restriction protéique maternelle pendant différentes périodes de la
gestation et de la lactation ont été effectuées chez les rongeurs. Elles montrent que les
jeunes issus de femelles restreintes deviennent hyperphagiques a I’age adulte (Vickers et
al., 2000; Coupé et al., 2009; Orozco-Sélis et al., 2009). Si ces jeunes sont nourris avec un
régime hyperlipidique, ces effets sont exacerbés (Vickers et al., 2000). Les effets varient
selon le sexe des jeunes, I'age auquel ils sont testés et le moment de la restriction
(Bellinger et al., 2004; Bellinger et Langley-Evans, 2005; Bellinger et al., 2006). Deux
études chez le rat ont montré que I'hyperphagie constatée apres restriction protéique
pendant la gestation et la lactation, s’accompagnait de la diminution de |'expression
hypothalamique des peptides anorexigenes CART et POMC, et d’une augmentation de
I’expression des peptides orexigenes AgRP et NPY, chez les jeunes agés de 35 et 60 jours
(Orozco-Sélis et al., 2009) et a 22 et 25 semaines (Coupé et al., 2009), mais pas ensuite.

Chez les ovins, les préférences alimentaires postnatales peuvent étre orientées par
I’expérience vécue pendant la vie foetale : si on expose le foetus entre 50 et 130 jours de
gestation a de I'huile essentielle d’origan en mélangeant I’huile a la nourriture maternelle,
il préférera le concentré imprégné de cette odeur dans un test de choix a I’'age de 3 et 7,5
mois (Simitzis et al., 2008). Dans une étude chez I'agneau, des agneaux issus de meres
restreintes en fin de gestation ingéraient moins de lait quotdiennement que des agneaux
témoins (Geraseev et al., 2006). En revanche, une autre expérience de restriction
alimentaire en fin de gestation n’avait pas mis en évidence de différences de quantités
ingérées entre agneaux issus de meres restreintes et agneaux témoins apres le sevrage
(Sibbald et Davidson, 1998). Enfin, une expérience récente chez le mouton a montré
gu’une restriction alimentaire maternelle en milieu de gestation (ration couvrant 50% des
recommandations de 30 a 80 jours de gestation) entrainait, chez les agneaux agés d’un
an, une diminution de la prise alimentaire sur 24h lorsqu’ils étaient placés en conditions
gualifiées d’obésogenes (concentré a volonté et diminution de I'activité physique) (Sébert
et al., 2009). Cette diminution de I'ingestion ne s’"accompagnait pas d’une modification de
I‘expression des facteurs orexigenes (AgRP, NPY et son récepteur) ou anorexigenes
(POMC et ses récepteurs) étudiés bien qu'a I'age 7 jours, I'expression de NPY, mais pas
des autres facteurs, ait été réduite. Chez le mouton, une seule étude a montré une
augmentation de I'expression du neuropeptide orexigéne NPY dans I’hypothalamus feetal
suite a une restriction alimentaire maternelle en fin de gestation (Warnes et al., 1998).
Cependant, aucun lien avec la prise alimentaire n’a été établi.

D'autres mécanismes semblent entrer en jeu dans cette programmation de I'appétit. Des
expériences chez le rat montrent qu’une restriction protéiqgue maternelle pendant la
gestation et/ou la lactation modifie la vascularisation du cerveau, augmente la population
neuronale dans PVN et VMH mais la part de neurones intervenant dans la régulation de la
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prise alimentaire (NPY, CCK) diminue (Langley-Evans et al., 2005). En conséquence, les
auteurs supposent que la programmation de I'appétit peut se faire par une modification
des structures impliquées dans la régulation de la prise alimentaire et notamment une
modification de I'expression des neuropeptides hypothalamiques (El-Haddad et al., 2004;
Langley-Evans et al., 2005). En effet, I'expression de plusieurs génes hypothalamiques est
programmeée par une restriction protéique pendant la gestation chez le raton et la plupart
de ces geénes sont ceux qui codent pour les peptides régulateurs de la prise alimentaire
(Langley-Evans et al., 2005). L'expression des génes hypothalamiques codant les
récepteurs impliqués dans la perception du go(t est également modifiée.

Certains auteurs pensent que la leptine jouerait un r6le dans la modification de
I’expression des neuropeptides hypothalamiques (revue de El-Haddad et al., 2004). En
effet, chez I'adulte, la leptine diminue la prise alimentaire. Chez I'humain et le rat, elle
agirait en réduisant l'expression du neuropeptide orexigene NPY et en stimulant le
systeme de la mélanocortine (a-MSH, inhibiteur chez le rat), au niveau de I’ARC (revue de
El-Haddad et al., 2004). Ce systéme serait également présent chez le mouton. De plus,
I'injection de leptine dans le cerveau de moutons adultes diminue a la fois I'expression de
NPY dans I’ARC et la prise alimentaire (Henry et al., 1999).

En cas de diminution du flux sanguin utérin par embolisation des artéres utérines, une
augmentation de la leptinémie foetale a été observée chez I'ovin (Buchbinder et al.,
2001). Cette augmentation de la leptinémie pourrait étre due a I'hypoxie causée par
I’embolisation ou conséquente a I'augmentation de l'activité de I'axe corticotrope. En
effet, chez le foetus ovin, la concentration plasmatique en leptine est corrélée
négativement a la pression partielle en oxygene et positivement avec la concentration en
cortisol (Forhead et al., 2002). Il a été suggéré qu'un exces de leptine durant les périodes
critiques de développement pourrait diminuer de facon permanente |I'expression des
récepteurs a la leptine dans les neurones de I’ARC synthétisant NPY (revue de El-Haddad
et al., 2004). Cette leptino-résistance pourrait entrainer une sécrétion de NPY incontrdlée
et une hyperphagie chez I'animal apres la naissance. Cependant, dans des conditions de
sous-nutrition maternelle, il est rare d'observer une hyperleptinémie foetale chez I'ovin
(revue de Forhead et Fowden, 2009).

L'ensemble de ces données ne permet donc pas de conclure sur les mécanismes précis de
la programmation de I'appétit. Des études supplémentaires restent donc nécessaires chez
le foetus et chez le jeune.

Studies in rodents and sheep showed that maternal feed restriction during pregnancy led
to modifications in feed intake. Modifications in the expression of hypothalamic
neuropeptides involved in appetite regulation during foetal development could lead to
the programming of postnatal appetite.
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3.4.6. Stress et comportement alimentaire

Un stress peut étre défini comme une réponse générale, non spécifique, de I'organisme a
tout facteur qui submerge ou menace de submerger les capacités de l'organisme a
maintenir I'homéostasie (Torres et Nowson, 2007). En réponse au stress, le systéeme
catécholaminergique est mis en jeu (Figure 8), ce qui permet a I'animal de faire face en
fuyant ou en agressant. L'adrénaline est libérée par la médullo-surrénale et les
terminaisons nerveuses sympathiques libérent la noradrénaline. L'ensemble entraine une
augmentation de la fréquence et de la force des contractions cardiaques, une
augmentation de la libération des globules rouges par la rate, une augmentation de la
glycogénolyse et une vasodilatation qui privilégie l'irrigation cérébrale et musculaire
(Dantzer et Mormede, 1979).

cerveau

ganglions
sympathiques
terminaisons nerveuses

\ sympathiques
: noradrénaline

Figure 8 : Le systeme catécholaminergique : les stimulations de I'environnement activent
le systéme nerveux sympathique, ce qui aboutit a la libération de noradrénaline par les
terminaisons nerveuses sympathiques et d’adrénaline par les medullo-surrénales. D’apres

le site http://www.servier.fr

Le syndrome général d’adaptation (Selye, 1950) apparait ensuite. Il se déroule en trois
phases : une réaction d’alarme ou les glucocorticoides sécrétés par la corticosurrénale
prolongent et complétent les effets des catécholamines, une phase de résistance ou
I'animal s’adapte en trouvant un nouvel équilibre, et une phase d’épuisement qui
précede la mort de I'animal si I'action de 'agresseur est prolongée et si aucun équilibre
ne s’instaure. Au niveau physiologique, I'axe corticotrope est activé (Figure 9): la
corticolibérine (ou Cortico-Releasing Hormone (CRH) ou Cortico-Releasing Factor (CRF))
sécrétée par I’hypothalamus stimule la sécrétion de ’hormone adénocorticotrope (ACTH)
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par I'adénohypophyse qui, a son tour, stimule la production de cortisol par le cortex
surrénalien.

—> hypothalamus

CRH

Q. °
—

hypophyse

ACTH

v
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4
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Figure 9 : L’axe corticotrope : I'hypothalamus libere de la Cortico-Releasing Hormone
(CRH) (ou corticolibérine ou Cortico-Releasing Factor (CRF)) qui stimule la sécrétion
d’hormone adénocorticotrope (ACTH). Cette libération d’ACTH dans la circulation stimule
la sécrétion de glucocorticoides par le cortex surrénalien et notamment du cortisol. Les
glucocorticoides exercent un rétrocontréle négatif sur leur production au niveau de
I’"hypophyse et I’hypothalamus. D’apres le site http://www.servier.fr

Chez les ruminants, il semble que les glucocorticoides soient peu ou indirectement (par
I'intermédiaire du métabolisme énergétique) impliqués dans la régulation de la prise
alimentaire dans les conditions normales (revue de Gallouin et Focant, 1980). En cas de
stress, la noradrénaline et la CRH suppriment I'appétit et par la suite le cortisol stimule la
prise alimentaire pendant la période de récupération chez ’homme (revue de Torres et
Nowson, 2007). Les effets du stress sur la prise alimentaire dépendent de l'intensité de
I’agent stressant et de la nourriture proposée. Chez le rat, un stress important ou modéré
appliqué de maniere aigué ou chronique réduit la prise alimentaire (revue de Torres et
Nowson, 2007). Un stress de faible intensité n’a pas d’effet sur la prise alimentaire si la
nourriture présentée a des caractéristiques hédoniques limitées mais augmente la prise
alimentaire si la nourriture est trés appétante (revue de Torres et Nowson, 2007).

Les interactions entre le stress et la prise alimentaire ont été rarement étudiées chez les
ruminants a notre connaissance, mis a part les effets de la chaleur (revue de Silanikove,
2000) et de la restriction alimentaire (Melin et al., 2007) ou en eau (Misra et Singh, 2002).
On sait cependant que des injections répétées de glucocorticoides pendant plusieurs
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semaines augmentent la prise alimentaire chez les ruminants (Baile et Della-Fera, 1981;
Henry et al., 2010).

Les études des effets de la restriction alimentaire en fin de gestation sur la réactivité de
I'axe corticotrope et la réactivité émotionnelle de la progéniture sont aussi tres rares.
Plusieurs travaux montrent que la réactivité de |'axe corticotrope d’une part, et la
réaction comportementale face a un stress, d’autre part, peuvent étre augmentées chez
la progéniture suite a une restriction alimentaire maternelle pendant la gestation.
Bloomfield et al.(2003) ont montré une augmentation de la concentration plasmatique en
ACTH mais pas en cortisol, suite a une injection de CRH et vasopressine chez des brebis de
30 mois, lorsque leurs meres avaient été séverement sous-nourries de 105 a 115 jours de
gestation. Ce résultat n’a pas été retrouvé chez les femelles issues de meres restreintes
de 105 a 125 jours de gestation, soit 10 jours de plus (Bloomfield et al., 2003). Hawkins et
al. (2000) ont observé une augmentation des concentrations en ACTH et cortisol aprés un
challenge a CRH et vasopressine a 80 jours chez des agneaux issus de méres sous-nourries
en début-milieu de gestation. De plus, la réactivité émotionnelle a été augmentée chez
I'agneau agé de 18 mois suite a une restriction aimentaire maternelle de 50%, par rapport
aux témoins, entre le premier et le g5eme jour de gestation (Erhard et al., 2004). En
revanche, des tests de réactivité émotionnelle effectués a 2 et 5 mois sur des agneaux nés
de brebis sous-nourries en début ou milieu de gestation (de 1 a 30 jours ou de 31 a 100
jours de gestation) n’ont pas montré de différence comportementale avec des agneaux
nés de meres témoins (Simitzis et al., 2009).

En conclusion, la restriction alimentaire durant la gestation influence a la fois la réactivité
de I’axe corticotrope impliqué dans la réaction au stress, la réaction comportementale au
stress et la prise alimentaire. Des interactions entre prise alimentaire et stress ayant été
montrées chez certaines espéeces, il semble intéressant de prendre en compte cet aspect
dans I'étude des conséquences de la restriction alimentaire maternelle sur le jeune.
Pourtant, les interactions entre stress et prise alimentaire suite a une restriction
alimentaire maternelle pendant la gestation n’ont jamais été testées a notre
connaissance.

In response to stress, the sympatho-adrenomedullary (SAM) system is activated followed
by HPA axis activation. Even though mechanisms remain unidentified, stress can modify
feed intake in rats and humans. An increase in feed intake is generally observed when
animals are exposed to mild stress whereas a decrease is observed with severe stress.
Some parameters can modulate the interaction between stress and feed intake such as
food palatability.
Maternal feed restriction during gestation can induce modifications in the HPA axis
response to CRH and vasopressin challenges in lambs and emotional reactivity can be
30




CHAPITRE 1

impaired. Moreover, maternal feed restriction during gestation can affect feeding
behaviour.

It could be therefore interesting to investigate interactions between stress and feeding
behaviour in offspring born to feed-restricted gestating dams.
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4. CONSEQUENCES OF FEED RESTRICTION DURING PREGNANCY ON
OFFSPRING DEVELOPMENT IN SMALL RUMINANTS

CONSEQUENCES D’UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE PENDANT LA GESTATION SUR LE
DEVELOPPEMENT DU JEUNE RUMINANT

A soumettre a Animal
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Abstract:

The effects of maternal feed restriction duringgmancy on offspring have been widely
studied in mammals. In small ruminants, most ofgtuglies deal with growth, physiology
and metabolism but rarely with behaviour and nemgloerine modifications in offspring
after maternal restriction. These studies indicitect and indirect effects of maternal feed
restriction. These changes can occur both ovelotinge or short term according to several
factors, mainly the timing and the duration of nesibn. Programming mechanisms
proposed in humans and rodents, such as excedsoargrticoid exposure and epigenetic
processes, have rarely been explored in small raumbgn

Keywords: undernutrition, ruminants, foetal programming
Introduction

Since the pioneering work of Barker and Hales eehrly nineties, nutrient supply during
prenatal life has been extensively shown to affeetal development and to induce
subsequent consequences in adult life (Hales anbleBal992, Barkert al., 1994).
Observations in the human population following Bwgch famine in 1944 have provided
epidemiological data demonstrating the link betwdeetal undernutrition and the
development of diseases in human adult life (Raeeldl., 1998, Painteet al., 2005).
Metabolic programming refers to a permanent ali@main physiological and metabolic
processes following a stimulus or an insult durgnigical periods of development, such as
foetal or neonatal life (Waterland and Garza, 1®&tram and Hanson, 2002) and is at
the inception of the creation of the Developmerfaigins of Health And Disease
scientific society (DOHAD).
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In order to understand the underlying mechanismsnefabolic programming, animal
models have been widely developed (Armitayal., 2004, Ergazt al., 2005, Vuguin,
2007). So far, most of the studies have used redant sheep, although data are also
available in other domestic species. If physiolabi@and pathological effects of
programming are being intensively studied, thereuisently much less data available on
the behavioural consequences of metabolic progragmi

Sheep are often used as models for obstetrical redobiological studies of fetal
development because of their loimutero development compared to rodents and because
of the delivery of a precocious young (Carter, 20Qike in humans, the maximal brain
growth spurt occurgn utero in contrast to non-precocious species (e.g. naice, rabbits)
(Dobbing and Sands, 1979). In addition, their lasg® enablegn utero monitoring and
surgery.

Ruminant species are therefore good models to shelgffects of feed restriction during

pregnancy on offspring development. In physiologicanditions in ruminants, energy

needs increase during gestation but may not beebntovered by feed supply in late-

gestation due to reduced rumen volume becausesajrttwing foetus(es). Food intake is
decreased and animals tend to mobilize their bedgrves (Morand Fehr and Sauvant,
1988). Ruminants can therefore be physiologicalhdarfed and in negative energy
balance in late-pregnancy and early-lactation.

This paper summarises the effects of feed resinctluring pregnancy on offspring
development in small ruminants (sheep and goat$) @nphasis being placed on energy
metabolism and behaviour. Rodent and primate neéesewere used when information on
ruminants was not available.

Feed restriction: neuroendocrine and metabolic coregjuences in ruminants
Neuroendocrine reponsesto feed restriction: basic mechanisms

Energy balance and feeding behaviour are reguldwedigh the central nervous system
and in particular the hypothalamus, in responspeigpheral energy availability (Della-

Fera and Baile, 1984). In sheep, the ventromedidllateral nuclei are involved in satiety
and hunger responses, respectively (Della-FeraBaiid, 1984) through the production of
neuropeptides which regulate food intake. Orexig@auropeptides stimulate food intake
while anorexigenic neuropeptides inhibit it (Chailland Tillet, 2005). Other hypothalamic
nuclei and brain stem nuclei are also involved Ifesyr 1996, Qet al., 2008).

Because steroid hormones may interfere with foadkia responses at the hypothalamic
level, basic mechanisms are usually studied inaredtanimals. In general, in restricted
ovariectomized or castrated sheep feed restri@ithrer induces an increase in orexigenic
peptide expression and secretion (NPY, galanin, BAgROber and Malven, 1992,
McShaneet al., 1993, Adamet al., 2002) or concentrations remaine unchanged (lgbal
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al., 2003). In contrast, anorexigenic peptide expoesss either reduced (somatostatin,
CART, POMC) or remains unchanged (POMC or CCK mRMNAundernourished sheep
(Chaillou and Tillet, 2005). Peptide secretion als@wies according to the area of the
hypothalamus studied: enkephalin secretion is ldwehe paraventricular nucleuB\{{N)
and the ventromedial hypothalamugMH ) but higher in the periventricular area in
restricted ovariectomized ewes (Hesetwl., 2000).

Metabolic effects of feed restriction in ruminants; basic mechanisms

The main source of energy in ruminants is provitigdthe ingestion of carbohydrates
which are fermented to Volatile Fatty Acid¥YHA: mainly acetate, propionate and
butyrate) in the rumen so that glucose supply comasly from neoglucogenesis in the
liver and kidneys. Propionate, acetate and butyaetethe major precursors for glucose,
fatty acids and ketone bodies, respectively (Braakrand Laarveld, 1986). In case of a
decrease in glucose supply (i.e. feed restricti@mgrgy supply through ruminal VFA
production and absorption drops (Chilliatcal., 1998) and body reserves are subsequently
mobilized. Protein is catabolised to produce glecésotein catabolism produces urea and
amino acids, some of them being glucose precurdabley, 1992). When dams are
underfed during pregnancy, despite a possible &serén the conversion of propionate into
glucose, amino acids become the main limiting sabstfor neoglucogenesis, particularly
in late-gestation (Rémésy and Demigne, 1979).

There are two sources of body reserves: the mantriglyceride and to a lesser extent
glycogen. When glucose supply drops, body stores raobilized (figure 1). First,
triglycerides are metabolized, leading to a riseplasma Non Esterified Fatty Acids
(NEFA) and glycerol concentrations, the latter being veoted to glucose via
neoglucogenesis. This source of glycerol accountsoinly 20% of glucose carbon
production (Chilliardet al., 1998). NEFA enter the Krebs cycle as AcetylCoA aan be
converted to ketone bodies (beta-hydroxybutyrBtdB and aceto-acetate) in the liver.
Ketone body production is therefore shifted frore timen (butyrate transformation) to
the liver (NEFA transformation) and consequentlgrgases. Ketones may be used as
alternative sources of energy to glucose in sonssudéis. Ketosis, however, is a
pathological condition which can lead to animaltbeparticularly in late gestation, if not
treated (see Rook, 2000 for review).
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Figure 1: Simplified scheme of metabolic adaptaiqred arrows) to maternal feed
restriction in ruminants: in case of insufficiemeegy supply, protein, glucose and volatile
fatty acid supply decreases in the rumen. Protatabolism increases and body reserves
(in blue) are mobilized to produce glucose. Ketpraduction shifts from the rumen to the
liver.

Metabolic adaptations to feed restriction are aquamed by hormonal adaptations aimed
at maintaining homeostasis. Lipid mobilization, tpalysis and neoglucogenesis are
favoured through a decrease in the synthesis ofitvoes that are anabolic (insulin, thyroid
hormones, i.e. triiodothyronineT3— and thyroxine ¥4—, and IGF-1). In contrast, the
synthesis of hormones that promote proteolysis)yigis and neoglucogenesis, is increased
(adrenaline, cortisol), with the noticeable exaeptof glucagon (Chilliarcet al., 2001).
Glucagon secretion, which promotes hepatic neogkeigesis from amino acid utilization,
Is indeed decreased in undernourished animals li@tilet al., 1998). Chilliardet al.
(2001) suggested that dynamic interactions betveaim, insulin and cortisol could play
an important role in ruminant adaptations to uneknling and refeeding (figure 2).
Hypoglycaemia induces hypoinsulinaemia which inntypromotes ketogenesis. Feed
restriction also leads to a decrease in leptin eotmations, which favours an increase in
cortisol, which induces metabolic adaptations (atitbn of neoglucogenesis, protein
mobilization...) and stimulates feeding behaviourfeRding leads to a rise in insulin
levels which, together with high cortisol levelsimailates leptin secretion. Leptin could
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normalize cortisol and insulin levels (Chilliag al., 2001). However, no differences in
plasma leptin concentrations between control atetdeegnancy restricted goats (Cetli
al., 2008, 20% reduction of requirements) or ewes €bgget al., 2008b, 50% nutrient
restriction) were found.

According to the duration and intensity of restant these adaptations lead to maternal
insulin-resistance associated with a reduction ilUTG 4 in maternal skeletal muscle and
perirenal adipose tissue (Robinseh al., 1999). GLUT 4 (SLC2A4) is an insulin
dependent transporter found in adipose tissue #matesl muscle. It is responsible for
insulin-regulated glucose disposal. As GLUT 4 idused in maternal tissues, glucose
availability is subsequently increased for foetalvgh in pregnant animals.

\ intake —b\ glvcemia —b\ insulin —» ’ ketogenesis
7
I+

I ' proteolvsis
leptin — cortisol — lvpolwvsis

' neoglucogenesis
b A |

Figure 2: Chilliard et al. (2001) suggested thataiyic interactions between leptin, insulin
and cortisol could play an important role in runmhadaptation to underfeeding and
refeeding. Solid arrows: hypoglycaemia induces imgadinemia which in turn promotes
ketogenesis. Undernutrition also leads to a deergakeptin concentrations, which favours
an increase in cortisol, which induces metabolicapaations (activation of
neoglucogenesis, protein mobilization...) and stineddeeding behaviour. Open arrows:
increased feed intake leads to a rise in insulMel&e which, together with high cortisol
levels, stimulates leptin secretion. Leptin normedi cortisol and insulin levels.

Foetal nutrition in ruminants

Interactions between the dam and foetus have asi®ugoll” structure: dam, utero-
placental unit and foetus cooperate rather thannagpendently (Schréder, 2003). The
placenta is crucial as an intermediary between eradind foetus. Substrate (nutrient and
oxygen) transfer from dam to foetus depends mainlyiterine and umbilical blood flow,
concentration gradient between maternal and fotddald and placental permeability (Péere,
2003). In contrast to the hemochorial placenta dfoumhumans, the ruminant placenta is
synepitheliochorial: the uterine epithelium is nfed into a foetomaternal syncytium
formed by the migration and fusion of the foetallcand those of uterine epithelium
(Wooding, 1992). Moreover, the ruminant placenteatyledonary, i.e. the materno-foetal
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interface is aggregated into a species-specificbmurof placentomes. A placentome is a
tuft of foetal villi (a cotyledon) in intimate coedt with maternal crypts (a caruncle)
(Wooding, 1992). This structure makes the ruminglatenta less permeable to large
molecules than human and rodent placentae (P&p8).20

Glucose is the main foetal substrate, used es#gnta brain function and growth
(Rémésy and Demigne, 1979). The transporter p®t&hbUT 1 and GLUT 3 transfer
glucose across the placenta through facilitatedigldn (Woodinget al., 2005, Barry and
Anthony, 2008). In ruminants, lactate is the ottmain foetal substrate and results from the
conversion of glucose to lactate in the placentall(Bnd Bauman, 1997, Pére, 2003).
Ketones have been reported to cross the placerdmall amounts and are subsequently
turned into lactate (Hardingt al., 1992, Harding, 2001). Under normal condition® th
contribution of ketones and fatty acids to foetagérgy needs is almost negligible (Peére,
2003).

In sheep, at the end of gestation, the placenta ugdo 60% of the glucose and oxygen
taken up from the uterine circulation (Harding, 2POPlacental metabolism is also
important in sheep for the supply of foetal amicas (Battaglia and Regnault, 2001) and
amino acid catabolism represents 20% of foetal atkid metabolism (Mongett al.,
2001). Essential amino acids are transported ac¢hesplacenta to the foetal circulation.
Non-essential amino acids are produced by the $omtithe placenta or transported by the
placenta (Battaglia and Regnault, 2001).

Hormones present in the foetal circulation canioatg from the placenta or the foetus
itself. The hormonal environment during gestatieéependent on the stage of pregnancy
and varies in response to the nutritional contexk @ other stimuli (Fowden and Forhead,
2004). The major hormones of pregnancy are progeste(maintenance of pregnancy),
placental lactogen and growth hormone (foetal gnowhd nutrition), glucocorticoids
(GCs) and prostaglandins (foetal maturation and pdrtu) (Redmeret al., 2004, Lewis

et al., 2006). In contrast to what has been shown in Imsnaad rodents, the sheep placenta
does not produce (or produces negligible amourft$gatin (Ehrhardt et al., 2002). The
foetus itself produces insulin and IGFs (growthfyrdid hormones (growth and
differentiation), GCs (maturation and inhibition growth in late pregnancy) (Fowden and
Forhead, 2004). Maternal GCs are prevented frorwhieg the foetus through the activity
of the enzyme 1B- hydroxysteroid dehydrogenase type 2 HSD2) which converts
active cortisol into inactive cortisone in the @ata (Seckkt al., 1995). This enzyme is
present in the ovine foetal placenta and kidneyday 85 of pregnancy (Langlois et al.,
1995).

Consequences of maternal restriction on placenta function and on the foetus

There is a complex interaction between mother, guitec and foetus. The nutrients and
oxygen are shared within the foeto-placental uliity modification to the foetal or the

39



CHAPITRE 1

placental side will affect the other. For the sakeinderstanding, the effects of maternal
restriction in the dam are described first in tlecenta and then in the foetus.

The effects of maternal restriction on placentaiwgh in sheep have been thoroughly
reviewed by Fowdesmt al. (2006). Observations from different studies intBcthat early
maternal feed restriction induces placental ovewvgnowhereas placental weight is
decreased compared to controls when feed restritdikes place in the third trimester of
pregnancy (Fowded al., 2006). Controversial observations were obtainedmfeed was
restricted in mid-pregnancy. Some authors foundealarged placenta at term when
restriction occurred in early- or mid-pregnancyi¢fRaey and White, 1987, Symones
al., 2001). They suggested that this finding was duant inhibition of the normal decline
in placental mass up to term. In contrast, redydadental weight after early- and mid-
pregnancy feed restriction which involved foetabwth retardation was observed in late-
pregnancy in sheep (McCrald al., 1992, McMullenet al., 2005). After refeeding,
differences were no longer found in placental welggtween control and restricted ewes,
but the distribution of placentomes shifted towatttks everted (more mature) phenotype
(McMullen et al., 2005). This phenotype (described in Watdal., 2006) was also
observed in other studies in early- or mid-pregyamstricted ewes (Clarket al., 1998,
Osgerbyet al., 2002, Rumbalkt al., 2008). Although oxygen exchange efficiency may
have been improved (Rumbal al., 2008), placental glucose delivery to the foeuas
decreased (Fowdeet al., 2006). Indeed, maternal food restriction may daffglacental
structure and function, thereby affecting nutriénainsfer capacity and the secretion of
growth factors. Clarket al. (1998) showed that only the weight of the fogaft of the
placenta (cotyledon) and not the maternal partu(cade) was reduced in restricted ewes
and the DNA content of these placentae was alaacestl

It has been shown in mice that the foetus is ablen¢rease placental nutrient transfer
capacity to cover its needs (Constargtial., 2005). This increase in transfer capacity is
reflected in an increase in the expression of piEteylucose and amino acid transporters.
Placental IGF-2 directly controls the supply of aratl nutrients to the foetus (Constancia
et al., 2005). The study of IGF-2 knockout mice allowkd tlemonstration of the action of

this imprinted gene in the placenta (Constaetai., 2005).

Placental growth and placental nutrient transfguacdies rely on the utero-placental
vascular system (Reynolds and Redmer, 1995). Numestudies showed that a decrease
in uterine blood flow leads to a reduced placemteight and affect foetal development
(McMillen et al., 2001, Langet al., 2003). Some factors regulating transport between
mother and foetus can be affected by maternal festtiction in sheep. For instance,
placental mMRNA expression of VEGF, which is implezhin capillary growth, vascular
permeability and placental blood flow regulatiorgsareduced after mid-pregnancy fasting
(McMullen et al., 2005). However, Newnharat al. (1991) found no modification of
placental or umbilical blood flow velocity afterefé restriction during mid-pregnancy in
sheep.
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In case of environmental disturbances in rumingdinés maternal feed restriction), dam
metabolism will shift to protect the foetus fromedle disturbances (Rook, 2000). When
glucose supply decreases, placental lactogen amtigrhormone are produced, which
promote foetal IGF production. Maternal insulin isé@nce is induced, so that more
nutrients are available in maternal circulation tbe foetus (Robinsomt al., 1999,
Harding, 2001). At the same time, the placenta ggactransfer capacity is enhanced
(Robinsonet al., 1999). In one study, it was shown that in case oépid decrease in
glucose supply, glucose and amino acids can evaakam up by the placenta from the
foetal circulation for its own metabolism (Harding001). Harding and Evans (1991)
suggested that BHB in the foetal blood could belssean alternative source of energy by
the foetal brain in the case of a drop in glucageply. Moreover, Faichney and White
(1987) showed an increase in amino acid oxidatiorthe foetuses of restricted ewes,
amino acids becoming the main substrate for endagehepatic neoglucogenesis. The
reduction in foetal growth rate could be explaifgdthe use of amino acids for energy
supply instead of protein synthesis.

In general, when nutrient availability is reducdte concentrations of anabolic hormones
are also reduced (e.g. insulin, IGF-1, T4) while toncentrations of catabolic hormones
are increased (e.g. cortisol, catecholamines, @Hthe foetal circulation (Fowden and
Forhead, 2004). Decreased leptin mRNA levels italcedipose tissue have been observed
in chronic hypoglycaemic and hypoinsulinemic ewddowever, plasma leptin
concentrations do not seem to change with matdeaal restriction in the ovine foetus
(Forhead and Fowden, 2009). Plasma leptin condemtsaat birth are probably not
regulated by maternal nutrition, at least durintgfaregnancy, as Celi et al. (2008) found
no differences in leptin levels in kids born todeestricted goats compared to control kids
at birth.

Maternal feed restriction has been shown to lead tikecrease in 1AHSD2 activity or
MRNA in rat and sheep placenta (Langley-Evans, 19@torwoodet al., 2001) allowing
increased levels of GCs to reach the foetus. Tthecteon in 11BHSD2 activity or mRNA
was observed in sheep foetuses only when the astriwvas long-lasting (more than 50
days, McMullenet al., 2004). However, it was not associated with a fincation in the
foetal plasmatic cortisol:cortisone ratio (McMullenal., 2004). The placenta may be an
important mediator in the effects of GCs on fograwth since the direct administration of
GCs to foetal sheep did not retard foetal growthenshs maternal administration did
(Newnhamet al., 1999, Kerzneet al., 2002).

Effects of dietary restriction during pregnancy onthe offspring

The effects of dietary restriction during pregnam®pend on various factors including
time and severity of the restriction, but also puatial conditions and breed. Most of the
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studies deal with three types of effects: effectggoowth, on physiology and metabolism
and effects on behaviour.

Effects on growth

Growth rate. Although one study in red deer hypothesized thadglay in foetal growth due
to feed restriction during pregnancy could be comspéed by a longer pregnancy (Asker
al., 2005), most studies in ruminants did not reporg differences in gestation length
between controls and animals born to underfed d&tosever, premature delivery was
reported after periconceptional feed restriction simeep (Kumarasamgt al., 2005)
although a reduction in gestational length wasrapbrted in another study (Debetsal.,
2009). In general, whenever maternal feed resinctoccurred during pregnancy, it
induced a reduction in foetal live weight and baliipensions shortly after the restriction
(Alexander, 1978, Newnhara al., 1991, McCrabbet al., 1992). However, when the
restriction took place in early- or mid-pregnaneydawvas of short duration, the foetus
exhibited catch-up growth afterwards, and returteethe normal growth curve (Hawkins
et al., 2000, Edwards and McMillen, 2002) resulting isimilar birth weight compared to
control offspring (McCrabbet al., 1992, Hawkinset al., 2000, Khanet al., 2005,
McMullen et al., 2005, Forcet al., 2007). Four-month old lambs born to early-pregyan
restricted ewes, however, were shown to be heaviérto have more adipose tissue than
controls (Fordet al., 2007, Debust al., 2009). In contrast, Hawkins (2000) found no
differences between three-month old lambs borrestricted ewes and control lambs even
though feed restriction was applied during the spareod (up to 70 days of pregnancy) as
in the work of Fordet al. (2007) and Debust al. (2009). This may be due to different
feeding levels because the restriction was morersem the Ford and Debus experiments
(dams were fed 50% of requirements) than in the kitesstudy (85% of requirements).

When restriction occurred in late-pregnancy, loweth weights were observed in sheep
and goats (Alexander, 1978, Koritngk al., 1981, Bajhau and Kennedy, 1990, Olieer
al., 2001, Borwicket al., 2003, Hustedt al., 2007). Catch-up growth could occur after
birth (Oliver et al., 2001) but generally not immediately: Hustedal. (2007) showed
slower growth rate in lambs born to restricted ewpsto 10 weeks of age but the
differences no longer existed 9 weeks later. Howdaenbs born to restricted dams were
still lighter than control lambs at 19 weeks oélitn one study in goats (Celial., 2008)
these observations were not confirmed: there weredifferences in live weight and
growth rate between kids born to late-pregnancy eently-lactation restricted dams and
controls up to 5 weeks of age.

Organ and tissue growth. Changes in growth rate were associated with chaimgesgan
growth and with tissue modifications whenever maérestriction occurred. Koritnikt

al. (1981) found a decrease in spleen, liver, kidnagart, thyroid, pituitary, cerebellum
and cerebrum but not change in adrenal weightrabsaborn to late-pregnancy restricted
ewes. Despite the fact that there were no diffeeerin foetal weight, a decrease in the
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weight of theextensor digitorum lateralis but not in other musclesgmitendinosus, soleus,
semimembranosus and peroneus longus muscles) was observed in foetuses born to late-
gestation restricted ewes (Greenwasdal., 1999). Slower muscle accretion was also
reported in these foetuses. Moreover, lung growthadevelopment was altered in foetuses
from dams restricted for seven days during latgmaacy (McMullenet al., 2005). Wool
production was also altered in lambs born to latewhole-gestation restricted ewes,
suggesting an effect on wool follicles (Taplin dkritt, 1964, Robinsod al., 1999).

Fat deposition and thermoregulation. Thyroid hormone concentrations, which are
indicators of thermoregulation and are involvedrgan growth and metabolism (Todini,
2007), were reduced in five-week old kids bornateipregnancy restricted goats (Gali
al., 2008). As a consequence, thermoregulatory andthirgy control could have been
altered (Symondst al., 1995). Moreover, modifications in adipose tisswdich is
involved in thermoregulation (brown fat), were otvgel. Indeed, Alexander (1978) found
less perirenal fat in foetuses from late pregnamsyricted dams although the difference
was only significant in 123-126 day foetuses butinmlder foetuses. Reduced fat depots
in the foetus could lead to impaired thermoregafatand decreased lamb survival after
birth (Dwyer, 2008). However, Edwards al. (2005) found more perirenal fat in twin
lambs (but not in singletons) born to ewes restdatiuring the whole pregnancy. These
results can be explained by differences in foegal @lder animals in Edwards’ study) and
the timing of restriction: Alexander (1978) resteid ewes from the §0day of pregnancy
until birth whereas Edwards al. (2005) restricted ewes throughout pregnancy. lap

et al. (2003) underfed ewes between 28 and 80 days tditgas and found an increase in
fat depots at term in restricted foetuses, as sHoadwardst al. (2005). Symondst al.
(2004) summarized these experimental results: matézed restriction in early pregnancy
results in increased adiposity which is in favofilater obesity whereas maternal feed
restriction in late pregnancy results in decreas#idose tissue mass.

Effects on metabolism and physiology

Glucose homeostasis. Maternal dietary restriction during pregnancy cdteraenergy
metabolism and its regulation, depending on thégrof restriction. Rumbalkt al. (2008)
found no modification in insulin sensitivity but decrease in glucose Area Under the
Curve in foetuses from early-gestation restricteces after a glucose challenge. These
authors suggested a faster glucose disposal unlikdde due to greater insulin sensitivity.
No changes were observed in foetal insulin and 1Gfencentrations after the ewes were
fasted for 5 days in mid-pregnancy, suggesting ghatose homeostasis was maintained
(McMullen et al., 2005). Burtet al. (2007) observed a rise in basal fasting glycaemhia
two months of age in lambs born to mid-pregnansyricted ewes but differences did not
persist in 4- and 12-month old lambs. Oliwaral. (2002) found no effects of feed
restriction in mid-pregnancy on glycaemia, insutimaa and IGF-1 levels in lambs
between birth and 30 months of age. The offspringoats restricted in late-gestation and
early-lactation showed a lower fasting glycaemialumweeks of age and an increased
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insulinaemia during the first week of life but thewas no effect on leptin levels (Celi
al., 2008). When considering long-term effects of makdietary restriction, Hustesd al.
(2007) showed that insulin-sensitivity was impaiiadl9-week old lambs born to late-
pregnancy restricted dams during an intravenousogk! tolerance test (IVGTT) but it
seemed that their tissue sensitivity to insulin Bpalytic capacity increased during a 24h-
fast. Finally, an IVGTT revealed an impaired gluedslerance in one-year old lambs born
to feed restricted dams in late pregnancy but mahose born to feed restricted dams in
early pregnancy (Gardneral., 2005).

These data suggest that late-gestation maternicties reduces insulin sensitivity in
sheep whereas the effects on glucose homeostassnoe very marked in lambs when
restriction occurred in early gestation.

Cardiovascular system function. Khan et al. (2005) showed an increased basal tone and
sensitivity to phenylephrine (vasoconstrictor) I tleft internal thoracic artery in lambs
born to early-pregnancy restricted ewes, whicloisststent with the results of Hawkies

al. (2000) who showed an increased arterial pressudambs born to early-restricted
dams. Moreover, Edwards al. (2002) showed an increase in arterial blood pressu
twin foetuses, but not in singletons, from sheedeunourished in the periconceptional
period. However, blood pressure remained unchamgkeanbs after maternal restriction in
mid-pregnancy (Oliveet al., 2002). Gopalakrishnaet al. (2004) reported an increased
blood pressure before feeding and altered bararefigponses to noradrenaline infusion in
3-year old sheep born to ewes restricted througpoegnancy. An increase in arterial
blood pressure was also observed in adult offsgrorg to ewes underfed in early- or late-
gestation, in association with a greater activatbrthe Hypothalamo-Pituitary-Adrenal
(HPA) axis (Hawkinset al., 2000, Bloomfieldet al., 2003). Similar modifications of the
cardiovascular system were also reported in raés afaternal protein deprivation during
pregnancy (Langley-Evans, 1996).

Effects on behaviour

Maternal dietary restriction may result in a mazhfion in offspring behaviour, although
this aspect has not been addressed extensivelyermdtdietary restriction can alter
emotional reactivity as well as laterality and fiegdbehaviour of the offspring.

Locomotor behaviour and emotional reactivity. At birth, goat kids born to underfed dams
(from 70 days of pregnancy to birth) exhibited inngd locomotor behaviour compared to
control kids (Terrazast al., 2009). Several hypotheses can explain this resuh as the
lower birth weight of the lambs born to feed red&d dams (Dwyeet al., 2003) or
abnormal maternal behaviour as observed in feddatesl ewes (Dwyeet al., 2003) and
goats (Terrazad al., 2009). Prenatal undernutrition can also increametional reactivity
in lambs born to restricted ewes (Erhatdal., 2004), even if others did not find any
modifications in reactivity (Simitzigt al., 2009). Different durations of restriction (feed
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restriction from day 1 to day 95 of pregnancy im&d’s study vs. from day 1 to day 30,
or day 31 to 100 of pregnancy in Simitzis’ studypymexplain the different results
obtained. In addition, sheep were tested at diftesges (18 months vs. 2-5 months,
respectively). However, both studies showed a shiffide preference in lambs born to
underfed ewes, when restriction occurred at thenbetg of pregnancy. This shift was
also reported in lambs born to periconceptionairicded ewes (Hernandest al., 2009).
Data in mice show an increase in emotional redgtafter maternal periconceptional feed
restriction (Watkingt al., 2008). However, it is difficult to discriminatetween the effect
of maternal feed restriction per se from a posgishchological maternal stress due to feed
restriction (direct or indirect effect). Indeed, ypsological maternal stress during
pregnancy can result in the modification of emagiaeactivity in lambs (Braastad, 1998),
as well as a modification in ewe maternal behavi®ousselet al., 2006) which could
indirectly modify the emotional reactivity of offspg after birth (Roussel-Huchetée al .,
2008).

Feeding behaviour. Only a few studies have dealt with the effects citemal feed
restriction on offspring feeding behaviour despite possible implications on the
occurrence of later diseases (Langley-Evetra., 2005). Feeding behaviour is regulated
by the hypothalamus both in rats (Williartsal., 2001) and sheep (Della-Fera and Baile,
1984). As discussed before, the hypothalamus sscreéuropeptides that stimulate
(orexigenic) or inhibit (anorexigenic) food intakiglost of the studies on hypothalamic
changes, or more generally modifications of theinhrdue to feed restriction during
pregnancy, have been performed in human and roeswgsky and Strupp, 1995, Kehoe
et al., 2001, Walker, 2005).

In lambs, indirect consequences of maternal résmicave been described. Lambs born to
restricted ewes were lighter at birth and thesbktdiglambs suckled less frequently than
heavier lambs (Dwyeet al., 2003). Moreover, maternal nutrition during pregrya can
influence the food preferences of offspring: lareliposed to oregano essential oil during
foetal life showed a preference for a concentraplemented with this compound in a
choice test from 3 to 7.5 months of age (Simi&tisl., 2008). Food preferences could
therefore be programmed utero, as shown in rats where exposure to a low pratesh
during gestation induced a change in high fat fomasumption in the offspring (Bellinger
et al., 2004, Bellinger and Langley-Evans, 2005, Bellingieal., 2006). However, longer
term experiments are needed. Whether changes dintedehaviour are triggered by a
modification in hypothalamic peptide expressionruminant offspring still needs to be
clarified. In sheep, one author reported that thpression of neuropeptide Y mRNA
(orexigenic factor) was increased in foetal hyplathrus following late-pregnancy
maternal restriction (Warneat al., 1998). In rats, two recent experiments showed a
decrease in the hypothalamic expression of anceaidgg CART, POMC) and orexigenic
peptides (AgRP and NPY) in rats born to pregnameyt lactation-restricted dams which
was associated with hyperphagia in 35- and 60-tthyats (Orozco-Sdlist al., 2009) and

in 22- to 25-week old rats (Couptal., 2009) but not in older rats.
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Factors of variation

Despite a large variety of nutritional insults @@ and protein deprivation, deficiency in
specific nutrients), a narrow range of phenotypgiarges is observed in the offspring
(hypertension, glucose intolerance, insulin ressta obesity) (Fowden and Forhead,
2004, Langley-Evanst al., 2005). However, the same phenotypes can resoih fr
different nutrition insults. For example, in ra®th protein- and calorie-deprivation led to
a decrease ifi-cell mass and insulin content of the foetal paasréiowever, this decrease
appeared to be due to a lower rateg3fell proliferation in the first case, and to a lw
number of islets and reducpetell neogenesis in the second (Fowden and Hi0120The
effects of restriction during pregnancy on the pifitsg could be modulated by several
parameters, such as factors specific to the str¢ssong, intensity and duration of feed
restriction) but also factors specific to the dam, breed, size, sex of the offspring and
competition between foetuses.

Studies in humans exposed to the Dutch famine gdoetal life showed that the timing of
feed restriction is important: foetuses exposednduearly- or late-pregnancy did not
develop the same diseases. Early-pregnancy feadcties predisposed individuals to
cardiovascular diseases while mid-pregnancy festricBon led to obstructive airway
diseases and microalbuminuria. Late-pregnancy fessdriction was associated with
impaired glucose tolerance (Painter al., 2005, Sinclair and Singh, 2007). These
observations suggest the existence of critical wivelof development for specific organs
as suggested by McCance in the 70’s (McCance, 1&Ydemonstrated in animal studies
(Sinclair and Singh, 2007). Indeed, Chadibal. (2007) showed an increase in the
sensitivity of the HPA axis at 2 months of age (thatreafter), exclusively in lambs born to
early-pregnancy restricted ewes and not in thosa btw mid-pregnancy restricted ewes.
Periconceptional feed restriction increased the bemof everted placentomes in sheep
placenta (Rumballet al., 2008) and increased foetal plasma ACTH conceobsit
(Edwardset al., 2002). Feed restriction during gestation andatémt reduced growth rate
in goat kids (Sibandat al., 1999). Feed restriction during late pregnancy ratuce
confusing effects. Indeed, a reduction in milk protibn and its quality was observed in
late-pregnancy restricted goats (Morand Fehr, 2@l et al., 2008, Tygeseret al.,
2008b). Modifications in kid metabolism and growtlere observed in these studies and
could be due to a reduction in the amount and tyafimilk rather than to direct effects of
maternal feed restriction.

Observations made in rodent models are in agreemémntfindings in ruminants. Female

rats born to restricted dams ate less fat tharraloigmales but only females born to early-
pregnancy restricted dams showed a greater preferéor a carbohydrate-rich food

(Bellinger and Langley-Evans, 2005). Moreover, raten to early- and late-pregnancy
calorie-restricted dams showed hyperinsulinaemmapaoed to controls whereas rats born
to mid-pregnancy restricted dams showed higher tchialesterol concentrations than
controls and rats born to late-pregnancy restrictachs (Bellinger and Langley-Evans,
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2005). A low-protein diet fed during oocyte matioatresulted in altered anxiety-related
behaviour and cardiovascular abnormalities in madtspring (Watkinst al., 2008).

As previously discussed, the effects of feed retsdn depend on the duration of the insult:
the placenta from restricted ewes was lighter thantrol placentae only when feed
restriction occurred for 67 days (from thé"3fay of pregnancy) but not for 47 days or 22
days (from the 50 or 758" days of pregnancy) (McCrabb et al., 1992). Therisity of
restriction also modulates the effects: Russal. (1977) showed that birth weight was
decreased less in twin lambs born to moderate riceest ewes (11.6 MJ ME/day)
compared to control twins than in twin lambs boonsevere restricted ewes (10.0 MJ
ME/day) compared to control twins.

In addition to the specific characteristics of gteessor, maternal factors can influence the
future consequences of restriction. Placentae fawnbody condition scoreBCS) ewes
had less placentomes and the crown-rump lengtfeetises from these ewes were shorter
(Osgerby et al., 2003). Paternal and maternal gpeet also play an important role:
maternal feed restriction affected growth and matalparameters in lambs differently
according to sire of the lamb (Tygesenal., 2008a). No effect of early feed restriction
was found in lambs born to ewes adapted to limitattitional supplies during several
generations whereas it had an impact on lambs tmoewes which were always fed to
requirements or above (Buettal., 2007, Jobgest al., 2008).

Litter size and sex of the offspring have to beetaknto account when studying the effect
of maternal diet restriction. The number of foetusdluences the metabolic parameters of
the dam and the metabolic parameters of the feiamballet al., 2008). A correlation
was found between the maternal and foetal plasmeettrations of leptin in twins but not
in singletons in late gestation (Edwardsal., 2005). Fat depots were higher in single vs.
twin bearing ewes and in the foetuses from thelsimg. twin bearing ewes in late
pregnancy (Alexander, 1978). Grigoet al. (2008) reviewed in several species sex
differences in the programming of cardiovasculaedses: male offspring appear to be
more sensitive to insults during development themdles. A sex effect was also reported
in sheep: only male lambs born to restricted daatsdn impaired cognitive flexibility at
18 months of age (Erhastlal., 2004). Hawkingt al. (2000) reported greater responses of
the HPA axis in females from early restricted eaeS.5 and 10 months of age but not at 2
months of age, compared to males.

Sex effects were also reported in rodents. In valien a low-protein diet was given to the
dam, a sex effect was reported on feeding behavitairdepots, energy intake and
pancreatic function of the offspring (Fowden andl,H2001, Bellingeret al., 2004,
Bellinger and Langley-Evans, 2005). Sex specifimegeexpression and epigenetic
programming have ben reported in these speciesof@abal., 2009).

Mechanisms underlying foetal programming

47



CHAPITRE 1

General mechanisms

Foetal programming of later disease could appeeas® of a mismatch between prenatal
and postnatal environment (Gluckman and Hansor4)2ais hypothesis was confirmed
for the cardiovascular system by Cletahkl. (2007). Ewes were fed 50% of requirements
for the first 31 days of gestation and then thdispysing (Underfed, U and Control, C)
were subdivided and were either restricted (UU @l or adequately fed (UC and CC)
between 12 and 25 weeks of age. Altered hearttateiand blood pressure was observed
only in mismatched groups (CU and UC). Similarliteiations in vascular reactivity to
agonists due to feed restriction during gestatioemees disappeared when lambs were also
restricted during postnatal life (Khahal., 2005).

Two hypotheses have been proposed to explain tegels observed in the offspring as a
consequence of impaired foetal environment (Gluckarad Hanson, 2004):

1) the foetus developed a Predictive AdaptativepBese (PAR): an anticipation to
sustained conditions in the long-term environment

or

2) changes observed in the offspring are the redulisrupted development and the foetus
adapts its phenotype to an expected deprived pastfi@od environment (“thrifty
phenotype”)

Role of glucocorticoids

The precise mechanisms of foetal adaptation to nmatdeed restriction are unknown.

However, GCs, and therefore the HPA axis, seemetcstbongly implicated in tissue

programming. In sheep, 90% of the cortisol in tbetdl circulation is of maternal origin

until close to term when the foetal adrenal becomestional (Fowden and Forhead,

2004). GCs act directly and indirectly, both atefiudar and molecular level. They lead to
changes in cellular secretion of proteins, grovabtdrs and metabolites but also act on
gene transcription, translation and post-transtatigprocessing during foetal development
(Fowden and Forhead, 2004). They are involved mirotling the growth of some tissues

(kidneys, lung, heart, nervous system, adiposedjssn the expression of hippocampal
genes and are responsible for dopamine and semosamisitivity in the central nervous

system (Bertram and Hanson, 2002).

Placental 1IBHSD2 prevents high GCs concentrations in the foktisindernutrition can
reduce its activity, possibly leading to an incee@s GCs concentrations in foetal blood
and a decrease in foetal and placental growth. I&@is concentrations in the foetus can
inhibit tissue growth and promote maturation andlutz differentiation. Excessive
activity of GCs is possibly involved in insulin re®nce and associated with hypertension,
obesity, growth retardation, dyslipidaemia, endighe dysfunction and altered
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myelinisation in the central nervous system (Lapdteans, 1996, Bertram and Hanson,
2002). Experiments in rats suggest that GCs mayinkelved at various levels in
programming hypertension, by promoting angiotenBirproduction and by exerting
adverse effects on kidney development, implicatedhe regulation of blood pressure
(Langley-Evanset al., 1999). Since the early work of Liggins (1969)¢ tbffects of
endogenous or exogenous GCs on foetal developragetiieen widely reviewed (Dalsk

al., 1985, Seckl, 2004, Owest al., 2005, Seckl and Holmes, 2007, Kapebal., 2008,
Cottrell and Seckl, 2009). However, although a dase in 1 BHSD2 activity was found
by Jaquieryet al. (2006), no increase in plasma cortisol conceminatiwas observed in
ewes and 50-day old foetuses after periconceptieea restriction. These authors do not
exclude an increase in foetal cortisol concentratim late-pregnancy. Moreover, it seems
that the induction of long term effects can occwllvbefore the placenta is formed and
independently of the changes in GCs levels (Gluckmwad Hanson, 2004). One of the
proposed mechanisms is epigenetic processes.

Epigenetics

At a molecular level, epigenetic modifications, sas DNA methylation, are another good
candidate to explain programming (Lewis et al., @0E&Epigenetic modifications refer to
expression and transmission processes of gendticmation without changing DNA
sequence but changing chromatin organization (Pasheal., 2007). In rats, protein
deprivation during pregnancy led to a decreaseNA Dnethylation of GC receptoiGR)

and PPAR in weaned pups (Lillycrag al., 2005). In sheep, embryos from ewes fed a
“methyl-deficient” diet before conception have a dified DNA methylation profile
compared to control embryos at gestational day S@cf(air et al., 2007). Epigenetic
mechanisms cal also modify behaviour (McGowgal ., 2008).

Moreover, during certain periods of developmeng, lliman genome is more susceptible
to epigenetic processes. During pre-implantatibe, genome of the embryo undergoes
intense demethylation and re-methylation occursrafplantation. As methylation relies
on the presence of methyl groups supplied by makdood, this period is particularly
dependant on maternal food supplies (Pagnait, 2007).

These epigenetic mechanisms have been reviewedniaris and rodents (Godfreyal.,
2007, Paoloni-Giacobino, 2007) but not in rumingpecies. Epigenetic changes could lead
to changes in gene expression in offspring anddcbal at least in part, be responsible for
growth, physiology and metabolic changes obsemadfgpring born to restricted dams.

Conclusion

One of the roles of the changes in maternal andeptal metabolism and physiology
induced by pregnancy diet restriction is probaldystistain foetal growth and survival.
Maternal diet restriction during pregnancy leadsadous modifications in small ruminant
offspring morphology, physiology, metabolism andmstimes behaviour. These
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modifications are often consistent with the effeotsserved in other species such as
rodents or humans. The effects of maternal regtnauring foetal development seem to
depend on the duration of diet restriction but alspthe timing: restriction in early-
pregnancy is associated with alterations in thdiogascular system and restriction in late-
gestation with metabolic diseases. Unfortunatelystnof the studies have not investigated
at the same time neurobiological, physiological @aetiavioural changes. Moreover, the
effects of diet restriction are not easy to studsenatal effects can be modulated by the
post-natal environment, thus giving the possibitipost-natal therapeutic interventions.
For instance, in rats leptin injections can revéhgedetrimental effects of feed restriction,
on such factors as hyperphagia, growth, metabaisdhlocomotor activity (Vickerst al.,
2005). Similar results were observed in intra-uerigrowth restricted (IUGR) pigs
receiving a neonatal leptin supplementation (Adtigl., 2008).

Metabolic programming is also directly relevantféod animal husbandry as production
and breeding performance may be affected (Symomdi$sardner, 2006, Wet al., 2006).

In husbandry, ruminants are sometimes undernoutiseeause of low availability of feed
resources, particularly in tropical and arid argderon-Fuenmayor and Clavero, 1999), or
for economic reasons in temperate areas (Doeeall, 2000) and the consequences on
offspring development need to be taken into account

Further studies are needed at the molecular anldlasellevel on the mechanisms
underlying the modifications observed in offsprifigne consequences of feed restriction
on the brain and particularly on hypothalamic antuifary function need to be

investigated in ruminants.
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5. METHODOLOGIE GENERALE

5.1. Animaux expérimentaux

5.1.1. Généralités

Les expérimentations ont été faites a la chéevrerie expérimentale INRA de Grignon. Les
recherches menées a la chévrerie concernent la digestion, la valeur des aliments, la
nutrition lipidique et le comportement, en particulier le comportement alimentaire. Le
troupeau se compose de 110 chévres laitiéres de 2 races différentes (Alpine et Saanen).
Ce troupeau est représentatif des élevages caprins frangais puisqu’il possede 60% de
chévres de race Saanen et 40% d’Alpines, les 2 races majoritaires en France.

La chevre est largement répandue dans le monde, le cheptel caprin mondial était estimé
par la FAO a 837 millions de tétes en 2006. Les ruminants en général et les caprins en
particulier sont confrontés au probleme de sous-nutrition surtout a cause des conditions
climatiques peu favorables qui limitent la croissance des végétaux et donc la disponibilité
des ressources alimentaires, en particulier dans les régions arides et tropicales (Chilliard
et al., 1998). Par exemple, lors de sécheresses en Australie, il est fréquent que les chevres
manquent de nourriture (Conway et al., 1996). La sous-nutrition est également impliquée
dans les taux élevés d’avortement (jusqu’a 70%) et de mortalité des chevreaux au
Mexique (Mellado et al., 2004). Il est a noter que la sévérité de la sous-nutrition dans ces
régions du monde dépend des caractéristiques génétiques de I'animal. En effet, si dans
les régions tropicales les conditions agro-climatiques sont difficiles, les animaux qui y
vivent sont généralement mieux adaptés a ces conditions que les animaux des régions
tempérées. Par exemple certaines chévres africaines présentent un métabolisme mieux
adapté aux conditions de sous-nutrition que des chévres européennes (Morand-Fehr,
2005).

Les petits ruminants, souvent le mouton, sont utilisés pour les études en obstétrique, en
raison du long développement intra-utérin et parce gu’ils donnent naissance a des jeunes
plus autonomes que chez les rongeurs. Leur taille permet un suivi et une manipulation
des foetus plus facile. La chevre présente des intéréts tres spécifiques. En production
animale, la chévre laitiere peut étre utilisée comme modele de la vache laitiere. Elle est
plus facilement manipulable, son élevage est moins coliteux et les 2 espéces présentent
des similitudes physiologiques et métaboliques (Larson, 1978). La spécificité de son
comportement alimentaire en fait également un modeéle de choix pour I'étude du
comportement alimentaire. Dans le domaine biomédical, elle représente un bon modele
pour 'homme en orthopédie en raison des caractéristiques morphologiques de son
squelette (Pearce et al.,, 2007; Simon et Aberman, 2010). Enfin, elle est préférée au
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mouton pour les expérimentations conduites en Asie, en raison de sa meilleure
adaptation aux régions chaudes et humides (Pearce et al., 2007).

5.1.2. Spécificité du comportement alimentaire de la chéevre

Le comportement alimentaire de la chévre présente quelques particularités. La cheévre,
contrairement aux autres ruminants, sélectionne fortement les aliments (Morand-Fehr,
2005). Cette sélection augmente le temps passé a ingérer et diminue la vitesse
d’ingestion par rapport aux moutons (Dulphy et al., 1990). Dans le cas de deux
distributions par jour, en plus des 2 repas principaux par jour induits par la distribution de
nourriture, comme chez le mouton, les chévres recommencent a ingérer entre 4 et 7h
apres le repas du matin. Cette reprise d’ingestion n’a pas été constatée apres le repas du
soir (Geoffroy, 1974). Elles passent moins de temps a ruminer que les moutons et
ruminent plutot la nuit (Geoffroy, 1974). Chez les ruminants, les expériences passées
jouent un role important dans le choix des aliments, particulierement chez les chevres qui
mémorisent facilement ces expériences (Morand-Fehr, 2005). Le tri et la mémorisation
des expériences alimentaires leurs permettent de s’adapter aux environnements difficiles
en sélectionnant les plantes qui couvrent leurs besoins et en évitant les plantes toxiques
(Morand-Fehr, 2005). Elles adaptent leur comportement alimentaire en fonction de la
composition du régime : lorsque la ration passe de 30% a 55% de fourrages, les temps
d’ingestion et rumination augmentent (Abijaoudé et al., 2000a). Ces caractéristiques font
de la chévre un modele intéressant pour des expériences sur le comportement
alimentaire.

5.1.3. Atouts d’un élevage laitier

Les chevres utilisées dans les expériences de cette these étant issues d’un élevage laitier,
la conduite d’élevage consiste a séparer les chevreaux de la mere des la naissance et a les
élever en allaitement artificiel. Cette absence de la mere permet d'une part de mesurer
les quantités ingérées des la premiere tétée et, d’autre part, de s’affranchir des
interactions possibles avec le comportement maternel qui peut étre modifié a cause de la
sous-nutrition pendant la gestation (Terrazas et al., 2009). De plus, l'allaitement artificiel
permet de s’affranchir d’éventuels effets indirects de la restriction alimentaire sur la
qualité et la quantité de lait et de colostrum produites, comme certains auteurs I'ont
montré apres une restriction alimentaire en fin de gestation chez des chévres (Morand
Fehr, 2000; Celi et al., 2008; Tygesen et al., 2008) et des brebis (Banchero et al., 2006).
Dans la plupart des études les jeunes, rongeurs ou ruminants, sont élevés sous la mere.
Ce modele permet donc d’éviter des confusions entre les effets directs de la restriction
maternelle sur le chevreau et les effets indirects sur le chevreau via des effets sur la
chévre.
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5.2.Restriction alimentaire

5.2.1. Durée, période et intensité de la restriction

Chez les ruminants, en particulier dans les troupeaux laitiers, les animaux se retrouvent
souvent en déficit nutritionnel en fin de gestation et en début de lactation (Figure 10). Les
deux derniers mois de gestation représentent la période de croissance exponentielle
du/des foetus : les besoins énergétiques augmentent alors que la capacité d’ingestion
diminue (Gadoud et al., 1992). Les besoins augmentent également en début de lactation,
principalement chez les animaux laitiers (Gadoud et al., 1992). Une prolificité élevée et un
rang social bas peuvent également accentuer cette sous-nutrition (Conway et al., 1996;
Mercier et Chartier, 2002). En effet, ce sont les animaux de rang supérieur qui ont un
acces prioritaire a I'auge (Conway et al., 1996).
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Figure 10 : Evolution de la capacité d'ingestion, des besoins et des apports énergétiques
recommandés au cours du cycle de production chez la chévre. Source : Gadoud et al.
(1992)

Chez les ruminants, c’est en fin de gestation qu’a lieu la maturation du principal centre
cérébral impliqué dans la régulation de la prise alimentaire, I’hypothalamus (Matthews et
Challis, 1996) (voir chapitre 1, partie 3.4.4). De plus, on sait qu’une restriction alimentaire
pendant la gestation peut modifier la sécrétion des neuropeptides régulateurs de la prise
alimentaire et la prise alimentaire elle-méme (voir chapitre 1, partie 3.4.5). L'ensemble de
ces données nous a conduits a appliquer la restriction alimentaire en fin de gestation
dans ce projet.

L'objectif de cette étude était de réduire la quantité d’aliment distribuée a des chévres en
gestation par rapport a des chévres témoins. La sous-nutrition devait étre suffisamment
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forte et d’une durée suffisamment importante pour qu’elle ait un impact sur les
chevreaux. En cas de perturbation de I'environnement telle que la restriction alimentaire
maternelle, le métabolisme de la mére est modifié afin de préserver le feetus (Rook,
2000). Au moins a court terme, la chute de glycémie chez la mere ne modifie pas I'apport
de glucose au foetus (Hay et al., 1983). Parmi les mécanismes de protection du foetus par
le placenta, I'activité de I'enzyme 11-B hydroxystéroide déshydrogénase de type 2 (11-
BHSD2) placentaire, qui métabolise le cortisol en cortisone inactif, jouerait un role
important. L'activité de cette enzyme est diminuée en cas de restriction alimentaire
maternelle, ce qui conduirait a une augmentation de la cortisolémie foetale et aux
altérations de la croissance et de la physiologie observées chez les foetus de meres
restreintes (chapitre 1, partie 4). Or, la réduction de l'activité de la 11-BHSD2 n’a été
constatée chez le mouton que pour une restriction alimentaire de plus de 50 jours
(McMullen et al., 2004). Nous pouvions donc supposer qu’une durée de restriction de 50
jours au minimum aurait des conséquences sur le jeune. Dans les expériences réalisées au
cours de cette thése, la restriction a duré 50 a 60 jours, selon I'expérience.

Dans ces expériences, I'énergie apportée aux chevres restreintes a été calulée en fonction
de ce qui a été consommé par les chevres témoins ad libitum. La composition des régimes
a été faite a partir de ce qui est habituellement pratiqué a la chévrerie expérimentale et
de maniere a ce que le poids des chevres témoins reste stable entre le tarissement et le
début de la lactation, plutét que directement basée sur des calculs a partir des tables
INRA.

5.2.2. Gestion des risques de toxémie et éthique

En cas de restriction alimentaire pendant la gestation chez les petits ruminants, si le
déficit énergétique est trop important, une toxémie de gestation peut se produire. Il faut
donc trouver un compromis pour conserver les meres en bonne santé jusqu’au bout de la
gestation et en méme temps suffisamment réduire les apports pour potentiellement
avoir des conséquences sur le feetus.

La toxémie est une maladie métabolique qui touche particulierement les petits ruminants
du fait de leur prolificité élevée (Morand-Fehr et al., 1984; Mercier et Chartier, 2002). Elle
se manifeste en cas de déficit énergétique et est provoquée par I'accumulation de corps
cétoniques (béta hydroxybutyrate (BHB) et acéto-acétate) dans I'organisme qui, a une
concentration élevée, deviennent toxiques pour I'animal (Mercier et Chartier, 2002). Le
premier symptéme de la toxémie est la diminution de I'ingestion (Morand-Fehr et al.,
1984). Les animaux sont abattus, peuvent avoir des difficultés pour se déplacer et
s’isolent du troupeau. Si les animaux ne sont pas rapidement traités, ils s’affaiblissent
encore, ne parviennent plus a se lever et peuvent avoir des problémes neurologiques qui
se manifestent par des convulsions, une salivation excessive, des nystagmus. Quelques

jours aprés les premiers symptomes, les animaux meurent (Rook, 2000). Au niveau
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métabolique, la glycémie est faible, la cétonémie et la cétonurie sont élevées. Cette
pathologie métabolique peut entrainer jusqu’a 80% de mortalité chez les animaux
atteints, surtout si elle n’est pas prise en charge a temps (Rook, 2000).

Les traitements (Rook, 2000) visent a rétablir rapidement I'homéostasie glucidique. On
utilise des injections intra-veineuses de glucose ou de dextrose et d’électrolytes et des
distributions par voie orale de sirop de mais, de glycérol, de dextrose ou de propyléene
glycol ou de solutions utilisées pour la réhydratation qui contiennent du glucose, du
chloride de sodium, de la glycine et d’autres électrolytes. Ces produits permettent de
faire remonter la glycémie. Egalement, les vitamines du groupe B et le borogluconate de
calcium qui permettent d’augmenter la motricité du rumen et de stimuler I'appétit
peuvent étre administrés. La séparation de I'animal atteint des autres animaux lui permet
d’aller a I'auge quand il le souhaite sans étre géné par ses congéneres.

Cette maladie est imprévisible. Néanmoins, I'utilisation du profil métabolique peut étre
utile, notamment afin d’évaluer le taux sérique de beta hydroxybutyrate (BHB) qui peut
aider a déterminer le statut nutritionnel du troupeau (Rook, 2000). En cas de taux de BHB
élevé, on peut craindre I'apparition de toxémie de gestation. Une alimentation adaptée
aux besoins en fin de gestation et un état corporel suffisant compris entre 3 et 3,5 (sur
une échelle de 5) a la parturition permettent de diminuer I'incidence de la toxémie (Rook,
2000).

Dans les expériences menées pendant cette these, les chévres ont été régulierement
suivies par rapport a leur métabolisme énergétique, leur poids vif, leur état corporel et
leur ingestion. Du propyléne glycol a été ajouté a la ration (40 g/chévre/jour, DIFAGRI
PICOT SA, France) en prévention de la toxémie de gestation. En cas de toxémie, la chévre
était retirée de |'expérience et traitée par des injections intra-veineuses de glucose
(Energidex, Vetoquinol, France). Les chevres retirées étaient alors nourries ad libitum. A
partir de 3 chevres atteintes, les quantités distribuées a tous les animaux restreints
étaient augmentée de 10%.

Afin de réduire la sensation de faim des chevres restreintes et donc le stress
psychologique induit par la restriction, les animaux restreints ont recu de la paille a
volonté en plus de leur ration. La paille, peu digestible et apportant peu d’énergie,
augmente I’encombrement du rumen et diminue la sensation de faim et le stress
psychologique associé (Mason, 1971; INRA, 1988).
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5.3.Suivi des chevreaux

Deux stratégies expérimentales ont été utilisées :

- un suivi régulier des animaux au niveau des parameétres sanguins, de la croissance
et du comportement. Le suivi régulier permet de voir les effets d’'un traitement
(ici, la restriction alimentaire de la meére) sur les paramétres mesurés a un niveau
"basal".

- des tests ponctuels au niveau métabolique et des tests comportementaux en
mettant les animaux dans des situations de challenge (soit métabolique, soit
comportemental). Les objectifs de ces tests sont de permettre la mise en évidence
ou l'exacerbation des effets du traitement qui n’apparaissent pas ou ne peuvent
étre évalués par le suivi régulier en conditions classiques.

Les tests comportementaux et métaboliques présentés ci-dessous décrivent brievement
les objectifs et la méthologie des tests utilisés dans le cadre de cette these. Certains
détails peuvent différer selon les expériences (chapitre 2, 3, 4 et 5). Le suivi régulier des
animaux au niveau des parametres sanguins et de croissance est présenté dans chaque
article.

5.3.1. Détermination de la composition corporelle

La composition corporelle des jeunes peut étre modifiée suite a une restriction pendant la
gestation de la mere. Une étude chez le mouton a montré que la restriction maternelle a
partir de 90 jours de gestation diminuait la quantité de tissu adipeux périrénal chez les
foetus de 123-126 jours mais pas chez les foetus a terme (Alexander, 1978). Une autre
étude a montré qu’une diminution des quantités ingérées de 50% entre 115 et 145 jours
de gestation chez la brebis réduisait la quantité de tissu adipeux chez les foetus a 145
jours de gestation (Symonds et al., 1998). La diminution du nombre de fibres musculaire
est plutot observée dans les études ou la restriction a lieu en début de gestation chez le
mouton, au moment de la formation et de la différentiation des muscles (revue d’
Ashworth et al., 2009).

Chez les animaux, la composition corporelle peut étre évaluée de facon indirecte par des
mesures corporelles (Doeschl-Wilson et al., 2005) ou des indices (Edwards et al., 2002;
Johnson et Nugent, 2003) ou par imagerie, et de facon directe et invasive en disséquant
les animaux (revue de Stanford et al., 1998). En pratique, chez I'adulte, la note d’état
corporel est la méthode la plus utilisée pour évaluer I'adiposité des animaux (Morand-
Fehr, 2005). Pour les expérimentations, on peut aussi évaluer |'adiposité par la méthode a
I'eau lourde (revue de Stanford et al., 1998) ou par échographie pour estimer |'épaisseur
du tissu adipeux sous-cutané (Lima et al., 2009) ou des muscles (Stanford et al., 1995).
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Chez le jeune ruminant, au début de cette thése, il n’existait pas de méthode validée, en
dehors de la dissection, pour estimer la composition corporelle.

Dans la seconde expérience (chapitre 4), une méthode récente de mesure de la
composition corporelle a été utilisée : I'absorptiométrie biphotonique a rayons X (Dual-
energy X-ray absorptiometry — DXA, General Electrics Lunar iDXA). Cette méthode est
basée sur la différence d’absorption des différents tissus quand ils sont placés sous rayons
X. L'appareil détermine la masse d’os et de tissu mou d’une part, et les masses adipeuses
et non-adipeuses d’autre part. En combinant ces informations, il détermine la masse
osseuse, maigre et adipeuse du corps. Cette méthode commence a étre utilisée chez les
moutons (Mercier et al., 2006; Pearce et al., 2009; Rhodes et al., 2009; Henry et al.,
2010). En pratique, I'appareil est composé d’une table d’examen a laquelle est fixé un
bras qui émet les rayons X et se déplace au-dessus de la table. L'animal doit étre
immobile, et une anesthésie générale est donc nécessaire. L'utilisation de cette technique
lors de la deuxieme expérience a permis d’évaluer la composition corporelle d’'un plus
grand nombre d’animaux, et plus particulierement des femelles gardées pour le
renouvellement du troupeau, sans avoir besoin de les abattre. Elle nous a permis de
rechercher une interaction entre le sexe du chevreau et le régime maternel en fin de
gestation sur la composition corporelle des chevreaux.

5.3.2. Test métabolique : le test de tolérance au glucose intraveineux (IVGTT)

Le test de tolérance au glucose est utilisé pour mesurer a la fois la réactivité de la
sécrétion d’insuline et la sensibilité des tissus a I'insuline (Muniyappa et al., 2008). Ce test
consiste a injecter une forte dose de glucose et a effectuer des prises de sang régulieres
pour suivre linsulinémie et la glycémie jusqu’au retour aux concentrations basales
(Muniyappa et al., 2008). Il permet d’apprécier la capacité d’un organisme a normaliser
rapidement une hyperglycémie.

Ce test a permis de mettre en évidence une insulino-résistance chez des agneaux suite a
une restriction alimentaire maternelle pendant la gestation (Burt et al., 2007; Husted et
al., 2007) ou une absence d’effet (Oliver et al., 2002; Rumball et al., 2008). Il existe des
tests de réponse a l'injection d’insuline, parfois réalisés chez les ruminants (Oguro et al.,
2003; Kerestes et al., 2009; Rhodes et al., 2009) qui permettent d’évaluer la sensibilité
des tissus a l'insuline et qui n‘ont pas été réalisés ici en raison de la lourdeur des
protocoles.

5.3.3. Tests de la réactivité émotionnelle des chevreaux

La réactivité émotionnelle peut se définir comme la tendance d’'un animal a réagir plus
ou moins a des événements sollicitants (Désiré et al., 2002). On étudie généralement la
réaction face a un évenement négatif (environnement nouveau, objet nouveau,
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évenement surprenant) associé a deux émotions proches, la peur et I'anxiété. La peur est
définie comme une réaction a la perception d’'un danger actuel et I'anxiété comme la
réaction a un danger potentiel qui menace l'intégrité de I'individu (Forkman et al., 2007).
La nature anxiogene de cet événement négatif dépend de ses caractéristiques
(nouveauté, caractéristiques physiques, proximité, soudaineté, intensité, durée...) mais
aussi de I'expérience de I'animal et de son interprétation de la situation (Désiré et al.,
2002; Forkman et al., 2007). Chez les animaux sociaux et notamment les espéces
grégaires telles que les moutons et les chévres, I'isolement social est tres utilisé pour
tester la réactivité émotionnelle des animaux (Forkman et al., 2007). En effet I'isolement
social est considéré comme anxiogéne pour les especes a forte motivation sociale
(Forkman et al., 2007). Il est d’ailleurs probable que ce soit I'isolement, plus que la
nouveauté, qui provoque les réactions observées chez les moutons et les chevres dans le
test d’environnement nouveau (ou open-field) ol I'animal est placé seul dans un enclos
inconnu (Forkman et al., 2007). La contention, la nouveauté, la soudaineté et la réaction
face a I'humain sont également trés utilisées comme événement sollicitant pour tester la
réactivité émotionnelle (Forkman et al., 2007).

Les critéres les plus souvent étudiés sont les criteres comportementaux. En général, les
comportements relevés sont les déplacements (marche, immobilité, sauts, vitesse de
déplacement, distance parcourue), I'exploration de I'environnement (flairages), les
déjections et les vocalisations (Forkman et al., 2007). Leur interprétation doit étre faite
avec précaution en s’appuyant sur plusieurs critéeres.

Afin de compléter les mesures comportementales, des mesures physiologiques sont
parfois effectuées telles que I'enregistrement du rythme cardiaque pendant les tests de
comportement (Roussel et al., 2005), la mesure de la concentration en cortisol (Roussel et
al., 2005) ou la réactivité de I'axe corticotrope (Bloomfield et al., 2003; Mormede et al.,
2007). La réactivité de I'axe corticotrope peut étre évaluée par des mesures réguliéres de
la cortisolémie suite a une injection d’ACTH ou de CRH (Mormeéde et al., 2007). Le poids
des surrénales peut également étre considéré comme indicateur de I'activité de I'axe
corticotrope (Dantzer et Mormede, 1979).

5.3.4. Tests de vitesse d’ingestion en situation stressante et non stressante

L’objectif de ce test était d’étudier la présence éventuelle d’une interaction entre le stress
et le comportement alimentaire des chevreaux issus de meres sous-nourries pendant la
gestation. En effet, il a été montré que la vitesse d’ingestion augmente en cas
d’exposition a des facteurs de stress tels que la réduction importante de la quantité de
nourriture ou du temps d’accés a I'auge (Dulphy et Faverdin, 1987) ainsi qu’en présence
d’un niveau sonore élevé (rat, Krebs et al., 1997). Suivant l'intensité de |’agent stressant,
le stress peut augmenter ou réduire les quantités ingérées chez ’homme et le rat (revue

de Torres et Nowson, 2007). Ce test mesure tout d’abord la vitesse d’ingestion des
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animaux en conditions non stressantes, puis la vitesse d’ingestion des animaux apres un
stress important tel que la contention et I'isolement social ou la mise en présence d’un
chien.

5.3.5. Comportement alimentaire des chevreaux

Les expériences chez les rongeurs ayant montré des modifications du comportement
alimentaire chez les jeunes issus de meres restreintes pendant la gestation (chapitre 1,
partie 3.4.5 et partie 4), le comportement alimentaire des chevreaux a été étudié. Il a été
analysé en continu sur 24h chez les animaux élevés en lot. Afin de connaitre les quantités
ingérées, les tétines étaient reliées a un bidon isotherme contenant I'aliment
d’allaitement placé sur une balance (Figure 11). Un logiciel enregistrait régulierement le
poids des seaux. La création de macros Excel a permis la mise en parallele des fichiers
d’analyse vidéo et des fichiers de poids des seaux pour déterminer les quantités ingérées
par chaque chevreau. Pour appliquer cette méthode, un travail de mise au point
méthodologique a été fait en 2007 sur 31 chevreaux (dont les résultats sont présentés en
Annexe 1. Les résultats de ce travail ont contribué a la mise en place d’un systeme de
mesures automatisées des quantités ingérées chez I'agneau a l'unité SAGA de I'INRA de
Toulouse.

Légende : ﬁ

tétine

caméra

lampe

seau contenant I'aliment

d’allaitement ‘ A IA ’

balance ﬁ h
/

Figure 11 : enclos d’élevage des chevreaux en groupe. Une lampe était allumée en

continu, permettant de filmer la nuit. Chaque enclos expérimental était équipé de 2
stalles ayant chacune une tétine reliée a un seau posé sur une balance.

Lors du suivi a long terme (chapitre 5), le comportement alimentaire des chevrettes issues
de mere témoin ou restreintes pendant la gestation a été filmé et analysé a 12 et 21 mois.
Les animaux étaient en cases individuelles et le bac contenant la nourriture était posé sur
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une balance. Ce dispositif a été validé lors de travaux antérieurs réalisés a la chevrerie
(Desnoyers et al., 2009 ; Komara, 2009).
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UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE PENDANT LE DERNIER TIERS DE GESTATION MODIFIE A
LA FOIS LE METABOLISME ET LE COMPORTEMENT DES CHEVRES

Les besoins énergétiques des petits ruminants sont trés importants en fin de gestation. En
effet, c’est a ce moment la que la croissance foetale est la plus importante tandis que la
capacité d’ingestion diminue. Les réserves corporelles sont mobilisées et les animaux sont
particulierement exposés a une hypoglycémie et une hypercétonémie, pouvant conduire
a une toxémie de gestation. Le comportement peut également étre modifié, ce sujet
ayant été peu étudié jusqu’a aujourd’hui.

Objectifs

Etudier les conséquences métaboliques et comportementales d’une restriction
alimentaire pendant le dernier tiers de gestation sur les chévres.

Identifier les facteurs permettant de détecter les animaux risquant de développer une
toxémie de gestation.

Matériels et méthodes

Soixante chevres multipares ont été réparties en 2 groupes, témoin et restreint en
équilibrant la race, le poids vif, et I’état corporel. Chaque groupe a été subdivisé en deux
sous-groupes de poids moyen de 60 kg et 80 kg. Entre 90 jours de gestation et la mise-
bas, les chevres témoins ont été nourries ad libitum (5% de refus) avec une ration
compléte. Les chévres restreintes ont recu de 50% a 80% de la quantité distribuée aux
cheévres témoins la semaine précédente et de la paille a volonté. Malgré I'ajout de
propyléne glycol (Propypact®), 4 chévres ont présenté des symptomes de toxémie de
gestation. En conséquence, les quantités distribuées aux chévres restreintes ont été
augmentées en cours d’expérience pour atteindre 80% en fin de gestation. Apres la mise-
bas les chévres ont toutes été alimentées ad libitum.

Les chevres ont été pesées avant le début du traitement puis toutes les semaines ensuite
jusqu’a 6 semaines apres la mise-bas. L’état corporel a été évalué tous les 15 jours. Des
prises de sang ont été réalisées toutes les semaines et les concentrations en glucose,
AGNE, urée et BHB ont été dosées. L'insuline et la leptine ont été dosées avant le
traitement, puis 4 et 1 semaine avant la mise-bas. Le budget-temps a été évalué sur 14
chévres de chaque traitement en réalisant un échantillonnage par balayage (scan
sampling) pendant 12h, sept semaines et une semaine avant mise-bas. Des épreuves de
I’environnement nouveau et de I'objet nouveau ont été réalisées 7 et 2 semaines avant
mise bas et 2 semaines apres.
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Résultats

La restriction alimentaire n’a pas eu d’effet sur la durée de gestation, la taille et le poids
de portée, et la mortalité des chevreaux.

Le poids et I'état corporel des chévres restreintes ont diminué deés la premiére semaine
de restriction par rapport aux chévres témoins. Les chevres restreintes ont perdu plus de
poids pendant la période de restriction que les chevres témoins. La différence de poids
s’est maintenue pendant 6 semaines post-partum. Cinq semaines apres la mise-bas, il n’y
avait plus de différence d’état corporel entre chevres restreintes et témoins.

Durant la restriction, la glycémie a baissé et les concentrations en AGNE ont augmenté
chez les chevres restreintes par rapport aux chevres témoins. Les concentrations en BHB,
urée, insuline et leptine ont été plus basses chez les chevres restreintes que chez les
témoins. Apres la mise-bas, l'inverse a été observé avec une glycémie supérieure et des
concentrations en AGNE plus faibles chez les chevres restreintes pendant la gestation. Les
concentrations en BHB sont restées plus faibles chez les chéevres restreintes que chez les
témoins, méme apreés mise-bas. Les chévres ayant développé des symptomes de toxémie
avaient des concentrations élevées en urée et AGNE, faibles en glucose et un état
corporel faible avant le début de la restriction alimentaire.

Lors de la premiére semaine de restriction, les chévres restreintes ont passé plus de
temps a marcher, moins de temps immobiles et plus de temps a ingérer au cornadis que
les chevres témoins. Les chévres restreintes ont eu moins d’interactions positives avec
leurs congéneres que les témoins. Une semaine avant la mise-bas, les chévres restreintes
ont passé plus de temps immobiles, plus de temps a marcher et moins de temps
couchées. Aucune différence pour les comportements agonistiques n’a été observée
entre chévres restreintes et témoins. Lors de I'épreuve de I'environnement nouveau une
semaine apres le début de la restriction, les chevres restreintes ont passé plus de temps
vers I'entrée de I'enclos et ont marché plus que les chévres témoins. Dans |'épreuve de
I'objet nouveau 2 semaines avant mise-bas, les chévres restreintes ont passé plus de
temps a flairer I'objet et ont eu tendance a le flairer plus rapidement que les chévres
témoins.

Discussion et conclusion

Les besoins des chévres restreintes n’étaient pas couverts puisqu’elles ont perdu du
poids, de I'état corporel et ont mobilisé beaucoup plus leurs réserves que les chévres
témoins.

Les concentrations en urée ont été réduites chez les chévres restreintes, probablement
parce que les animaux ont ingéré moins de protéines mais aussi parce qu’elles ont mieux
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recyclé I'azote puisqu’elles ont passé plus de temps a ingérer que les témoins (plus de
mastication).

Il est possible de détecter les chévres susceptibles de faire une toxémie selon leur profil
métabolique, leur état corporel et leur poids avant le début de la restriction alimentaire.

Les résultats comportementaux suggerent que les chévres restreintes seraient plus
motivées pour explorer leur environnement que les témoins, probablement a la
recherche de nourriture. Elles nont cependant pas exprimé plus de comportements
agonistiques que les témoins.
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Abstract

Underfeeding of gestating dairy goats can occuafoumber of reasons. If underfeeding is
severe it can provoke pregnancy toxaemia whichlead to welfare problems and even
mortality. Behaviour may also be modified in thentmxt of underfeeding and it is
important to integrate this information in managempractices. The objectives of this
experiment were to study the effect of restricteelding during the last third of gestation
on metabolism and behaviour of goats. Special @dterwas paid to the feed restricted
group of goats to define characteristics which ddo¢ used to identify animals at risk
before they develop pregnancy toxaemia. A tot&lGAlpine and Saanen dairy goats were
used. Starting from -8wk before parturition the tgoaere allocated to one of two dietary
treatments, control (C) or restricted (R). The Gugrwas fed ad libitum (5% orts) a TMR
(C, n=30) and the R group (R, n=30) was given thenes TMR but the quantity
corresponded to 50% of the amount given to the dligrbetween -8 and -4wk, 60%
between -5 and -4wk, 70% between -4 and -3wk afd B86m -2wk to parturition. The R
goats were also given free access to straw. Botabuksm and behaviour were modified
by food restriction. The R goats put on less wemid their body condition score (BCS)
decreased more steeply than the C goats duringgkg&ation. Plasma glucose afd
hydroxybutyrate (BHB) were lower while non-estexdifatty acids (NEFA) were higher in
the R goats compared to the C goats during thegberi feed restriction. The R goats
spent more time in activities involved with feediagd moving than the C goats. Four of
the R goats developed pregnancy toxaemia as a wsdietary restriction. A principal
component analysis (PCA) was performed on variadtedysed before the start of dietary
restriction: liveweight (LW), BCS, fasting plasmiugpse, urea, NEFA and BHB. The four
R animals that developed toxaemia were charactetigehigh NEFA and low plasma
glucose together with low BCS and high urea beftistary restriction. This particular
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profile may therefore be useful to determine whafimals are at risk of developing
pregnancy toxaemia.

Keywords: restricted feeding, end of gestation, behaviomot@nal reactivity, goat
1. Introduction

Nutritional requirements during the last third @sgation are very high in small ruminants
due to the high prolificacy of these animals. Iraigo the conceptus acquires 80% of its
birthweight in the last 2 months of gestation (Cagwet al., 1996). This means that a
pregnant goat’s daily energy requirements just Heefarturition can be increased by 2.5
compared to those observed for the same animairip gestation (INRA, 1988).

In order to cover the requirements for foetal gigwthe goat must either eat more or
mobilise its reserves. Physiologically, food inta&eot optimal at the end of gestation due
to the extra space occupied in the abdomen by téreisi (foetus and its annexes) which
compresses the rumen and limits rumen filling. kidiaon, there may be under-
development of the rumen papillae, which reduces rdite at which the products of
fermentation-synthesis are absorbed (Mayer efi@86). Due to a reduction in the rate of
absorption of fatty acids, rumen pH is reduced smas the efficiency by which feedstuffs
are fermented in the rumen, therefore reducing fetdte even further. Other factors, such
as the breeding of intensively reared goats toywedids in the winter can have negative
effects. Indeed, during winter, conserved feedstafeé used and their quality may be poor.
Farmers may also decide to decrease concentratts levthe diet to try to reduce feed
costs. Finally, goats can be particularly aggressivthe food trough if feed resources are
limited, so that some individuals get very littiecass to food (Conway et al., 1996).

The health of the dam can be impacted negativelieég restriction. Small ruminants are
particularly prone to developing pregnancy toxaeatithe end of gestation in situations of
dietary restriction and it is a major problem iroguction systems (Mavrogianni and
Brozos, 2008). Both obese and thin animals at tiee & gestation are more likely to

develop the disease than animals in correct boadwyliton. The latter through lack of

energy stores in late gestation and the formertdwexcessive intra-abdominal fat storage
which may reduce feed intake and lead to excedsivenobilization. Hyperketonaemia

and hypoglycaemia are classically observed in bafies.

At the end of gestation, ketotic animals are uguail poor body condition, show
depression and can suffer from selective anoréii@. animals often isolate themselves
from the rest of the herd. At a later stage newiold signs can develop: head and neck
tremors, excessive salivation, wandering, lacklmikkto-threat reflex, unusual carriage of
the head and even blindness. Finally, coma andhaeaur (Sargison, 2007). If not treated
rapidly, animals in an advanced stage of the desaeslikely to die.

Goat feeding behaviour has been studied extensigahe aspect of feeding behaviour
which has been thoroughly investigated is the tgbdf the goat to sort between different
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foodstuffs. This behaviour is influenced by theritiginal value of the diet as well as its
availability. Barroso et al. (2000) have shown tiwaen food offer is plentiful but of poor
nutritive value the goat will spend much time sagtbetween the different components of
the diet. If, however, the quantity of feed avaials reduced, the goat will eat all that is
available, including foodstuffs that are not uspalbnsumed. Moreover, agonistic activity
between goats is reduced with poor dietary qualthereas agonistic activity is increased
with increasing food quality. This may be due te tArge amount of time spent sorting
poor quality diets, in contrast to the relativelyog time when the quality is high.
Competition and aggressive behaviour at the feettimggh probably induce, at least in
animals of low social rank, high levels of streséich could decrease productivity and
welfare (Bouissou et al., 2001). To highlight theegence of chronic stress, the
modification of emotional reactivity can be studedter the occurrence of the stressor, as
shown in calves in an unstable environment (Boetsgl., 2001). Emotional reactivity can
be assessed by exposing goats to social isoldtighdr and Matthews, 2001) or novelty
(Roussel et al., 2005).

The objective of the present experiment was toysthd effect of restricted feeding on the
metabolism and behaviour of goats during the laisd tof gestation. Special attention was
paid to the feed restricted group to try and idgradharacteristics which could be used to
identify animals at risk of developing pregnancyaemia and to prevent its occurrence.

2. Materials and methods

The present study was carried out according to dfrefegislation on animal

experimentation (code rural: articles R 214-87 @14&R94) in line with the European
Convention for the Protection of Vertebrates usadBxperimental and other Scientific
Purposes (European Directive 86/609). The sciemistharge of the experiments was
licensed to perform experiments on animals andstaé who applied the experimental
procedures had attended a special course approuvibe l-rench Ministry of Agriculture.

2.1. Animals and diets

Sixty Alpine and Saanen dairy goats were used f@ éxperiment. Goats were
synchronized prior to mating so that parturitioowld occur over a 10d period. The goats
used in the experiment were housed on straw bedé&olgpwing Al, all the goats were
given free access to the same total mixed ratioMR(Tbeet pulp silage 35%, perennial
ryegrass hay 25%, lucerne hay 29%, barley 10% am¢haral and vitamin mix 1% on a
dry matter basis), to water and to mineral fortifgalt licks (containing Na 370g, Mg 3g,
Zn 0.9g9, Mn 0.75g, Cu 0.15g, Fe 0.4qg, | 0.1g, G@60, and Se 0.015g/kg). The TMR
contained 50% dry matter.
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Gestation was confirmed at 60d by ultrasonogra@tgirting at 89+3d of gestation, the
goats were allocated to one of two dietary treatmenontrol (C) or restricted (R)
according to breed, age, liveweight (LW) and bodgdition score (BCS). Litter size was
not directly used because it could not be deterdhprecisely at the time when pregnancy
diagnosis was performed. The composition of the TWH® modified in the last weeks of
gestation to take into account the proportionaligtér increase in protein requirements
compared to energy. The composition and proximatdyais of the diets are given in
Table 1. Each dietary treatment group was sub-dd/ichto two on the basis of LW. A
heavy (C, 82+2.5kg and R, 83+2.5kg) and a lightugr¢C, 61+1.6kg and R, 62+1.4kg)
were defined in order to reduce aggression betwgbhand heavy R goats at the feeding
trough and to better adjust the amount of foodelation to body weight. All the R goats
were individually blocked at the feeding trough dwyeck lock for 30 min during feeding
to avoid competition at the trough and to ensuag &l goats were able to eat undisturbed.
The C group (n=30) was fed ad libitum (5% orts) #imve TMR for the last third of
gestation and the R group (n=30) was given the s@amMB but at a lower level. The
quantity given was adjusted each week from anainD% of the amount given to the
control sub-group of similar LW, with a gradual iease up to 80% from -2wk to
parturition. Indeed, when 3 goats presented symgtai toxemia in the restricted
subgroups (physiology measurements, see belowgstdecided prior to the experiment to
increase progressively the amount of feed for athieasons. Therefore, each restricted
subgroup received 50% of the amount of feed giweaheir pair-fed control subgroup for 4
wk, 60% for 1 wk, 70% for 1 wk and 80% the last R @f pregnancy. In addition, the R
group received ad libitum barley straw (3.13MJ Natergy, 24g PDIN (true intestinal
digestible protein, when fermentable N is the lingtfactor), 46g PDIE (true intestinal
digestible protein, when fermentable energy islitiméing factor), 420g crude fibre, 3.5g
calcium and 1.0g phosphorus, per kg DM). This wased at limiting behavioural
problems (such as eating hair) that are usuallpcas®d with an unfilled rumen and to
reduce as much as possible the psychological sttesto feed restriction (Mason, 1971).

Finally, all the goats received the equivalent @fj 9er head and per day mono-propylene
glycol (DIFAGRI PICOT SA, France) mixed in the TM®®, limit the onset of ketosis. The
diets were given twice daily at 07:00h and 15:00tl garturition, thereafter all the goats
were fed a TMR designed to cover the requiremeingsudy lactation (INRA, 1988).

The nutrition value of the diet was estimated ugggations (Olsen et al., 1987) based on
the chemical composition of each foodstuff measwsithg methods approved by the

Association Francaise de Normalisation and the fgan Commission (Olsen et al.,

1987).
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Table 1.
Composition and proximate analysis of the dietsegito dairy goats during the
experimental period

-8wkto-4wk -4wkto-2wk -2wktoO After parturition
Composition, % DM

Sugar-beet pulp 35 30 30 28
Perennial ryegrass o5 o5 o5 17
hay

Lucerne hay 29 29 29 32
Protein concentrate 0 5 10 17
Barley 10 10 5 5
M!neral and vitamin 1 1 1 1
mix

Nutrients, /kg DM

Net energy, MJ 5.7 5.6 55 5.7
PDI, g 69 73 76 84
CP, g 112 116 120 90
Crude fiber, g 292 285 287 270
Calcium, g 9.0 8.5 8.7 8.8
Phosphorus, g 2.0 2.3 2.4 2.8

' weeks in reference to parturition (parturition)= 0

NEL = Net energy for maintenance and lactation
PDIN = true intestinal digestible protein, whemfentable N is the limiting factor
PDIE = true intestinal digestible protein, whemfientable energy is the limiting factor.

2.2. Treatment of goats which devel oped pregnancy toxaemia

During the experiment, four goats in the R groupeligped pregnancy toxaemia as
assessed by physiological measurements (see béeltw)goats were removed from the
experiment, treated with Energidex (Vetoquinol, fé&) infusions and fed the same
quantity of feed as that given to the C group.

2.3. Measurements

The goats were weighed before the beginning ofettigeriment and weekly thereafter.

Body condition was scored by the same person béfereeginning of the experiment and

every other week thereafter. The goats were alsghed 24h post-parturition and the kids

were weighed at birth. Blood samples were collegtedkly from the goats starting before

the beginning of the dietary treatment period weiftér parturition (parturition -8 to +6wk).
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Blood was collected by jugular venipuncture intpdrnised tubes in the morning, before
the distribution of the diet. The blood was imméelya centrifuged at 2000 x g for 15min

at 4°C after collection. Plasma was removed anekdtat -20°C until required for analysis.

Plasma was assayed for glucose, NEFA, BHB andameaeekly samples. Three samples
were selected for insulin and leptin measuremdrgfore treatment, -4wk and -1wk prior

to parturition. Glucose, NEFA and BHB were assagedthe day immediately after

sampling so that the results could be used toifgegats developing pregnancy toxaemia
(low glucose associated with high NEFA and high BidEddition to a reduction in feed

intake).

The results concerning the kids born to these duate been presented elsewhere (Laporte
et al., 2009).

2.4. Assays

Weekly plasma samples were analysed by photometethods for glucose (Glucose-
RTU®, BioMérieux, Lyon, France), NEFA (NEFA “°C Wako Chemicals, Neuss,
Germany), BHB (method adapted from Barnouin et H986) and urea (Urea-kit®S
BioMérieux, Lyon, France).

Insulin and leptin were analysed by radioimmunogssaspectively based on a RIA rat
insulin kit (Millipore, Molsheim, France; 100% opscificity for sheep insulin) and ovine
leptin (Delavaud et al., 2000). Inter-assay cogdfits of variation were 4.3% at
3.47mmol/L, 12.7% at 0.31mmol/L, 6.5% at 0.82mmadihd 8.3% at 2.99mmol/L for
glucose, NEFA, BHB and urea respectively. Intraagssoefficients of variation were
9.7% at 153.8pmol/L for insulin and 4.0% at 57.4%8mgfor leptin.

2.5. Behavioural measurements

The procedures used in all the situations weregdeslito ensure that the handling protocol
was standardized.

2.5.1. Time budget

Goats were continuously filmed for two periods &fHours (8:00h to 20:00h) at 7wk and
1wk before parturition. The cameras were placethenwall in front of the goats. Due to
coat colour, it was difficult to identify the Alpengoats. Therefore, only the white Saanen
goats were individually identified by blue paint k& and their behaviour observed (C,
n=14 and R, n=14). Video recordings were analyseschn sampling every 2min which is
an accurate method compared to continuous recondimgn studying major activities
(such as standing, walking...) (Mitlohner et aD02). All the goats were observed at the
same time and the different behaviours were notedt bs periods for each individually
identified goat. The following variables were arsag: the percentage of time spent lying
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down, standing immobile (no movement of the limbstgnding at neck-lock (either
feeding or not), feeding (TMR or straw) and walkifidne number of agonistic behaviours
were recorded (attack i.e. threatening, chasingdtingu and avoiding behaviour). In

addition, the number of self-grooming and positiméeractions (nuzzling, sniffing or

rubbing a conspecific) were also noted (see Anderseal., 2008 for more precise
definitions). The time the goats spent ruminatingswiot analysed due to the lack of
precision when the animals were not facing the came

2.5.2. Novel arena and novel object tests

The novel arena and object tests were performedstraw floored, 3.1m x 4.3m, empty
enclosure built with laminated wood panels. Thislesure was located in a room which is
not used during normal management of the farm. mera was placed above the test
arena. The novel arena test was performed 7 andp2wk to parturition and again two
weeks after parturition. Each goat was gently pdsinéo the novel arena and the test
lasted 3min. The goat was then returned to thedmrmwhile a road traffic hazard cone
was placed in the centre of the novel arena. Tl was then reintroduced into the novel
arena for a further 3min. At the end of the tei$ts,goats were returned to their home pen.
The films were subsequently analysed using the ©bse.0® Software System for
Behavioral Research (Noldus Information Technolagfageningen, The Netherlands). A
total of 28 goats were tested 7wk prior to paromit(C, n=14 and R, n=14), 25 goats 2 wk
prior to parturition (C, n=12 and R, n=13) and 2t two weeks after parturition (C,
n=10 and R, n=12). The following variables werelgsed for the novel arena test: the
percentage of time spent immobile (ho movementeflimbs), walking, climbing (two
limbs on the wall and two limbs on the floor), thercentage of time spent in the entrance
area (Im x 1m), the number of vocalisations and rbenber of goats performing
defecations and mictions. The number of times thatnovel object was sniffed (muzzle
<5cm for the object) and the latency before thet Bniff were also recorded for the novel
object test.

2.6. Statistical analysis

Statistical analysis was performed using the SPAW@mme (CISIA, 1996) for principal
component analysis and the SAS (SAS Institute 2000) for the other procedures. When
assumptions of homogeneity of variance and nornsaliloution of the residuals were not
confirmed, a In(x + 1) or 1/(x + 1) orx transformation was performed before carrying out
the analyses. When the transformation did not aliiber hypotheses to be confirmed, a
Wilcoxon Mann Whitney (non parametric test) was dus®esults are presented as
LSmeantSEM. A P < 0.05 was considered to be statilt significant and a P < 0.10 a
trend.

The effect of treatment on litter size and littexight was tested using the GLM procedure
of SAS. Total weight gain during gestation (goatsptonceptus) and goat LW loss during
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the period of dietary treatment were analysed u#iimgGLM procedure of SAS where
litter weight was used as a covariable.

Liveweight and BCS changes were analysed usin®BR@C MIXED procedure of SAS

for repeated measures over time including a rantlomale effect. The effects of time,
dietary regimen and their interaction were testsithgi litter weight as a covariable. The
LW and BCS in pre-experimental period were alsawsecovariables in the LW and BCS
models, respectively.

The metabolite and hormone data were also analysied the PROC MIXED procedure
of SAS for repeated measures (as above).

A principal component analysis (PCA) was perfornoedthe data obtained from the R
group of goats (23 healthy and 4 toxaemic goatswk prior to parturition, i.e., before

the start of the period of dietary restriction. Tdim was to ascertain which factors could
be correlated with the risk of developing pregnatayaemia. The variables analysed
were: LW, BCS, plasma glucose, urea, NEFA and BHie quality of the representation
of the individuals on each axis (cos2) and thegpdision on axis 1 and axis 2 were
analysed.

The GLM procedure (SAS Institute Inc, 2000) wasdueanalyse the time budget, novel
arena and novel object data. The number of goaferpeng defecations and mictions

during the novel arena and object tests was arrhlysiegxz.

Using SAS, ‘estimates’ were calculated in ordeatow comparisons time point by time
point.

3. Results
3.1. Animal husbandry measurements

Even though pregnancy diagnosis was performednralogoats were found to be non-
pregnant at the expected date of parturition ordizatted and some goats experienced an
accident during the experiment (2 control and Zricted goats) and were therefore
withdrawn from the study. In addition, 4 R goatsve&leped pregnancy toxaemia.
Therefore, 25 goats in the C group and 23 godtsariR group were used in the analyses of
length of gestation, litter size and litter weigiitd the evolutions in LW, BCS, plasma
metabolites and hormones during the experiment.

During the first 4wk of dietary treatment the age quantities of diet ingested
were: for light control goats: 1.9 kg DM/d, for Imyacontrol goats: 2.4kg DM/d, for light
restricted goats: 1.0kg DM/d and for heavy restdcgoats: 1.3kg DM/d. When straw
intake was integrated into the calculations (0.Bkd/d), the energy intake of the restricted
goats was 60% of that of the controls. During #me four weeks of dietary treatment, the
average quantities ingested were: for light congwdts: 1.9 kg DM/d, for heavy control
goats: 2.2kg DM/d, for light restricted goats: Y3RM/d and for heavy restricted goats:
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1.6kg DM/d. When straw intake was integrated i@ ¢alculations (0.4kg DM/d), energy
intake of the restricted goats was 80% of thahefdontrols.

3.1.1. Length of gestation, litter size and titiesight

There was no effect of dietary regimen on the lemjtgestation (C, 151 + 2d vs. R, 151 +
2d, respectively), litter size (C, 2.1 £ 0.2 vs.ZR) £ 0.1, respectively) nor litter weight (C,
8.56 £ 0.60kg vs. R, 8.63 + 0.44kg, respectivel§ii mortality rate (foetus mummified,
still-birth or death in first 48h) was not diffetdpetween groups (data not shown).

3.1.2. Goat LW and BCS changes
Before parturition

The evolution in goat LW prior to parturition is ahkn in Figure la. There was no

difference between groups before the start of thpeemental period but after the

introduction of the dietary regimens, the LW of heyoats was systematically higher than
the R goats (P < 0.001). In addition, the littergh¢ and basal LW covariables affected the
evolution in LW prior to parturition (P < 0.01 arfd < 0.001, respectively). Across

treatments, goat LW increased more in animals wprclduced heavy litters compared to
goats which produced light litters. In additionag® which had a high basal LW gained
more weight prior to parturition than goats whicdra low basal LW.

The evolution in BCS during the experimental peidhown in Figure 1b. There was no
difference between groups before the start of thpeemental period but after the

introduction of the dietary regimens, BCS was d@fddy treatment (C > R, P < 0.001). In
addition, there was an effect of time (decreasa therease in BCS, P < 0.05) and BCS
before treatment on the evolution in BCS prior éotprition (across treatments, goat BCS
decreased more in animals which started with a B@S before dietary treatment

compared to goats which started with a low BCS,®091). There was no effect of litter

weight or an interaction regimen x time on BCS.

A summary of the changes in weight during the destgeriod and at parturition is given
in Figure 2. There was an effect of dietary regimargoat weight gain during pregnancy
(C, 7.54 £ 0.88kg vs. R, 1.44 £ 1.26kg, respecyivel< 0.01) and goat weight loss during
the dietary treatment period (C, -0.43 £ 0.80kg Rs-6.65 + 0.92kg, respectively, P <
0.001).

Post partum

The live weight of the animals during the post partperiod is shown in Figure 3a. The
live weight of the C goats was initially higher ththe R goats (P < 0.05). Although the
difference gradually decreased, it was still stiatidly significant 5 weeks after parturition.

The body condition score post partum is shown gufgé 3b. BCS was initially higher in C
goats than in R goats (P < 0.05) and the differéracedisappeared by 5wk post partum.
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Figure 1. a) Liveweight and b) Body condition scdBCS) measurements during the
period preceding parturition (-8wk to parturitian) healthy goats (no toxaemia). One of
two dietary regimens were used between -8wk toupddn: C group (n=25) was fed a
TMR ad libitum for the last third of gestation and R group (n=2&)s given the same
TMR but the quantity corresponded to 50% (for 4v@8% (for 1wk), 70% (for 1wk) and
80% (for 2wk) of the amount given to the C groupifddences time point by time point
between treatments are shown, ** P<0.01 and *** P8Q. The start of the dietary
treatment period is indicated with an arrow.
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Figure 2. Goat liveweight (LW), litter weight anlanges in goat LW during the period
between: artificial insemination (Al) up to 24 heyost partum and start of treatment up
to 24 hours post partum in healthy goats (no toxagr®ne of two dietary regimens were
used between -8wk to parturition: C group (n=259svied a TMRad libitum for the last
third of gestation and R group (n=23) was given Hane TMR but the quantity
corresponded to 50% (for 4wk), 60% (for 1wk), 70/ (Lwk) and 80% (for 2wk) of the
amount given to the C group. Differences betweeaattnents are shown, NS non
significant, ** P<0.01 and *** P<0.001.
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Figure 3. a) Liveweight and b) Body condition scdBCS) measurements during the
period post partum (parturition to +6wk) in healtggats (no toxaemia). One of two
dietary regimens were used between -8wk to padarilC group (n=25) was fed a TMR
ad libitum for the last third of gestation and R group (n=2@ given the same TMR but
the quantity corresponded to 50% (for 4wk), 60% ({fark), 70% (for 1wk) and 80% (for

2wk) of the amount given to the C group. After pdtion the same TMR, designed to
cover the requirements for lactation, was givemltdhe goats. Differences time point by
time point between treatments are shown, + P<0Pk0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001.

90



CHAPITRE 2

3.2. Physiological responses
3.2.1. Blood measurements
Pre-partum

Glucose concentrations gradually decreased in ¢nathps during the experimental period
(P < 0.001, Figure 4a) and C > R (P < 0.001). Tdwvagable litter weight had a significant
effect on glucose concentrations (P < 0.01), wheeavy litters had lower glucose
concentrations than light litters.

Plasma NEFA concentrations increased with timenduthe experimental period (P <
0.001, Figure 4b). There was an effect of dietagimen (C < R, (P < 0.001) and an
interaction between regimen and time (P < 0.00he NEFA concentrations increased
more in R goats compared to C goats. The covaridtde weight had a significant effect
on NEFA concentrations (P < 0.01), where heavgrktthad higher NEFA concentrations
than light litters.

Plasma BHB concentrations increased with time dutime experimental period (P <
0.001, Figure 4c). There was an effect of dietagimen (C > R, P < 0.01) and an
interaction between regimen and time (P < 0.001)B&tB. The BHB concentrations

increased more in C goats compared to R goatscdvemiable litter weight tended to have
an effect on BHB concentrations (P < 0.10), wheeay litters had lower BHB

concentrations than light litters.

Plasma urea concentrations increased with timendguhe experimental period (P < 0.001,
Figure 4d) and there was an effect of dietary tneait (C > R, P < 0.01).

Plasma insulin concentrations were higher in tlggd®ip than the C group prior to the start
of treatment (P < 0.05, Figure 5a) this effect wegersed 4wk before parturition (P <
0.05). The concentrations of insulin decreased tntle (P < 0.001).

There was no difference between groups for thenegncentrations prior to the start of
the dietary treatment. Four weeks before parturjtideptin concentrations were
significantly higher in the C group compared to Regroup (P < 0.05, Figure 5b). The
concentrations of leptin decreased with time (RGOD).
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Figure 4. Plasma concentrations of a) glucose, BfA ¢) BHB and d) urea during the
period preceding parturition (-8wk to parturitian) healthy goats (no toxaemia). One of
two dietary regimens were used between -8wk touptidn: C group (n=25), was fed a
TMR ad libitum for the last third of gestation and R group (n=2&)s given the same
TMR but the quantity corresponded to 50% (for 4v@0% (for 1wk), 70% (for 1wk) and
80% (for 2wk) of the amount given to the C groupifddences time point by time point
between treatments are shown, + P<0.1, * P<0.0%<0.01 and *** P<0.001. The start
of the dietary treatment period is indicated withaarow
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Figure 5. Plasma concentrations of a) insulin apéeptin during the period preceding
parturition (-8wk to parturition) in healthy goafso toxaemia). One of two dietary
regimens were used between -8wk to parturition:r@ug (n=25), was fed a TMRd
libitum for the last third of gestation and R group (n=2@y given the same TMR but the
quantity corresponded to 50% (for 4wk), 60% (forklw70% (for 1wk) and 80% (for
2wk) of the amount given to the C group. Differentene point by time point between

treatments are shown, * P<0.05. The start of teéady treatment period is indicated with
an arrow
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Post partum

Plasma glucose concentrations gradually increasdxbth groups during the post partum
period (P < 0.001, Figure 6a) and R > C (P < 0.@@i)e NEFA concentrations gradually

decreased with time post partum (P < 0.001, Figbjeand C > R (P < 0.01). There was a
trend for BHB concentrations to be higher in theg@up compared to the R group

(between P < 0.1, Figure 6¢). There were no cadistlifferences in plasma urea
concentrations post partum (Figure 6d).

3.2.2. Principal component analysis of pregnanggemia

The results of the PCA are presented in Figurehe Variables for each axis are shown
and the variability of each variable explained bg &xis is also given (r2 = variable-factor
correlation coefficient. The first two principalroponents (PC 1 and 2) accounted for 29%
and 25% of the variation in the dataset. PC 1 waisiljnexplained by high plasma glucose
(r>=0.89) and low plasma NEFA (r>=-0.81) and PCyxlgh BCS (r?=0.77) and low urea
(r2=-0.64). The goats which went on to show clihgigns of pregnancy toxaemia (goats:
4026, 5008, 5123 and 6110) are mainly represemteithe same quadrant of the PCA
whereas the other goats, which did not go on t@®ldgvtoxaemia, are mainly represented
in the remaining quadrants.
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Figure 6. Plasma concentrations of a) glucose, BfA ¢) BHB and d) urea during the
period post partum (parturition to 6wk) in healtigats (no toxaemia). One of two dietary
regimens were used between -8wk to parturition:r@g (n=25), was fed a TMRd
libitum for the last third of gestation and R group (n=2@y given the same TMR but the
quantity corresponded to 50% (for 4wk), 60% (forklw70% (for 1wk) and 80% (for
2wks) of the amount given to the C group. Aftertpation the same TMR, designed to
cover the requirements for lactation, was givealtdhe goats. Differences time point by
time point between treatments are shown, + P<0Pk0.05, ** P<0.01 and *** P<0.001.
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Figure 7. A principal component analysis was pentedl on parameters measured in goats
(n=27) at -9 wk in relation to parturition. The ¢®asubsequently received a dietary
restriction prior to parturition. The dietary restion was performed by giving a TMR
which corresponded to 50% (week -8 to -5), 60% &g, 70% (week -3) and 80% (-
2wk to parturition) of the quantity of feed givem & group of control goats. Each circle
and number represents a goat. The four goats wigchme toxaemic during the dietary
restriction period are represented by their nunainelra black circle.
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3.3. Behavioural responses

3.3.1. Time budget

One week after the start of the experimental pefi@dk in relation to parturition) the R
goats spent less time standing immobile (P < 0.0@®ye time walking (P > 0.001) and
more time standing at neck-lock (P > 0.001) compaoeC goats (Table 2). The increase
in time spent in the neck-lock was explained byrmnease in feeding time (P < 0.001) in
R goats compared to C goats. When studying moreifggadly the total time spent
feeding, R goats ate their TMR for 18% of the tiamel straw for the remaining time. No
difference in agonistic behaviour was observed betwdietary treatments. However, the
number of self-grooming and positive interactionsswower in R goats compared to C
goats (P < 0.001).

After 7wk of dietary treatment (-1wk before partion), R goats spent more time standing
immobile (P < 0.01), more time walking (P < 0.0@hd less time lying down (P < 0.05)
compared to C goats (Table 2). However, there wasfiect of dietary treatment on time
spent standing at neck-lock or feeding. When stuglynore specifically the total time
spent feeding, R goats ate their TMR for 44% ofttheee and straw during the remaining
time. The number of attacks tended to be lower goRts compared to C goats (P < 0.10)

3.3.2. Novel arena and novel object

One wk after the start of the restriction periodak prior to parturition), the R goats spent
more time in the entrance area (P < 0.05) and wlafkere (P < 0.05) during the novel
arena test than the C goats (Table 3). No effecliethry treatment was observed during
the novel object test.

Two weeks prior to parturition, while no differeisceere observed during the novel arena
test, the R goats sniffed more often the novel @bff < 0.05), tended to sniff it more
quickly (P < 0.10) and spent more time walking (P.85) than C goats during the novel
object test.

After parturition no differences were observed ledwtreatments.
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Table 2. Behaviour of goats measured over 12h ahdr-1wk before parturition. Dietary regimens (€oh(C) or Restricted (R)) were started -
8wk before parturitior.

In relation to parturition -7 weeks -1 week

Dietary regimen P -value Dietary regimen P -value
Behaviour C (n=14) R (n=14) C (n=14) R (n=12)
Time spent (%)
- lying down 18.6 = 4.67 17.8 £ 4.24 ns 38.7 £ 521 255 + 4.90 +
- standing immobile 45.7 + 4.44 31.7 + 4.30 * 28.3 + 4.48 45.3 + 4.21 **
- walking 1.6 + 0.41 5.1 + 0.37 0.4+ 0.11 1. £ 0.10
- standing at neck-lock 33.5 + 2.66 48.17 + 2.42 Fkk 324 + 217 28.6 + 2.04 ns
- feeding 27.8 + 2.41 425 + 2.19 ok 29.1 + 1.85 25.6 = 1.74 ns
Number of
- attacks 1.4(3.2) £ 0.20 1.4(2.9) + 0.18 ns t 1.5(3.6) £30.2 0.9(1.4) £ 0.21 + 1
- avoidance behaviour 42 + 0.78 3.4 £ 0.70 ns 0.9(1.4) 40.2 1.1(2.1) £ 0.20 ns 1
- self-grooming 2.917.2)+ 0.12 2.5(10.6) + 0.11 =t 9.6 + 1.69 12.4 + 1.59 ns
- positive interactions 15.9 + 1.95 4.9+ 1.77 Fkk 1.4(2.9) £ 0.21 1.3(2.6) = 0.19 ns t

1 C group was fed a TMBd libitum for the last third of gestation and R group waggithe same TMR but the quantity corresponded% 5
(for 4wk), 60% (for 1wk), 70% (for 1wk) and 80% (fdwk) of the amount given to the C group.

t transformation In(x + 1) (back-transformed vald&)Vilcoxon Mann Whitney test.
Means within a row for a time period with differdetters are significantly different (ns=not sigcéint; +, P<0.1; *, P<0.05; **, P<0.01; ***,
P<0.001).
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Table 3. Behaviour observed during a novel aresta(8nin) and novel object test (3 min) performégd-2 and 2wk in relation to delivery.
Dietary regimens; Control (C) or Restricted (R) evstarted -8wk before parturition

In relation to parturition -7 wk -2 wk 2 wk
Dietary regimen P-value Dietary regimen P-value Dietary regimen P-value
Behaviour C (n=14) R (n=14) C (n=14) R (n=14) C (n=14) R (n=14)

Novel arena test
Time spent in the

1.9(6.4) £ 0.24 2.6(12.3)+ 0.24 *t  3.1(20.1) £ 0.29  3.1(20.5) + 0.28 ns 21.3 £ 245 115 2.24 +
entrance area (%)
Time spent immobile (%) 64.6 + 5.59 61.5 £ 5.59 ns 62.6 £17.5 55.2 £+ 7.24 ns 57.8 £ 4.68 61.4 + 4.27 ns
Time spent walking (%6) 13.0° + 1.45 18.4 + 1.45 * 14.6 £ 2.43 16.9 * 2.34 ns 27.4 + 2.16 23.9 + 1.97 ns
Time spent climbing (%) 2.5(10.9) + 0.37 25(11.7) £ 0.37 nst 2.1(7.5) + 0.52 2.5(11.4) = 0.50 ns t 145 + 412 14.7 %6 3. ns
Number of vocalisations 29.3 £ 6.09 36.7 £ 6.09 ns 32.6 459 28 + 5.73 ns 51 + 7.00 51.8 + 6.39 ns
Novel object test
Time spent in the 2.1(7.0) + 0.36  2.8(15.4) + 0.36 ns t 39 + 7.98 26.7 + 7.69 ns 9 246.24 27.1 + 5.69 ns
entrance area (%)
Time spent immobile (%) 67.7 £ 6.58 68.1 + 6.58 ns 64.3 #17.8 60.3 = 7.53 ns 71.3 £ 522 69.7 + 4.76 ns
Time spent waking (%)  2.2(8.1) = 0.15  2.5(10.8) + 0.15 tns 2.1(7.3) + 0.15  2.5(10.9) + 0.15 + 1 14 * 2.57 16.3 + 2.35 ns
Time spent climbing (%) 2.2(8.3) = 0.42 2.2(7.7) £ 0.42 tns 275 £ 7.94 26.5 = 7.65 ns 14.7 * 4.24 14 + 3.87 ns
Number of times that the

+ + + a4+ * + +

object was sniffied 1.1(2.1) = 0.15 1.3(2.7) = 0.15 ns t 1.8 +04 3.1 + 0.39 24 =+ 054 3.5 £ 049 ns
Latency before the st 5 ) g 1y + 031 2.9(17.9) + 0.31 ns 56.6 + 1.79 27.6 + 1.36 +3.3(27.2) + 0.24  2.8(15.6) + 0.22 ns t
sniff of the object (s)
Number of vocalisations 29.3 + 6.09 36.7 = 6.09 ns 22.8 3.9 25.3 + 3.78 ns 40 + 6.55 48.1 + 5.98 ns

' C group was fed a TMBd libitum for the last third of gestation and R group waggithe same TMR but the quantity corresponde®% 5
(for 4wk), 60% (for 1wk), 70% (for 1wk) and 80% (fdwk) of the amount given to the C group.

T transformation In(x + 1) (retransformed value).

Means within a row for a time period with differdatters are significantly different (ns=not sigcéint; +, P<0.1; *, P<0.05).

101



CHAPITRE 2

4. Discussion

Although the LW of the goats was modified by theatment, it is interesting to note that
the weight of the litter in the two treatment greupas the same. These results confirm
those of Celi et al. (2008) in goats and Pettertaal. (1993) and Simitzis et al. (2009) in
sheep. However, lower birth weights have been ebsgein sheep and goats underfed in
late-pregnancy (Alexander, 1978; Koritnik et aB81; Bajhau and Kennedy, 1990; Oliver
et al., 2001; Borwick et al., 2003; Husted et 2D07). In addition, some authors have
reported that there are modifications in organ d¢ghoand overall foetal development
following restricted feeding during pregnancy (Koik et al., 1981; Greenwood et al.,
1999). In the present experiment, the foetal compant seemed to have been protected at
the expense of the dam. However, when only the t@vid triplet bearing goats were
studied, the birthweight of male kids born to restd goats was reduced compared to
controls (Laporte et al., 2009), emphasizing thedrtance of taking into account litter
size when studying the effect of food restrictiamidg pregnancy on the offspring.

The difference between LW at the beginning of tremit and LW 24h post partum
indicated that the food restricted goats lost oprage 6.65kg[(10% of initial LW)
between the start of treatment and 24h after padomrwhereas the controls lost the
negligible amount of 0.43kg (<1% of initial LW). &bke results indicate that the
requirements for the control goats were met dutiggtreatment period (stable dam LW)
whereas the restricted goats were forced to mebiizdy reserves because requirements
were not covered. Sahlu et al. (1995) have prodwiedar results. They showed that
dairy goats gained very little LW between 90d adgirancy and parturition. The metabolic
environment at the end of gestation may resulhenredirection of nutrients towards the
conceptus and therefore dam LW gain at the endrejnancy may be physiologically
difficult to achieve.

4.1. Physiological responses

4.1.1. Metabolic profile

The decrease observed in plasma glucose and tteasggcin plasma NEFA during dietary
restriction confirms that requirements were notered for the R goats (Sykes and Field,
1972; Schlumbohm and Harmeyer, 2008). The respofdke animals was very rapid,
since within 1wk of starting the dietary treatmetitsre was already a difference between
groups. Conway et al. (1996) showed that when a&rsedietary restriction (35% of
metabolisable energy requirements for the lasttbirgestation) in goats was started at
about the same stage of gestation, then a differenglucose concentrations appeared, but
only after 4wk. The difference observed betweeregrments may be due to the fact that
in the present experiment glucose concentration® \waggher to start with compared to
Conway et al. (1996). The change in plasma glucaeed by restricted feeding was
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relatively small compared to the change observédBERA concentrations as was observed
by Caldeira et al. (2007) in sheep. Glucose comagohs are maintained within a very

tight range due to its essential role in metabaliBlEFA concentrations, however, were
increased 5-fold in the restricted group as thegobee a major energy source when
requirements are not covered. The increase inniouat of feed given to the R group of

goats in the last 4wk of gestation (60%, 70% arehtB0% of controls) had a very

marginal effect on glucose concentrations but gelaffect on NEFA concentrations. This
is probably due to a combination of several facteduced lipid mobilisation due to more

food being ingested and improved NEFA oxidation ttukigher availability of glucose.

Plasma ketone bodies (BHB) originate from two sesrenetabolism of butyric and acetic
acid in the wall of the rumen and incomplete oxmaibf NEFA in the Krebs cycle. In the

present experiment the former source appears podatwminant since BHB concentrations
were higher in C goats compared to R. HarmeyerSaidumbohm (2006) have previously
shown that lipid mobilisation causes an increasd8HB and that liver production of

ketone bodies is greater than that of the rumeth&pim in restricted feeding. This

indicates that in their experiments glucose supydg probably more limiting than in the
present experiment. The BHB concentrations in tresent experiment were similar to
those found by others (0.4-1.2 mmol/Ll, Ramin et 2005) but significantly lower than

concentrations considered to be synonymous witgnamecy toxaemia (4-5mmol/L, Ford

et al., 1990; Henze et al., 1998).

Plasma urea concentrations are influenced by antalaetween several factors: dietary
nitrogen intake, its fixation in the body and thenbver of body protein. In addition,

hepatic and renal function controls the productma elimination of urea. In ruminants

there is another pathway which is active. Ruminants capable of recycling salivary
nitrogen via microbial protein synthesis (INRA, B33 Restricted feeding can increase
plasma urea concentrations through body proteiabcdéism (Oldham, 1984). However,

the relative degree of energy compared to nitrogestriction is important in deciding

which tissues are mobilized: adipose or lean tisdoethe present experiment urea
concentrations were higher in the controls compaoeckstricted goats. This may reflect
the fact that the R goats had both a lower N intakiealso recycled more N since they
spent more time feeding and therefore probablyatdd more (Table 2).

4.1.2. Pregnancy toxaemia

Pregnancy toxaemia is associated with a markeeaser in circulating ketone bodies and
low glucose concentrations (Scott et al., 1995)s Ibelieved that this results from the
inability of the pregnant animal to meet the insirg glucose requirements of the
uteroplacental unit towards the end of gestatiogidRL968; Rook, 2000). Indeed, glucose
is the principal carbon source for oxidative metapo and tissue synthesis in the
uteroplacental compartment (Hay, 1991). Howeveeary lactation the requirements for
glucose are 40-100% higher than those at the endesefation (Perry et al., 1994).
Therefore, the early lactating ruminant should lrersusceptible to ketosis than the late
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gestating animal. Recent results in late pregnlaeés using a perfusion of BHB to cause
constant hyperketonaemia showed that hypoglycasam caused by reduced maternal
glucose production rather than increased glucosakapby the conceptus (Schlumbohm
and Harmeyer, 2008). Hay et al. (1984) and Leurglef{1990a and 1990b) measured
simultaneously both foetal and maternal glucoskzation in sheep and they showed that
the rate of foetal uptake of glucose was alwaysdlily related to the maternal glucose
concentrations in a variety of situations.

Pethick and Dunshea (1993) showed that the ratwesf ketone body production in the
fasting state was the same in late-pregnant andpregnant sheep. However, they also
noted that increased ketone body production resuftea 4-fold increase in circulating
BHB in the pregnant sheep compared to the non-preégsheep. Therefore, the rate of
BHB disposal in late twin-pregnant sheep is lowempared to lactating and dry animals
(Harmeyer and Schlumbohm, 2006).

In the present experiment four animals in the Rugrshowed clinical signs of pregnancy
toxaemia. They were all carrying 3 or 4 foetusdseyl'showed a very similar metabolic
and physiological pattern; lowered glucose, elev@&FA and low BCS and high urea
before the experimental period had started (Figlwré&his means that it may be possible to
use metabolic and physiological measurements tdigirdetosis susceptibility before
goats enter the critical risk period at the engrefgnancy.

4.2. Behavioural responses

After 1wk of restricted feeding, the time budgetalgsis showed that R goats were
generally more active than C goats. During the havena test, R goats also spent more
time walking compared to C goats. After 7wk of nest¢d feeding, the R goats still walked
more than C goats. In addition, during the novegéctitest, R goats sniffed more often the
novel object and tended to be quicker to sniffainpared to C goats. These results may
indicate that the feed restricted animals were mao&vated to explore their environment
to try and find new sources of feed resulting ianthwalking more. Similar results were
observed in sows: an increase in the time speriberg the environment was reported in
sows when they were given a small volume of a veririent dense diet (energy and
protein requirements were covered) compared to seasiving a more diluted diet (de
Leeuw and Ekkel, 2004). De Leeuw et al. (2005) sgtgd that when the motivation to
feed remains high exploration increases. Howeveeneif it is difficult to interpret
individual behaviour (de Passillé et al., 1995)pleration was probably not related to a
sensation of hunger in the present experiment lstprobably related to a metabolic drive
to try and cover requirements, since the feediogstr animals had free access to straw.

It should be noted that while positive social bebar such as self-grooming and positive
interactions were reduced in R goats compared gwéls in the first week of restricted
feeding, agonistic behaviour was not affected bgduction in the quantity of feed given.
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During feeding the animals were blocked at the Heck so that the possibility to express
agonistic behaviour was limited. For the remaindethe time they had free access to
straw. Barroso et al. (2000) showed that when a gaality feed resource is available ad
libitum then goats rarely fought. Another reasoniaiwhcould explain the low levels of
agonistic behaviour in the R goats is that growgydichy was already established before
the experimental period started (Conway et al. 6199

5. Conclusion

In conclusion, both metabolism and behaviour weodglifred by late-pregnancy restricted
feeding. Nutrient restricted goats were more adtingn control goats, this may indicate a
metabolic drive to search for foodstuffs which arere nutrient dense than the actual diet.
As early as -9wk parturition, animals which wenttondevelop pregnancy toxaemia had
high plasma NEFA and low glucose, and low BCS agd plasma urea. This profile may
be useful in determining which animals are at fiskn pregnancy toxaemia.
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CONSEQUENCES A COURT TERME D’UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE CHEZ LA CHEVRE
EN GESTATION SUR LA MORPHOLOGIE, LE METABOLISME ET LE COMPORTEMENT DES
CHEVREAUX

Une restriction alimentaire en fin de gestation peut affecter la croissance, le métabolisme
et la physiologie de la descendance. Les structures impliquées dans la régulation du stress
et du comportement alimentaire peuvent également étre modifiées. Pourtant, les
conséquences sur le comportement alimentaire et la réactivité émotionnelle ont
rarement été étudiées chez les ruminants.

Objectifs

Etudier les conséquences d’une restriction alimentaire en fin de gestation sur la
croissance, le métabolisme énergétique et le comportement de jeunes chevreaux males.

Matériels et méthodes

Soixante chevres multipares de race Alpine et Saanen ont été réparties en 2 groupes,
témoin et restreint, en prenant en compte la race, le poids vif, I'état corporel et le pere
des chevreaux. Entre 90 jours de gestation et la mise-bas, les témoins ont été nourries ad
libitum (5% de refus) avec une ration compléte. Les chévres restreintes ont recu de 50% a
80% de la quantité distribuée aux chévres témoins la semaine précédente et de la paille a
volonté. Des pesées et des prises de sang ont été effectuées tout au long de la gestation
afin de quantifier la restriction.

A la naissance, 78 chevreaux (26 femelles et 14 males issus de chevres témoins, et 21
femelles et 17 males issus de chevres restreintes) de portées doubles et triples ont été
conservés. Entre 1 et 6 semaines, seuls les males ont été étudiés (15 males issus de
chévres restreintes et 13 males issus de chévres témoins). Les animaux ont été séparés de
leur mére a la naissance. Au 5° jour, tous les méales ont été mélangés dans 3 enclos
expérimentaux. Chaque enclos était équipé d’'une caméra et relié a un distributeur
automatique de lait ou a un bidon isotherme contenant de I'aliment d’allaitement chaud
et placé sur des balances les jours de mesure du comportement alimentaire.

Mesures morphométriques, poids et abattage. Le poids des animaux a été suivi toutes les
semaines de la naissance a 6 semaines. Des mesures morphomeétriques ont été effectuées
a la naissance, puis toutes les semaines jusqu’a 4 semaines. Le body mass index (BMI,
poids/ longueur vertex-queue au carré), la densité (poids/longueur vertex-queue) et le
GMQ ont été calculés. A 6 semaines, 10 males issus de cheévres restreintes et 10 males
témoins ont été abattus pour peser leurs organes et le tissu adipeux.
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Mesures métaboliques. Les concentrations plasmatiques en glucose et AGNE ont été
dosées a la naissance et a 1, 3 et 5 semaines. Les concentrations de leptine et insuline ont
été dosées a la naissance et a 5 semaines.

Comportement. Des épreuves de I'environnement nouveau et de |'objet nouveau ont été
effectuées a 5 semaines. Deux épreuves de vitesse d’ingestion ont été successivement
effectuées a 3 et 5 semaines, la premiére sans stress et la seconde suite a un stress de
contention. Le comportement alimentaire en enclos d’élevage a été analysé a I’'dge de 5
semaines pendant 24h.

Résultats

Les chévres restreintes dont les chevreaux ont été gardés ont perdu 8,2% de poids
pendant la période de traitement contre 1,3% pour les témoins. Leurs concentrations en
AGNE ont été plus élevées, leur glycémie plus forte et leur état corporel plus faible que
les témoins pendant cette période.

Le poids des chevreaux males issus des chevres restreintes en gestation était plus faible a
la naissance, de méme que le tour abdominal, le BMI et la densité. Dans les semaines
suivantes aucune différence n’a été observée entre males issus des chevres restreintes et
témoins sur le poids, la croissance et les mesures morphométriques. A 'abattage, les
chevreaux males issus des cheévres restreintes avaient des surrénales plus lourdes que les
témoins, et le tissu adipeux total et en particulier le tissu adipeux omental tendait a étre
moins développé que celui des témoins.

Une plus faible concentration en AGNE et une tendance a une plus faible concentration
en glucose ont été observées a la naissance chez les chevreaux males issus des chevres
restreintes par rapport aux témoins. A 1 semaine, les chevreaux issus des meres
restreintes avaient une concentration en AGNE plus élevée. Aucune différence n’a été
observée par la suite pour les autres parametres.

Aucune différence entre chevreaux issus des chévres restreintes et témoins n’a été
observée sur le comportement alimentaire a 5 semaines, les épreuves de réactivité
émotionnelle et les épreuves de vitesse d’ingestion.

Discussion et conclusion

La restriction alimentaire maternelle pendant la gestation, méme si elle a été effective,
n’a eu qu’un effet limité sur la morphologie et le métabolisme des jeunes. La réduction de
poids et de taille observée a la naissance a disparu des la premiere semaine apres la
naissance.

La taille plus importante des surrénales chez les chevreaux issus des chevres restreintes
suggere que la restriction maternelle pendant la gestation pourrait étre associée a une
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modification fonctionnelle de I'axe corticotrope de la progéniture. Une sécrétion accrue
de glucocorticoides et catécholamines pourrait expliquer la réduction de leur tissu
adipeux, ces hormones étant impliquées dans la mobilisation des réserves.

La restriction alimentaire maternelle pendant la gestation n’a eu aucun effet sur le
comportement alimentaire et la réactivité émotionnelle du jeune chevreau. Il est
probable que les effets de la restriction apparaissent surtout a I'dge adulte, ou lorsque
I’environnement postnatal favorise |'apparition de différences.
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Short term effects of maternal feed restriction dumg pregnancy on goat kid
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ABSTRACT: Morphometric, metabolic and behavioral modificaiamere studied in goat
kids after maternal feed restriction during the kird of pregnancy. At birth, only kids
from twin and triplet litters were studied (n = &igls born to control damsCONT) and

n = 38 born to restricteghms resT) and only males thereafter (n = 13 CONT and 15 RES
kids), until slaughter at 6 wk of age. Kids borrréstricted goats had a smaller abdominal
girth at birth P < 0.01) and tended to have a lower BNl £ 0.10) and a lower density
index P = 0.09) than kids born to control goats. Male RERIE had a lower birth weight
(P = 0.03) than male CONT kids but no differences wéyand for weight and
morphometric measurements thereafter. Omental adeeadipose tissue/body weight
ratio tended to be lowelP(= 0.07) and adrenal/body weight ratios were highemale
REST kids than in male CONT kids at 6 wk of age=(0.05 and 0.01 for left and right
adrenals respectively). Nonesterified fatty acidaamtrations suggested that male REST
kids were mobilizing body reserves less at biRh<(0.01) and more at 1 wk of age than
CONT kids @ = 0.05). No modifications in drinking tests at 3dah wk of age were
observed, nor in feeding behavior and emotionattngty at 5 wk of age. In conclusion,
maternal feed restriction in the last third of pragcy resulted in a decrease in the
percentage of dissected adipose tissue at 6 wigenfEhis effect was not associated with
changes in behavior, morphology or metabolism durearing but with changes observed
at birth.

Key words: emotional reactivity, feeding behavior, fetal pramgming, goat, maternal feed
restriction, metabolism
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INTRODUCTION

Maternal feed restriction during pregnancy can hasious effects on offspring

development and in adult life, depending on tim{8@gnclair and Singh, 2007), duration
(McCrabb et al., 1992), intensity of restrictionu@el et al., 1977), sex (Grigore et al.,
2008) and litter size (Rumball et al., 2008). Dgriate pregnancy, feed restriction was
associated with insulin resistance and increasgubsitly in human and animal offspring
(Sinclair and Singh, 2007; Symonds et al., 2007).

Changes in offspring feeding behavior after matefead restriction in late pregnancy

could be expected in some species. The hypothal@the main brain structure involved

in the control of feed intake and its maturationimtyaoccurs in late gestation in sheep
(Matthews and Challis, 1996). Warnes et al. (1998)wed an increase in the amount of
NPY mRNA, an orexigenic neuropeptide, in near-tdatal sheep from late-gestation

restricted dams. Studies in rodents born to pregnand lactation-restricted dams showed
changes in neuropeptide expression associated hyilerphagia (Orozco-Sdélis et al.,

2009) and changes in feed preference (Bellingat.e2004; Bellinger and Langley-Evans,

2005; Bellinger et al., 2006). Moreover, materm@d restriction in the ruminant can cause
intra-uterine growth restriction (Anthony et alQaB) which is associated with very low

birth weight. Feed intake in very low birth weidhtnbs was higher in proportion to body
weight when fed ad libitum, compared to high bivieight lambs (Greenwood et al.,

1998).

Emotional reactivity can modify feeding behavioroffies and Nowson, 2007) and is
increased in 18-month old lambs born to early-pa@gy restricted dams (Erhard et al.,
2004). However, the interaction between emotioealtivity and feeding behavior has
never been taken into consideration when studyhmy éffects of restriction during
pregnancy on feeding behavior.

As structures involved in emotional reactivity &edding behavior can be programmed in
utero and the maturation of the hypothalamus maodgurs in late pregnancy, we
hypothesized that maternal feed restriction in lds# third of pregnancy could change
feeding behavior and emotional reactivity in kid$he consequences of maternal feed
restriction on growth, composition, metabolites dmfmones associated with energy
metabolism, and morphology were also evaluated.

MATERIALS AND METHODS
Animals and procedures

Pregnant goats. The present study was carried out according to dirdagislation on
animal experimentation (code rural: articles R 3¥410 R214-94) in-line with the
European Convention for the Protection of Vertasaised for Experimental and other
Scientific Purposes (European Directive 86/609).e Tecientist in charge of the
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experiments was licensed to perform experimentansmals and the staff who applied the
experimental procedures had attended a speciate@pproved by the French Ministry of
Agriculture.

Sixty multiparous gestating Saanen and Alpine dgogts were divided into two groups
according to body weight, body condition score, kice and breed. The goats were
synchronised prior to mating in order to ensuréhbwithin a period of 10 days. At 90 d of
gestation, each group (control, n = 13 Alpine and h7 Saanen and restricted, n = 14
Alpine and n = 16 Saanen) was divided into two soilpgs on the basis of body weight (15
heavy goats and 15 light goats) in order to redaggression between light and heavy
restricted goats at the feeding trough and to bettgust the amount of feed to body
weight. Both control subgroups were fed ad libitariotal Mixed Ration (TMR) allowing
5% orts. Each feed restricted subgroup was paitddtle corresponding control subgroup
and received a proportion of the amount given ® phir-fed control subgroup. Light
control subgroup (mean BW: 61 £ 1.6 kg) was padrte light restricted subgroup (mean
BW: 62 + 1.4 kg) and the heavy control subgroupgmBW: 82 * 2.5 kg) was pair-fed to
the heavy restricted subgroup (mean BW: 83 + 2)5 kKge amount of feed given to the
restricted subgroup was calculated from the amotifeed given to the control subgroup
the previous week. The composition of the TMR wasdiined in the last weeks of
gestation to take into account the proportionaligtér increase in protein requirements
compared to energy (table 1). Propylene glycol gippact]) was added to the TMR (40
g.d* per goat) to avoid pregnancy toxemia which canuoda late-pregnancy feed
restriction (Rook, 2000) and can result in deatthew 3 goats presented symptoms of
toxemia in the restricted subgroups, it was decidedcrease progressively the amount of
feed for ethical reasons. Therefore, each restristdogroup received 50% of the amount
of feed given to their pair-fed control subgroup 4owk, 60% for 1 wk, 70% for 1 wk and
80% the last 2 wk of pregnancy.

Feed was offered twice daily at 0700 h and 1400he. restricted goats were restrained in
a neck-lock for 30 min during feeding to avoid catifion at the trough and to make sure
that all goats were able to eat. All groups hae faecess to water and salt licks. The
restricted goats received barley straw (net eneBgy: MJ.kg" DM; PDI (true protein
digested in the small intestine: 24 g’kPM and 88% DM) ad libitum after feeding to
reduce as much as possible the psychological sttesto feed restriction (Mason, 1971).

Among the 60 goats, 5 control goats and 8 restrigteats (of the latter 4 became toxemic)
were removed because of abortion or health probl€hes forty-seven remaining goats
gave birth to single (n = 12), twin (n = 21), tepn = 12) and quadruplet (n = 2) litters.
Only the kids born to healthy twin and triplet begr does were studied thereafter.
Gestation length, dry matter intake, weight lossd aglucose and NEFA plasma
concentration of the 33 corresponding goats (n -S4dnen and n = 6 Alpine for control
goats and n = 10 Saanen and n = 6 Alpine for festticted goats) were measured at the
beginning of the restriction period (90 d of pregey, during the feed restriction period
and the last week of pregnancy.
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Table 1: Composition and energy content of the die¢n to feed-restricted and control
goats starting from 90 d of pregnancy. PDI = trusgin digested in the small intestine.

-8wkto-4wk -4wkto-2wk -2 wk to parturition

Composition, g.kg DN

Sugar-beet pulp 350 300 300
Grass hay 250 250 250
Lucerne hay 290 290 290
Protein concentrate 0 50 100
Barley 100 100 50
Mineral and vitamin mix 10 10 10

Nutrients, .kg DM"

Net energy, MJ 5.7 5.6 5.5
PDI, g 69 73 76

CP, g 112 116 120
Crude fiber, g 292 285 287
NDF, g 493 452 479
Calcium, g 9.0 8.5 8.7

Phosphorus, g 2.0 2.3 2.4

Kids. At birth, 78 kids, 40 CONT kids (n = 26 female amg 14 male) and 38 REST kids

(n = 21 female and n = 17 male) born to 33 goatewtudied. Thereafter, females were
kept elsewhere for herd renewal and were therafotancluded in the rest of the study.

From 1 wk of age until the end of the experime8tn#ale kids, 13 CONT kids (n = 8 twin

and n = 5 triplet litters; n = 7 Alpine and n = &8en) and 15 REST kids (n =9 twin and
n = 6 triplet litters; n = 4 Alpine and n = 11 Saajhwere studied. At 6 wk of age, for

practical reasons, only twenty males could be $itergd (10 REST and 10 CONT). They
were chosen in order to balance treatment and pageldonly one male per litter was kept
to avoid an effect of the dam. If more than oneawehs available per litter, it was chosen
randomly.

At birth, kids were immediately removed from thdamm and ear-tagged. Two meals of
good quality pooled colostrum were given ad libitamthe first day and a 150 gkéresh
weight diluted milk replacer (235 g.Rgprotein, 240 g.kg fat, 70 g.kg' ash, 3 g.kg
cellulose, 50000 IU.K§ vitamin A, 2000 IU.kg vitamin D;, 85 mg.kg" vitamin E, 10
mg.kg® vitamin B1, 11.5 mg.Kg vitamin K3 and 750 mg.kfvitamin C) was given ad
libitum the following days. On the fifth day, thélk were identified with paint and placed
in one of 3 experimental pens (2 x 2.5 m). In gaeh, 9 or 10 REST and CONT kids were
mixed and there was a maximum of 4 days betweepdhegest and the oldest kid.
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A camera was placed above each pen and linkedtitnealapse video recorder to allow
24-h recording of suckling activity. A neon ligt86 W) was fitted to the ceiling and was
activated continuously to allow behavior to be reed during the night. The intensity of
the light was weak in order not to disturb kid baba

Weight, morphometric and slaughter measurements

Body weight was recorded at birth and weekly u6tiwk of age. Crown-rump length
(distance between crown and sacrococcygeal joeight at withers, heart girth (taken
just behind the forelimbs), abdominal girth (cirdenence of the abdominal cavity taken
just in front of the hindlimbs) and femoral lengilere measured with a flexible tape on
standing kids at birth and once a week before fegdntil 4 wk of age. Body Mass Index
(BMI, BW/(crown-rump lengtH) kg.ni2), density index (BW/crown-rump length, g.¢m
as used in swine (Johnson and Nugent, 2003) and w&x®@ calculated.

At 6 wk of age, after 12-h of fasting, kids werawgihtered by exsanguination after electro-
narcosis. Weight of liver, kidneys, adrenals, paasr fore-stomachs (rumen, reticulum,
omasum), abomasum, thymus, brain, heart and luagd, adipose tissue (perirenal,
pericardiac and omental tissue mass) was recorfted dissection. All the results for
organs and tissues are presented as organ or vissglet/body weight ratio (% BW). The
total body fat/body weight ratio was calculatedtlas sum of the three dissected adipose
tissues divided by body weight.

Behavioral tests and measurements

In addition to the 24-h suckling activity, standaedl tests were performed in order to
measure suckling behavior as well as to test thatiemal reactivity of the kids.

All video files were encoded and analyzed using Observer 58 Software System for
Behavioral Research (Noldus Information Technoldageningen, The Netherlands).

Novel arena test (Forkman et al., 2007he novel arena test was performed in an open-
sided shed (50 m away from the rearing pens) irxé84£2 x 1.5 m arena (width x depth x
height) in 5-week old kids (a few days after othehavioral measurements). A starting
cage measuring 1.2 x 0.6 m provided access to rdmeaaEach kid was carried by an
experimenter from the rearing pen to the testing gently placed in the starting cage, and
released 30 s later into the arena using a slideig. The procedure was designed to
ensure that the handling was standardized. Thdast®d 3 min once the kid entered the
arena. Time spent still (kid with four legs stiltkne spent sniffing (nose less than 5 cm
from the floor or walls) and number of jumps anedtt were measured. This test was
performed alternatively on one kid from each treaitrbetween 0800 h and 1200 h.

Novel object test (Forkman et al., 2007)mmediately after the novel arena test (on the

same day), the kid was placed in the starting ¢8@es) for a second test of 3 min in the

same arena which contained a red polypropylene maadrd cone (0.4 x 0.7 m) placed on

the floor against the wall opposite to the entradde same behavioral measurements as
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those in the novel arena test were conducted. Speat sniffing the cone (nose less than 5
cm from the cone) was also recorded.

Drinking test. Drinking tests were performed in a familiar perBand 5 wk of age (after
suckling activity measurement and a few days betoeearena and novel object tests). The
test was performed in a pen (3 x 2 m) containibgeket with a teat. The bucket was filled
with milk replacer and fixed on the opposite watirh the entrance. A video camera was
placed above the pen to videotape behavior. Tolitme the kids with the testing pen,
kids from the same experimental pen were placatierpen at 1700 h the day before the
test and were allowed to drink for two hours frdme bucket. After removing the bucket,
and leaving the kids overnight in the pen (12-Hif@3, an open partition was added in
order to keep all the kids on one side of the peay the entrance. The bucket filled with
milk replacer was fixed on the wall and each kidgwalividually placed in the part of the
pen containing the bucket. This test was perforrakeernatively on one kid from each
treatment between 0800 h and 1200 h. The test emtled the kid spent 1 min without
drinking. The bucket was weighed before and aftertest. The percentage of time spent
drinking, the amount of milk drunk and the drinkirage (amount of milk drunk divided by
the time spent drinking) were recorded.

Drinking test after isolation acute stress. This test was performed the following day using
the same procedure and measuring the same varebtleg previous test, except that kids
were stressed before entering the testing pen éydspg 20 minutes alone in a small cage
with no visual contact with peers (0.95 x 0.57 330m).

Suckling activity. In each experimental pethe kids had 24-h access to two individual
stalls equipped with one teat each where they cduaitk milk replacer ad libitum through
an automatic milk feeder. When feeding behavior wesasured, an isotherm container
containing warm milk replacer was connected to @ and placed outside the pen on a
weighing device connected to a computer which amrcontainer weight every 10 s.
Suckling activity was videotaped over 24h in tharieg pen at 5 wk of age. Time spent
with a teat in the mouth per 24 tif and number of suckling bouts per 24mg)(were
recorded. A suckling bout begun when a kid tookat tn its mouth and ended when the
kid released the teat. Mean duration of a suckbogt was calculatednp = ty / ne).
Correspondence between videotaped behavior andaoilkumption was assessed using
automatic weighing devices. The following variablesuld be calculated for each kid:
amount of milk consumed per 24 h, and efficientkBng time per 24 htg). Efficient
suckling time was the time during which the kid lateat in the mouth while at the same
time the amount of milk in the container decreastminetimes the kid had a teat in the
mouth but did not drink. The percentage of effitisackling time (pm = 100 b/tm) was
calculated.
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Physiological measurements

Blood samples (10 mL) were collected into hepaddifubes by jugular venipuncture and
were immediately centrifuged at 3000 g for 10 min4aC to harvest plasma. Blood
samples were taken from the 28 male kids withinhaor of birth (before colostrum
feeding) and after 12 h of fasting at 1, 3 and 5Sofvige. Plasma was stored at -20°C until
analysis. Leptin and insulin concentrations wereasoeed at birth and at 5 wk of age.
Glucose and NEFA concentrations were measuredthf bi 3 and 5 wk of age.

Biological assays

Plasma concentrations of leptin were quantified ngisidouble-antibody leptin
radioimmunoassay procedures adapted from Delaviaad @€000). Leptin antiserum (Ab
7137, 50 pL) was diluted 1:2200 in a 0.01 M phosphauffer, 0.15 M NaCl, pH 7.1
containing 0.01 M EDTA, 0.1% gelatine, 0.01% sodiande, 0.025% Tween 20 and 1%
normal rabbit serum. Both standard and sample twlees incubated with antiserum (final
dilution: 1:17600) for 24 h at room temperatuReT . After an initial incubation in 300
uL, 100 pL of**3-ovine leptin (diluted in the same buffer withde®TA) were added and
incubation continued for an additional 24 h at R¥say sensitivity was 1 ng.riland the
intra-assay coefficient was 4%.

Insulin concentrations were determined using a RitAinsulin kit (Millipore, Molsheim,
France; 100% of specificity for sheep insulin). &ssensitivity was 0.1 ng.mL Intra-
assay coefficient was 9.7% and inter-assay coeffic14%.

A Cobas Mira S (La Roche & Co., Diagnostics Divisi®asle, Switzerland) was used to
measure plasma glucose (hexokinase reaction) asthpl NEFA (NEFA C, ACS-ACOD
Method). The intra-assay coefficients were 2% ar¥b for glucose and NEFA
respectively. The inter-assay coefficients were¥8.@nd 3.4% for glucose and NEFA
respectively.

Statistical analysis

All data were analyzed using the MIXED model pragedof Statistical Analysis Systems
Institute (SAS).

For goats, the following model was used:
Yik =M+ T + Lj +By + gijc

where U represents the overall mearthd fixed effect of the treatmentcontrol and feed-
restricted), k-the fixed effect of the litter sizg(twins or triplets), B the fixed effect of the
breedi (Alpine or Saanen)angl is the residual error.

For kids, the following models were used:
(1) Yigm =p + T+ L+ B+ S+ TLj+ TS + D + &jum
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(2) Yikog = M + T + Lj + B¢ + Po+ BWq + TLjj + &jjkoq

The model (1) was used to analyze birth data (naidsfemales) and the model (2) for the
other variables. In the models (1) and (2), y regmés the overall mean, the fixed effect
of the treatment (CONT and REST), jLthe fixed effect of the litter sizg (twins or
triplets), K the fixed effect of the bregd Alpine or Saanen), $he fixed effect of the sax
(male or female), Pthe fixed effect of the rearing perfl, 2 or 3), Tl; and TS represent
the interactions between treatment and litter arm sex, respectively. Body weight (BW
was added as a covariable only for suckling damae(spent with a teat in the mouth per
24h, amount of milk consumed per day, percentageffafient suckling timeand mean
duration of a suckling bout). The random effectr@f dam,, (Dry;) was taken into account
andsijum andsijoq are the residual errors.

Transformations were used when the assumptionsroblheneity of variance and normal
distribution of the residuals were not verified. dyoweight at 3 wk of age and ADG

between 3 and 4 wk of age were transformed usiggAXel) transformation. Square root
of NEFA concentration was used at 3 wk of age, r@verse transformation (1/(x+1)) for

mean duration of a suckling bout (24 h sucklingvét¢d. All data are presented as least
square means (Ismeans) + standard errors (SE)texbep otherwise stated.

RESULTS
Pregnant goats

Among the 47 pregnant goats, light subgroups aten@rage 1.9 and 1.1 kg DM.d
(control and restricted goats respectively; strawvincluded) and heavy subgroups ate on
average 2.3 and 1.5 DM'dcontrol and restricted goats respectively, strawincluded)
during the feed restriction period. Straw consumptivas estimated as 0.4 DNi.d
Restricted dams were therefore provided with aroé@®o of the energy given to the
control goats between 90 d of gestation and padari

No difference in gestation length was observed betwcontrol (151 + 0.4 d) and
restricted goats (152 + 0.5d,= 0.80). The 33 restricted goats from which madis kvere
included in the experiment lost 8.2% BW betweendtset of feed restriction (73 + 11.4
kg) and 24 h after birth whereas control goats atrmaintained their BW: -1.3% BW
compared to the start of the treatment (75 = 18)dR < 0.001, figure 1).
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Figure 1: Weight loss during the feed restrictiaripd (from 90 d of pregnancy to 24 h
after parturition) in controlM, n= 17) and feed-restricted goald,(n = 16). The control
group was fed a TMR ad libitum for the last thifdgestation and the feed-restricted group
was given the same TMR but the quantity corresporide50% (for 4 wk), 60% (for 1
wk), 70% (for 1 wk) and 80% (for 2 wk) of the amougiven to the control group.
Differences between treatments are shown, *** F300.

At 90 d of pregnancy, NEFA concentrations were &11032 mM and 0.15 + 0.031 mM,
in feed-restricted and control goats, respectively. 90 d of pregnancy, glucose
concentrations were 3.32 + 0.068 mM and 3.18 +®106/, in feed-restricted and control
goats, respectively During the feed restrictioriqggerNEFA concentrations increased more
(P < 0.001, figure 2) and glucose concentratiorsedesed more in restricted goats than in
control goats (P = 0.02, figure 2).

There was an effect of litter size: triplet beargmats lost more weight than twin bearing
goats P = 0.05). There was a trend for NEFA concentrattonse higher in triplet bearing
goats compared to twin bearing goats during tts fialf of the feed restriction period (P =
0.09) and for the whole feed restriction period MEkKere higher in triplet bearing goats
compared to twin bearing goats (P = 0.04).
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Figure 2: Differences in plasma NEFA and glucoseceatrations during the first 4 wk of
the feed restriction period (FRP) and during theHRP (from 90 d of pregnancy to
parturition) in control M, n= 17) and feed-restricted goals, (n = 16). The control group
was fed a TMR ad libitum for the last third of gd&in and the feed-restricted group was
given the same TMR but the quantity corresponde8iOs (for 4 wk), 60% (for 1 wk),
70% (for 1 wk) and 80% (for 2 wk) of the amountegto the control group. Differences
between treatments are shown, * P < 0.05; ** PO4.0.

Kids

Morphometric parametersin male and female kids at birth. Morphometric measurements
at birth are summarized in table 2 for the 78 mahel female kids. There was an
interaction between sex and treatment on birth mteftable 2): CONT male kids were
heavier than REST male kid® & 0.03) but there was no treatment difference adyb
weight for femalesK = 0.84). Male kids were heavier than females #0611 kg vs 3.9 +
0.10,P < 0.001), and twins heavier than triplets (tablé 8 0.001). Abdominal girth was
lower in REST kids than in CONT kids (28.0 + 0.68 &s 30.7 = 0.68 cmP < 0.01),
greater in twins than in triplets (tableB= 0.01) and in male kids than in females (30.3
0.68 cm vs 28.5 + 0.55 cr®, = 0.03). Height at withers was also greater inemdhan in
females (40.3 + 0.62 cm vs 38.8 £ 0.53 &h% 0.01). No effect was found on crown-rump
length, femoral length and heart girth. Body maskex tended to be higher in CONT kids
than in REST kids (18.0 = 0.45 kgaws 17.0 £ 0.44 kg.ih P = 0.10), was higher in male
kids than in females (18.4 + 0.41 kgtnas 16.7 £ 0.35 kg.ih P < 0.001), and in twins
than in triplets (table 3P < 0.01). The same results were observed for deinsitex:
density index tended to be higher in CONT kids tmaREST kids (88.3 + 2.10 g.chvs
83.0 + 2.13 g.cm, P = 0.09), was higher in male kids than in fema@&§ + 1.87 g.ci

vs 80.6 + 1.62 g.cth P < 0.001), and in twins than in triplets (tableP3< 0.001). There
was no interaction between litter size and treatr{fer0.10).
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Table 2: Morphometric parameters of kids born &irreted dams (REST) during the last third of p@ewy or born to control dams (CONT),
according to sex at birth. The control goats weskd TMR ad libitum for the last third of gestatiammd the feed-restricted goats were given
the same TMR but the quantity corresponded to S0%4(wk), 60% (for 1 wk), 70% (for 1 wk) and 80%b1 2 wk) of the amount given to
the control goats.

CONT (n =40) REST (n= 38) P-value
ltem* male (n =14) female (n = 26) male (n = 17) fenfale 21) treatment sex treatment*sex
Birth weight, kg 4.7 .16 3.€+0.13 4.340.14° 3.9+0.14 0.29 <.0001 0.03
BMI, kg.m?2 18.9 +0.61 17.2+£0.48 17.8 #.55 16.2 H0.49 0.10 < 0.001 0.98
Density index, g.c 945 +2.75 82.(+2.24 86.8+2.51 79.1 +2.30 0.09 < 0.001 0.20
Abdominal girth, cm 32.1 4.03 29.:+0.76 28.4 .90 27.7 £0.79 <0.01 0.03 0.20
Heart girth, cm 35.8 .86 34.£+0.69 35.1 .69 34.6 H0.64 0.61 0.18 0.65
Crown-rump length, cm  50.1%02° 47.7+0.79 48.640.91% 48.8 +0.82 0.83 0.14 0.07
Femoral length, cm 12.5@47 12.€+0.41 12.54.45 12.1 H0.42 0.64 0.48 0.30
Height at withers, cm 40.8@91  39.£+0.73 39.94.83 37.8 H0.75 0.16 0.01 0.34

1 BMI = Body Mass Index.

B \ithin a sex, values with different superscrigiier (P < 0.05);®" ® within a sex, values with different superscripthin bracket<? tend to differ from values with
superscripf (P < 0.10)

Lsmeans + SE are presented
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Table 3: Morphometric parameters of kids from twintriplet litters during the first four weeks ofj@ At birth males and females were
included while only males were kept afterwards.

Birth Week 1 Week 2 Week 3 Week 4
ltem? twins triplets twins triplets twins triplets twins triplets twins triplets
(n=41) (n=37) (n=17) (n=11) (n=17) (n=11) (n=17) (n=11) (n=17) (n=11)

Body weight, kg 4.6€.11° 3.5+0.14° 5.5 0.21° 4.3+x0.29°  7.4+0.23° 5.7+0.32° 2.3 (8.6)+0.03%* 2.1 (7.0)+0.04" 10.3+0.3° 8.3+0.4"
ADG, g.day* 96+ 23.6 47+32.1 253#15.2  212420.6 192+14.1 194+19.2 5.4 (225)€.10%* 5.0 (160)+0.13"
BMI, kg.m? 18.4+0.38° 16.6+ 0.49" 16.30.52® 14.5+0.71° 17.9+0.34° 16.5+0.46° 18.4+0.42 17.640.57 19.640.32@ 18.5+0.45"
Density index, g.chh  91.1+1.83° 80.1 2.35" 94.33.21  785#4.36 115.1#£2.76° 96.8+3.75°  126.1+2.81° 110.8+3.81° 141.6+2.78° 124.7+3.89"
Crown rump length, cn49.6+0.63  48.(x 0.80 57.80.68° 54.2+0.92° 64.3+0.71° 58.6+0.97° 68.7+0.78° 63.2+1.06° 72.3+0.91° 67.4+1.27°
Height at withers, cm  40.2259 38.%+0.76 42.@6 055 38.3+0.75° 44.0+0.49° 40.5+0.66° 46.9+0.50° 41.9+0.68° 49.0+0.62° 45.3+0.86°
Abdominal girth, cm  30.68.60° 28.1+0.74°  30.5:0.79  28.9#1.08  35.540.59° 32.2+0.80" 36.3+0.62° 33.5+0.85" 39.1+0.81° 35.8+1.13"
Heart girth, cm 38.34.05 36.6+1.23 39.30.60° 36.2#0.82° 43.7#0.72° 39.3+0.97°  44.7+0.57° 42.2+0.78" 47.2+0.60° 43.7+0.83"
Femoral length, cm 12.6234 12.2+0.45 13.30.17° 12.6+0.23° 14.1+0.15° 13.1+0.21° 15.2+0.21° 14.30.28" 15.60.22° 14.8+0.30"

" BMI = Body Mass Index, ADG = Average Daily GainD& at a given age was calculated as the weightlggtineen the studied age and the previous week.
a b within an age, values with different superscrigiter (P < 0.05);@" ® within an age, values with different superscrifthin brackets® tend to differ from values with

superscript (P < 0.10)

*log transformation
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Male kids. Metabolic parameters. At birth, restricted male kids tended to have lower
glucose concentration® (= 0.09) and had lower NEFA concentrations than COhale
kids (figure 3,P < 0.01). No treatment effect was observed forlinstoncentrations and
leptin concentrations at birth (figure 3). Res&tttmale kids had higher plasma NEFA
concentrations than CONT kids at 1 wk of age (fg8rP = 0.05) but not thereafter. No
treatment effect was observed at 1, 3 and 5 wkgef @ glucose concentrations or on
insulin and leptin concentrations at 5 wk of agguife 3). Glucose concentrations were
higher in twins than in triplets at 1 (5.8 + 0.28ms 4.0 + 0.40 mMP < 0.001) and 3 wk
of age (7.0 £ 0.22 mM vs 6.1 £ 0.30 mWM = 0.04) and insulin concentrations tended to be
higher in twins than in triplets at 5 wk of age %15 22.4 pM vs 86 = 31.0 pM? = 0.07).
There was no interaction between litter size aedtment® >0.10).
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Figure 3: Plasma (a) glucose, (b) NEFA, (c) insalimd (d) leptin concentrations in male
kids born to goats feed-restricted during the tlastl of gestation[{d, n = 15) or to control
dams @, n= 13) at birth and at 1, 3 and 5 wk of age. ¢twatrol goats were fed a TMR ad
libitum for the last third of gestation and the deestricted goats were given the same
TMR but the quantity corresponded to 50% (for 4 wW8Q% (for 1 wk), 70% (for 1 wk)
and 80% (for 2 wk) of the amount given to the cohigoats. Differences between
treatments are shown, T P < 0.1, ¥B.05; ** P<0.01
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Behavioral parameters. No effect of treatment, litter size or interactioetween treatment
and litter size were observed on the percentagenef spent drinking, the amount of milk
drunk and the drinking rate in the drinking test$obe and after an acute stress (all P >
0.10).

Moreover, no treatment effect was observed on kdkling behavior at 5 wk of age in the
home pen: the amount of milk consumed per daytithe spent suckling, the percentage
of efficient suckling time and the mean durationracuckling bout did not differ between
CONT and REST male kids (all P > 0.18, table 4).

No effect of treatment, litter size or interactibetween treatment and litter size were
found on any behavioral parameters measured indfiel arena and novel object tests (all
P > 0.10).

Morphometric and slaughter measurements. No effect of treatment was found on body
weight (figure 4) and on any of the morphometricaseements in the 28 males included
in the experiment between 1 and 5 wk of age. Theegee no significant differences
between CONT and REST kid daily weight gains betwkevk and 5 wk of age (figure 4,
all P > 0.10). Twins remained heavier (P < 0.0&ntkriplets: all body measurements were
greater in twins than in triplets (table 3) at teastil 4 wk of age. Body mass index tended
to be greater at 1 and 4 wk of age (tabld®3; 0.06) and was greater at 2 wk of age
(P=0.02) in twins than in triplets. Density was &g in twins than in triplets at 2 (P <
0.001), 3 (P < 0.001) and 4 (P = 0.002) weeks ef @gble 3). Daily weight gain was
greater in twins than in triplets between 3 andkdofvage (table 3P = 0.04) and between
4 and 5 wk of age (192 + 17.2 g.dsgnd 123 + 22.6 g.ddy respectivelyP = 0.02).

At slaughter, the omental dissected adipose tisedg/weight ratio tended to be higher in
the 10 CONT than in the 10 REST kids (2.0 + 0.1%%941.6 £ 0.15 %P = 0.07). No
differences between CONT and REST kids were fowndHe perirenal dissected adipose
tissue/body weight ratio (1.2 + 0.13 % vs 1.0 £20%, P = 0.25) or for the pericardiac
dissected adipose tissue/body weight ratio (0.13045 % vs 0.12 + 0.014 %, = 0.66).
The total body fat/body weight ratio tended to lghlr in CONT than in REST kids (3.3
+0.23 % vs 2.7 £ 0.23 %, = 0.08). The adrenal/body weight ratio was higheREST
than in CONT kids: left adrenal: (5.2 + 0.19) x*1% vs (4.6 + 0.20) x I8% for REST
and CONT kids, respectivelf?(= 0.05) and right adrenal: (4.7 + 0.17) X0 vs (4.0 +
0.17) x 10°% for REST and CONT kids, respectiveR £ 0.01).

Twins had a greater omental dissected adiposeefissdy weight ratio than triplets (2.1 +
0.13 % vs 1.5 £ 0.16 %R = 0.02) and a higher total body fat/body weiglttordhan
triplets (3.4 £ 0.21 % vs 2.6 £ 0.26 ®= 0.05, respectively).
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Table 4: Suckling activity in the living pen durirgth at 5 wk of age in male kids born to goats fiesstiricted during the last third of
pregnancy or to control goats. The control goateevied a TMR ad libitum for the last third of gdgia and the feed-restricted goats were
given the same TMR but the quantity correspondeslOéh (for 4 wk), 60% (for 1 wk), 70% (for 1 wk) ad®% (for 2 wk) of the amount

given to the control goats.

Item Control (n = 13) Restricted (n = 15) p-value
Time spent with a teat in the mouth (i.e. suckling)n 295 + 3.96 27.7 4.01 0.76
Mean duration of a suckling bout*, s 0.044 (21.7) 04005 0.038 (25.3) H.005 0.39
Percentage of efficient suckling time** 38.1 £ 4.2 0.8 +4.3 0.18
Amount of milk, L/d 1.7 = 01 1.6 0.1 0.71

*1/(x+1) transformation
** Time spent with a teat in the mouth and drinking
Lsmeans (back transformed Lsmeans) + SE are peskent
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Figure 4: (a) body weight and (b) average dailygheigain in male kids born to goats
feed-restricted during the last third of gestatinh n = 15) or to control dam#( n= 13)
from 1 wk until 5 wk of age. The control goats wéed a TMR ad libitum for the last third
of gestation and the feed-restricted goats werengithe same TMR but the quantity
corresponded to 50% (for 4 wk), 60% (for 1 wk), 70 1 wk) and 80% (for 2 wk) of
the amount given to the control goats. No diffeesnwere observed between groups.
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DISCUSSION

In this experiment, half of the goats were feedrieted between 90 d of pregnancy and
parturition. During this experimental period, cahtgoats maintained their body weight
whereas restricted goats lost 8.2% BW on averagareter, the increase in plasma
NEFA concentrations and the decrease in plasmagguconcentrations over the same
period were greater in feed-restricted goats thathe control goats. These data show that
the restriction of 70% compared to the energy edétgrad libitum control goats was
effective in inducing a loss in body weight in tfeed-restricted goats and inducing an
increase in body reserve mobilization comparedawtrol goats. On the basis of these
results we can conclude that the restricted goats wnergy restricted and that the control
goats were close to maintenance (no modificatiomoaly weight, only a slight decrease in
glucose and a smaller increase in NEFA comparetthgorestricted goats). In addition,
some feed-restricted goats became toxemic. Bedadseof toxemic goats could not be
studied and the health of the pregnant animals cgagpromised due to toxemia (Rook,
2000), the feed restriction was less severe atitldeof gestation.

However, the treatment was effective because sonosgphumetric and metabolic
modifications were observed in kids. The birth vireigf kids from triplet and twin litters
was reduced in males born to feed-restricted gadais. reduction in birth weight has been
already observed in male and female lambs (Korigtilal., 1981; Oliver et al., 2001;
Borwick et al., 2003; Husted et al., 2007) and ialenand female goat kids in one study
(Bajhau and Kennedy, 1990) but not in two othersgiKet al., 2005; Celi et al., 2008). In
the present experiment kid morphology was slightfijuenced by maternal undernutrition
during pregnancy but only at birth: the reductiarkid birth weight was associated with
reduced abdominal girth and a trend for a reduahddMI and density index. Oliver et al.
(2001) found a reduction in birth weight associatgtth a reduction in crown-rump length
and hock to toe length in lambs born to 20 dayrictstl ewes in late-pregnancy. Three
months later, crown-rump length was shorter in sydern to 20 day-restricted ewes.
Thereafter and until 1 year after birth, no diffezes were found for any measurements. In
the present experiment, no treatment effect wagrebd on male kid body weight and
morphometric measurements from 1 to 5 wk aftenblHowever, REST male kids caught-
up their lower birth weight during the first weelea birth.

Morphometric parameters were influenced by litizestriplets were lighter and smaller at
birth and remained lighter and smaller than twinslb wk of age. Metabolism was also
influenced by litter size: glucose concentratioresevgreater in twins at 1 and 3 wk of age
and insulin concentrations tended to be greateawins 5 wk after birth. At slaughter,
twins had a greater total body fat/body weightorahan triplets. Even if most of the
studies in sheep mainly compared single and twires same trend was always observed:
the bigger the litter size, the lighter the offsigri Twin fetuses, regardless of maternal
nutrition during pregnancy, were lighter and smatlean single fetuses (Edwards et al.,
2005; Rumball et al., 2008) and single lambs hagtemter percentage of body fat and
greater insulin concentrations than twins (Muhlhaust al., 2008). Rumball et al. (2008)

131



CHAPITRE 3

found decreased food intake and lower glucose cdrate@ns in late pregnancy in twin

bearing ewes compared to single bearing ewes. listody, there was no effect of litter

size on glucose concentrations but the NEFA comagoh differences between the

beginning and the end of feed restriction were tgrei feed restricted goats. Moreover,
weight loss during the feed restriction period vidgher in twin bearing goats than in

single bearing goats. It is therefore importantaice into account litter size, even between
two and three kids per litter, when studying kidtabelism and development. However,
Mulhausler et al. (2008) suggested that body wergkiter than litter size per se may
influence growth and body composition. Several issicchowed relationships between
birth weight and pathologies. A very low birth wieichas been shown to impair growth
and metabolism in humans (Rosenberg, 2008), si@ésgeiiwood et al., 1998) and pigs
(Attig et al., 2008). Offspring with a very low birweight are considered as intra-uterine
growth retarded animals (Anthony et al., 2003). ideer, in the work presented here,
maternal feed restriction reduced birth weight e tmale offspring but did not elicit

growth retardation.

At birth, plasma NEFA concentrations were lower ghecose concentrations tended to be
lower in male and female kids born to feed-restdotiams compared to male and female
kids born to control dams. However, at 1 wk of &§EFA concentrations were higher in
kids born to feed-restricted dams than in kids lioroontrol dams. In contrast to Celi et al.
(2008) who found higher NEFA concentrations fromttbto 5 wk of age in kids born to
underfed goats, our results suggest that kids borieed-restricted dams mobilized less
adipose tissue reserves than kids born to conémisdat birth, but mobilized more at 1 wk
of age. No treatment effect was observed on insarioh leptin concentrations at birth and
at 5 wk of age as well as on glucose concentraframs 1 to 5 wk after birth.

Despite the fact that the difference in body weilght only observed at birth, the omental
dissected adipose tissue/body weight ratio wascestiand the adrenal/body weight ratio
was greater in kids born to feed-restricted danas tim kids born to control dams six
weeks after birth. In kids born to late-pregnantrgssed goats (transportation), a higher
medulla weight and greater phenylethanolamine Naghetransferase activity were
observed in adrenals, suggesting an over-reactwitthe sympatho-adrenomedullary
system (Duvaux-Ponter et al.,, 2003). In rats barnldte-pregnancy stressed dams
(handling and saline injection), an increase ireadl weight and in basal corticosterone
concentration was observed (Ward et al., 2000),re@d®ein another study an increase in
basal corticosterone concentrations but a decliaasgrenal weight were found (Fameli et
al., 1994). This difference in adrenal weight cobtrelated to the difference in omental
dissected adipose tissue mass. Glucocorticoidscatetholamines are involved in fat
mobilization (Brockman and Laarveld, 1986). Therdase in omental dissected adipose
tissue mass in REST kids could be due to a diffsxem adrenal function. Further
investigation on the adrenal anatomy of kids borfeed-restricted dam is necessary.

In kids, food intake is highly correlated to bodgight (Bas et al., 1985). A study in sheep
showed that lambs born to feed restricted dams Wgneer and drunk less milk replacer
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than control lambs (Geraseev et al., 2006). Thaaasthypothesized that lambs born to
feed restricted dams ate less because of a rediigedtive tract size. Differences in
feeding behavior may not have be seen in our exgeri because the differences in body
weight and therefore in the digestive tract werelamge enough and disappeared rapidly
after birth. Even if digestive tract size may bkndting factor for feed intake, intake does
not only depend on body weight. Changes in feetielgavior and emotional reactivity
were expected in the offspring after maternal tiotral restriction in late-gestation. The
maturation and activation of the hypothalamo-pétyitadrenal axis occurs in late-
pregnancy in sheep (Matthews and Challis, 1996 Mhippothalamus is an important
regulator of feed intake (Della-Fera and Baile,4)3&nd is involved in responses to stress
(Hargreaves, 1990). Studies have shown in utergranoming of both thirst and feeding
behavior in rats (Ross and Nijland, 1998; Langlewts et al., 2005) and of emotional
reactivity in sheep (Erhard et al., 2004). HoweViee weeks after birth, no modification
in suckling behavior or emotional reactivity duefé®d restriction during gestation was
observed. This could be due to several reasorglyriundernutrition during the last third
of pregnancy may not modify emotional and feedimdpdvior of goat kids. Studies in
sheep and goats feed-restricted in early pregnahoywed no modification in offspring
reactivity up until 5 months of age (Hernandez ket 2009; Simitzis et al., 2009).
Modifications in offspring born to late-pregnanagetl restricted dams have never been
investigated. The effects of undernutrition durgegtation on the offspring may, however,
only be observed in adults: Erhard et al. (2004nsdd an increase in emotional reactivity
in 18-month old lambs born to early-pregnancy ufeterewes. Moreover, in rodents,
protein restriction during pregnancy and/or lactatimodified intake behavior of the
offspring after weaning and in adult life (Bellimget al., 2004; Bellinger and Langley-
Evans, 2005; Bellinger et al., 2006; Orozco-Sdiiale 2009). In Ehrard’s study, however,
restriction was performed during early-pregnancihe Teffects on offspring emotional
reactivity may not be the same depending on thenginof feed-restriction, as already
observed for metabolism and physiology. Maternaleunutrition in early-pregnancy in
humans and animal models leads to an increase tamiahrblood pressure whereas
undernutrition in late-pregnancy leads to insudisistance and obesity problems (Symonds
et al., 2009).

Secondly, the postnatal environment imposed in pihesent study may not favor
maintenance of metabolic or behavioral differenibesveen restricted and control kids.
Suckling behavior in maternally fed lambs and kislsnfluenced by body weight, age,
breed, litter size, and dam experience, conditinod behavior (Ewbank, 1967; Festa-
Bianchet, 1988; 1996; Dwyer et al., 2003). Feedrict®n during pregnancy can affect
maternal behavior (Terrazas et al., 2009) and pritkluction (Celi et al., 2008; Tygesen et
al., 2008). Metabolic and behavioral modificatiastsserved in kids or lambs reared by
their mothers may therefore be due to impaired matebehavior and milk production.

Here, in artificially reared kids, the dam was moésent. If some modifications were
observed in kids born to restricted dams in thigeexnent, it would result directly from

the maternal feed restriction during late pregnaacg not from impaired maternal
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behavior and milk production. There can be socwtiltation which leads to a

synchronization of behaviors in the rearing penshasvn for feeding and resting behavior
in pigs (Nielsen et al., 1996), sheep (Rook anchiPgy 1991) and cattle (Benham, 1982).
Some authors also reported in pigs a desire teigailtaneously with peers when the
animal was observed in a social context (Hsia ammbdGush, 1984). Nielsen et al.
(1996) showed that when groups of pigs had acaesaulti-space troughs, these pigs
preferred feeding at the same time as, and adjaognther pigs which were eating. The
synchronization of kid activities may have hid,itifexisted, the effect of maternal feed
restriction.

In conclusion, maternal nutrition affected kid netism and morphology at birth but
these effects did not persist during the next 5 Wwkaddition, kid emotional reactivity as
well as suckling behavior at 3 and 5 wk of age was$ affected by maternal feed
restriction. However, there might be an effect cdtennal feed restriction on adrenal
weight and function. Nevertheless, the effects ratatively small at a young age and
experiments need to be carried out for longer plerim study the effects at adult age of
maternal feed restriction.
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CHAPITRE 4

EFFECTS OF MATERNAL FEED RESTRICTION DURING PREGNANCY
ON FEMALE AND MALE GOAT KID MORPHOLOGY, METABOLISM
AND BEHAVIOR AROUND WEANING

CONSEQUENCES D’UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE PENDANT LA GESTATION SUR LA
MORPHOLOGIE, LE METABOLISME ET LE COMPORTEMENT DES CHEVREAUX MALES ET
FEMELLES AUTOUR DU SEVRAGE
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CONSEQUENCES D’UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE PENDANT LA GESTATION SUR LA
MORPHOLOGIE, LE METABOLISME ET LE COMPORTEMENT DES CHEVREAUX MALES ET
FEMELLES AUTOUR DU SEVRAGE

La fin de gestation est une période critique chez les ruminants, qui sont généralement en
bilan énergétique négatif. Plusieurs études ont montré un effet différentiel d’une
restriction alimentaire en gestation suivant le sexe de la progéniture. La progéniture peut
de plus se trouver face a des stress nutritionnels aprés la naissance, en particulier au
moment du sevrage.

Objectifs

Etudier les conséquences d’une restriction alimentaire en fin de gestation sur la
croissance, le métabolisme énergétique et le comportement en fonction du sexe de la
progéniture.

Etudier les conséquences d’une restriction alimentaire maternelle a une période
d’importants changements physiologiques et comportementaux telle que la période du
sevrage.

Matériels et méthodes

Cinquante-six chevres multipares ont été réparties en 2 groupes, témoin et restreint en
équilibrant la race, le poids vif, I'état corporel et le pére des chevreaux. Les chévres
témoins étaient nourries ad libitum (5% de refus) avec une ration compléte. Entre 104
jours de gestation et la mise-bas, les chevres restreintes ont recu 50% de la quantité
distribuée aux chévres témoins la semaine précédente et de la paille a volonté. Des
pesées et des prises de sang ont été effectuées afin d’évaluer le niveau de restriction chez
les chévres restreintes.

A la naissance, 50 chevreaux (13 femelles et 12 males issus de chévres témoins, et 14
femelles et 11 males issus de chevres restreintes) de portées doubles et triples ont été

éme

gardés. Les animaux ont été séparés de leur mere a la naissance. Entre le 577 jour et la

5°™¢ semaine, tous les animaux ont été mélangés dans 4 enclos expérimentaux. Les

chevreaux ont ensuite été répartis dans 2 enclos pour le sevrage effectué a 8 semaines.

Mesures morphométriques, poids et abattage. Le poids des animaux a été suivi toutes les
semaines de la naissance a 10 semaines. Des mesures morphométriques ont été
effectuées a la naissance, puis tous les 15 jours entre 1 et 9 semaines. La densité
(poids/longueur vertex-queue) et le GMQ ont été calculés. A 10 semaines, la composition
corporelle de 36 chevreaux a été estimée par absorptiométrie (DXA). Puis, 10 males nés
de chévres restreintes et 10 males témoins ont été disséqués pour peser leur tissu
adipeux.
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Mesures physiologiques. Les concentrations en glucose et AGNE ont été dosées a la
naissance et a 1, 3, 5, 7 et 9 semaines. Les concentrations de leptine et insuline ont été
dosées a la naissance et 9 semaines. La température rectale a été prise avant les prises de
sang. La température et I'"humidité de la piece ont également été notées pour calculer
I'index température-humidité (THI).

Comportement. Le comportement alimentaire en enclos d’élevage a été analysé a I'age de
2 semaines sur 24h. Le budget-temps sur 24h a été étudié a 9 semaines, apres le sevrage.

Résultats

Les chévres restreintes dont les chevreaux ont été gardés ont perdu 9,8% de poids
pendant la période de traitement contre 0,5% pour les témoins. Elles ont également
perdu de I'état corporel et leurs concentrations en AGNE ont été plus élevées et leur
glycémie plus faible que les témoins pendant cette période.

Le poids et la densité des chevreaux issus des chévres restreintes en gestation étaient
plus faibles a la naissance par rapport aux chevreaux issus des chévres témoins et
tendaient a étre plus faibles une semaine plus tard. Dans les semaines suivantes aucune
différence n’a été observée entre les chevreaux issus des chevres restreintes et témoins
sur la croissance. Les quantités de tissu adipeux total et de tissu adipeux abdominal des
chevreaux issus de chevres restreintes, estimées par absorptiométrie, tendaient a étre
plus faibles que chez les témoins. Ce résultat n’a pas été retrouvé chez les males
disséqués.

La concentration en insuline a eu tendance a étre augmentée et la température rectale a

été augmentée a 9 semaines chez les chevreaux issus des chévres restreintes.

Aucune différence n’a été observée sur le comportement alimentaire a 2 semaines et sur
le budget-temps a 9 semaines, entre les chevreaux issus de chevres restreintes et
témoins.

Aucune interaction entre le traitement et le sexe n’a été observée pour les mesures de
croissance, physiologiques et comportementales.

Discussion et conclusion

Les résultats zootechniques et métaboliques obtenus chez les chevres confirment la
présence d’une restriction alimentaire effective pendant le dernier tiers de la gestation.

La restriction alimentaire maternelle pendant la gestation n’a eu qu’un effet limité sur la
morphologie et le métabolisme des chevreaux.

La quantité de tissu adipeux a eu tendance a étre plus faible chez les chevreaux issus de

chevres restreintes apres le sevrage.
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La tendance pour une insulinémie plus élevée chez les chevreaux sevrés issus des chévres
restreintes est cohérente avec l'insulino-résistance observée chez des agneaux issus de
meres restreintes en fin de gestation. Cependant ce résultat reste a confirmer.

La restriction alimentaire maternelle pendant la gestation n’a eu aucun effet sur le
comportement alimentaire. Il est probable que les effets de la restriction sur le
comportement apparaissent surtout a I’age adulte.

L'effet différentiel d’une restriction alimentaire en gestation suivant le sexe de la
progéniture n’a pas été confirmé dans cette étude pour des animaux de moins de 3 mois.
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EFFECTS OF MATERNAL FEEDING RESTRICTION DURING PREANCY ON
FEMALE AND MALE GOAT KID MORPHOLOGY, METABOLISM AND
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ABSTRACT

The first objective of this experiment was to invgste the effects of maternal feed
restriction in late pregnancy on kid morphology,tab®lism and behaviour according to
the sex of the offspring. The second objective wagocus on the weaning period, a
challenging period for ruminants. Twenty-eight goatere feed restricted during the last
third of pregnancy and 28 goats were fed a TadRibitum. At birth, only kids from twin
and triplet litters were studied (n = 25 kids b&orcontrol damsG@ONT), among them 14
females and 11 males, and n = 25 born to restrideads REST), 13 females and 12
males) and were monitored until 10 wk of age. Kidsn to restricted goats were lighter at
birth (P = 0.007) and had a lower density ind€x<0.001) than kids born to control goats.
These differences tended to persist until 1 wkge & = 0.09 for both live weight and
density index) and disappeared thereafter. No riffees in morphometric measurements
were found between CONT and REST kids but REST tadded to have less total body
fat and less abdominal fat than CONT kids at 10 ofkage P = 0.09 andP = 0.08
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respectively). Insulin concentrations tended tdigher P = 0.09) and rectal temperature
was increased?(= 0.02) in REST kids compared to CONT kids at 9aflage, possibly
suggesting a modification on thermogenesis. No fizadion in kid behaviour was
observed as a result of maternal feed restrictidate pregnancy. This study confirms that
the effects of maternal restriction on the offsgrdepend on age and physiological status
(before vs after weaning). In any case, the hymihef a differential effect of feed
restriction during pregnancy depending on the dethe offspring was not confirmed for

kids before puberty.

Key words: feeding behavior, fetal programming, goat, materfeeed restriction,

metabolism

INTRODUCTION

Maternal feed restriction in late pregnancy hasnbessociated with insulin
resistance and increased adiposity in humans amdatn (Sinclair and Singh, 2007,
Symondset al., 2007). One mechanism proposed to explain thigraraming is an over-
exposure to glucocorticoids (Lapoeeal., submitted). Owert al. (2005) reviewed HPA
axis programming and reported that glucocorticoidosure during pregnancy altered the
way the HPA axis functioned in the offspring in exslependant manner (Owehal.,
2005). Moreover, several studies, mostly performmeadents, show differential effects of
maternal feed restriction on offspring accordingthe sex of the offspring. In sheep,
maternal feed restriction in early pregnancy imgéiemotional reactivity in both sexes but
only male lambs had impaired cognitive flexibilgrhardet al., 2004). In rats altered
cardiovascular function has been reported in rats o dietary restricted dams but this
effect was more pronounced in males than in fem@eskiet al., 2001, Wood<t al.,
2005). Several studies in rats reported differémtfii@cts of maternal dietary restriction on
male and female offspring appetite, physiology aretabolism, depending on the period
and duration of maternal feed restriction (Bellingeal., 2004, Bellinger and Langley-
Evans, 2005, Bellingest al., 2006).

Late pregnancy is a critical period in ruminantpeially dairy ruminants. Indeed,
this is the main period for fetal growth and energguirements are very high (INRA,
2007). Because of the growing volume of the utemuisien capacity is reduced especially
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in multiple pregnancies, resulting in a negativeergy balance and body reserve
mobilization (Morand Fehr and Sauvant, 1988). Und#ition can be more severe when
the animals are reared in groups because food supmiven according to the average
requirements for the group (Chilliaatlal., 1998) and because of the hierarchy existing in
herds (Conwat al., 1996). Animals positioned at or near the tophef hierarchical herd
structure have access to the feeding trough inriri@and may prevent low ranking
animals from eating (Conwag al., 1996).

Offspring performance can also be affected. Mateiged restriction during late
pregnancy can affect offspring survival by modifyigigour (Terrazagt al., 2009) and
birth weight (Oliveret al., 2001, Borwicket al., 2003, Hustedt al., 2007, Laporte-Broux
et al., submitted-b). Growth can be altered thereaftars(edet al., 2007, Tygesest al.,
2007). Ashworthet al. (2009) recently reviewed the effects of matermaddf restriction
during mid- to late-pregnancy on animal productiand reported impaired wool
production in sheep born to ewes feed restricteahioh to late- pregnancy. Other studies
in small ruminants showed that maternal feed &g&in in late-pregnancy can modify
glucose and insulin metabolism (Gardeeal., 2005, Husteat al., 2007), HPA axis and
cardiovascular function (Bloomfieldt al., 2003) and behavior (Terrazas al., 2009,
Laporte-Brouxet al., submitted-a).

Our previous results showed no effect of matere@dlfrestriction in late-pregnancy
on male kid feeding behavior until five weeks atbeth (Laporte-Brouxet al., submitted-
b). However, differences were found on male kid photogy at birth and adiposity at 6
wk of age. While the short-term effects of materfe¢d restriction have been little
investigated (Celet al., 2008, Tygesest al., 2008), most studies concentrate on long-term
effects of maternal feed restriction (Bloomfietdal., 2003, Borwicket al., 2003, Erhardt
al., 2004, Gardneet al., 2005, Cleakt al., 2007). Weaning, however, is a critical period
for ruminants with significant modifications in tes of behavior, metabolism and
physiology. Important changes in rumen and guthepd structures, digestive tract growth
and liver metabolism are observed at weaning becafighe transition from a single-
stomached state to a ruminant one (Baldgtial., 2004). Moreover, the weaning-induced
stress may exacerbate differences between kids tbofeed restricted dams and control
kids.

The first objective of this study was to investdhe effects of maternal feed
restriction in late-pregnancy on kid morphology tatlism and behaviour in the neonatal
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period according to the sex of the offspring. Tkeeosid objective was to focus on the

weaning period, a physiological challenging pefi@druminants.

MATERIALS AND METHODS

Animals and procedures

Goats. The present study was carried out according to derdegislation on animal
experimentation (code rural: articles R 214-87 @14&R94) in line with the European
Convention for the Protection of Vertebrates usadBxperimental and other Scientific
Purposes (European Directive 86/609). The sciemistharge of the experiments was
licensed to perform experiments on animals andsta# who applied the experimental
procedures had attended a special course approuvbe -rench Ministry of Agriculture.
Fifty-six multiparous Saanen and Alpine dairy goa&se synchronized prior to mating in
order to give birth within a period of 10 days. éte hundred days post-IA, they were
divided into two groups (control and feed-restmaijteGroups were balanced for live weight
(LW), body condition score (BCS), kid sire and late@/ithin each of these groups, two
subgroups were made on the basis of LW (14 heaaisgnd 14 light goats in each group)
in order to reduce aggression between light anghhesstricted goats at the feeding trough
and to better adjust the amount of feed to bodyglatei

Both control subgroups were featl libitum a Total Mixed Ration (TMR) allowing
minimum 5% orts. The light control subgroup (68 .#4 &g LW) was pair-fed to the light
restricted subgroup (67 £ 6.1 kg LW), and the heeaamntrol subgroup (84 £+ 8.0 kg LW)
was pair-fed to the heavy restricted subgroup ($49tkg LW). The amount of feed given
to the restricted subgroup was calculated fromamm®unt of feed given to the control
subgroup the previous week. The amount of food myite@ the restricted group was
decreased in 3 days to reach 50% of the amouwioaf given to the control group between
d104 and parturition.

Feed was offered twice daily at 0700 h and 1400Tte feed-restricted goats were
restrained in a neck-lock for 30 min during feediagavoid competition at the trough and
to make sure that all goats were able to eat. Alugs had free access to water and salt
licks. The feed-restricted goats received barlegvst(net energy: 3.1 MJ.KgDM; PDI
(true protein digested in the small intestine):g24g* DM and 880 g.kg DM) ad libitum
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after feeding to reduce as much as possible thehpsygical stress due to feed restriction
(Mason, 1971). After parturition, all goats werd &l libitum.
The composition of the TMR was modified in the lasteks of gestation to take into
account the proportionally faster increase in protequirements compared to energy
(table 1) Propylene glycol (Propypaitwas added to the TMR (40 g/goat/d) to avoid
pregnancy toxemia which can occur in situationgeefl restriction (Rook, 2000) and can
result in death.

Among the 56 goats, 1 control goat became toxemétvaas therefore removed
from the experiment. The 55 remaining goats gavih o single (n = 3), twin (n = 32),
triplet (n = 17) and quadruplet (n = 3) litters. IPthe kids from twin and triplet litters
were kept and therefore goat data are presentgdfonithe 41 goats whose kids were
included in the study. Live weight and plasma ghec@nd NEFA concentrations were
measured weekly and BCS every other week from thekvbefore the beginning of the
restriction period to parturition. The quantity fekd ingested by the goats was estimated
by the quantity of feed given to each subgroupddigti by the number of goats. Gestation
length and weight loss between the week beforddgenning of the feed restriction period
(93 days of pregnancy) and 24h after parturitionewsalculated.

Table 1: Composition and proximate analysis offtb&al Mixed Ration given to pregnant
goats between d100 post-IA and parturition.

gestating age (d post-IA) 100 129 137
composition (% as fed):

Sugar-beet pulp 35 35 33
Grass hay 30 25 22
Lucerne hay 29 29 29
Protein concentrate 5 10 15
Mineral and vitamin mix 1 1 1

Nutrients (/kg dry matter):

Net energy (MJ) 5.5 5.6 5.7
PDI (g) 75 77 80

Kids. Only kids from twin and triplet litters were studi limit the litter size effect and a

maximum of one male and one female per litter weyst.kAt birth, 25 kids born to 20
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control goats (CONT) and 25 kids born to 21 feestrreted goats (REST) were studied.
Breed, sex and litter size were balanced betweeNTC&hd REST kids (table 2). At birth,
kids were immediately removed from their dam andtagged. Two meals of good quality
pooled colostrum were givead libitum on the first day and a 15% diluted milk replacer
(23.5% protein, 24% fat, 7% ash, 0.3% cellulos€0B0IU.kg" vitamin A, 2000 1U.kg
vitamin D3, 85 mg.kg vitamin E, 10 mg.kg vitamin B1, 11.5 mg.Kg vitamin K3 and
750 mg.kg" vitamin C)ad libitum the following days. On the fifth day, a maximumoofe
male and one female per litter (n = 25 kids borrdatrol goats and n = 25 kids born to
restricted goats) were identified with paint braradsl placed according to their breed
(Alpine or Saanen) and date of birth in one of gegimental pens (2 x 2.5 m). In each pen,
kids were mixed in order to equilibrate the breed @he treatment, and to have a
maximum of 5 days between the youngest and thesokii@. In each pen, the kids had 24-
h access to two individual stalls equipped with teet each where they could drink milk
replacerad libitum through an automatic milk feeder.

A camera was placed above each pen and linkeditoealapse video recorder to
allow 24-h recording of suckling activity. A neadght (36 W) was fitted to the ceiling and
was switched on 24h/24 to allow behavior to be méeo during the night. The intensity of
the light was weak in order not to disturb kid baba

At 6 wk of age, kids were placed into two experitaémpens depending on their
weight in order to homogenize LW for weaning. Thenter of CONT and REST kids
was balanced in each group. Each group was hoosedtraw bedded pen (2.2 m x 3 m),
had free access to water, to milk replacer throaghrautomatic milk feeder and to hay.
Kids were weaned on average at 8 wk of age whek meydlacer was removed. As in their
previous pen, a camera and a neon light allowel &tording of kid activity.

Table 2: Sex and breed repartition of 25 kids or80 control goats (CONT) and 25 kids
born to 21 feed restricted goats (REST). The cogimmup was fed a TMRd libitum for
the last third of gestation and the feed restrigezlp was given the same TMR but the
quantity corresponded to 50% of the amount givethéocontrol group.

Breed
sex Saanen Alpine TOTAL
F 7 7 14
REST
M 7 4 11
Total REST 14 11 25
F 6 7 13
CONT M 6 6 12
Total CONT 12 13 25
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Several kids died for unknown reasons. One RESTé&atemale died at 8 days of
age and another at 6 wk of age. One REST Alpinerdedd at 8 wk of age. One REST
Alpine female was excluded because of a healthlgnmolat 6 wk of age. For practical
reasons, only twenty males were slaughtered atKLofvage (10 REST and 10 CONT).
They were chosen in order to balance treatment kapdd and to have the smallest

difference in age between the youngest and thesokile.

Live weight and morphometric measurements

Live weight was recorded at birth and every theeptiveek until 10 wk of age.
Crown-rump length (distance between crown and sacaygeal joint), height at withers,
heart girth (taken just behind the forelimbs), abdwl girth (circumference of the
abdominal cavity taken just in front of the hindtis) and femoral length were measured
with a flexible tape on standing kids at birth anakry other week before feeding until 10
wk of age. Density index (weight/crown-rump lengitg.cni?) as used in swine (Johnson
and Nugent, 2003) and average daily weight gaiodylweight,k x+1 — body weighty x) /

7 days) were calculated.

Organ weight and body composition

At 10 wk of age, after 12h of fasting, body compiosi was assessed with a
densitometer, dual-energy X-ray absorptiometry @rubXA, GE Healthcare, Aulnay sous
Bois, France). Due to technical problems, only 86 K17 REST and 19 CONT) were
analyzed for body composition. Sixteen kids weres#imetized for the examination with a
thiopental solution (Nesdonal, 0.015 g.kg LW-1)nT@€ONT and 10 REST males were
euthanatized (doléthal, 15 mL per kid) and immedijaexamined using the Lunar DXA
prior to subsequent dissection. The examination muastwice for each kid. Lean tissue
weight, adipose tissue weight and bone weight waleulated for total body, thoracic and
abdominal regions. The weight of the adipose tigpegirenal, pericardiac and omental
deposits) was recorded at post-mortem in the 28ae@atized kids. Adipose tissue weights
are presented as organ or tissue weight / LW (&&o The total body fat / LW ratio (TBF
/ LW) was calculated as the sum of the 3 adipossudéis divided by live weight.
Abdominal fat / LW ratio (AF / LW) was calculated perirenal added to omental depot,

divided by live weight. Ratios between adiposeutssieight assessed by dissection and
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adipose tissue weight assessed by densitometry eadcalated for the 20 males which

were dissected.

Behavioral measurements

All video files were encoded and analyzed using Dteserve? 5.0 Software
System for Behavioral Research (Noldus Informatitechnology, Wageningen, The
Netherlands). Suckling activity was videotaped agi24h in the home pen at 2 wk of age.
A suckling bout was defined as the time spent whih teat in the mouth. When the kid
released the teat, the bout ended. Total time spightthe teat in the mouth and mean
duration of a suckling bout were measured for éath

Time-budget during 24h was assessed on 9-wk olg, kide week after weaning.
Due to coat colour, it was difficult to identifye@bAlpine kids. Therefore, only the white
Saanen kids were individually identified by greeainp marks and their behaviour
observed (CONT, n=13 and REST, n=11). The time tspating, drinking, standing
(immobile with 4 legs on the floor), lying (bodysteng on the floor), walking and playing

(climbing and butting) were calculated for each kid

Physiological measurements

Blood samples (10 mL) were collected into hepaadiztubes by jugular
venipuncture within an hour after birth (beforeasitum feeding) and after 12h of fasting
at 1, 3, 5, 7 and 9 wk of age. They were immedyatehtrifuged at 3000 g for 10 min at
4°C. Plasma was stored at -20°C until analysis.

Immediately after birth and at 1, 3, 5 and 9 wlagé, at 0700h in the morning, the
rectal temperature of each kid was measured bditwed sampling using a digital
thermometer. Room temperature and humidity were adsorded so as to calculate the
temperature-humidity index (THI) defined as follows
THI =db °C - {(0.31 - 0.31 RH)(db °C - 14.4)}
where db °C is the dry bulb temperature (°C) andifthe relative humidity (RH%)/100.
The values obtained are indicative of the following2.2 = absence of heat stress; 22.2 to
<23.3 = moderate heat stress: 23.3 to <25.6 = sdveat stress and 25.6 and above =
extreme severe heat stress (Mataal., 2007). In the present experiment, there was no
heat stress as THI remained between 5 and 13. HoW@¥l was taken into account in the
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statistical analysis with three classes: 1 (5 < €H1), 2 (8 < THI < 10) and 3 (11 < THI <
13).

Hormonal assays

Leptin and insulin concentrations were measuredidh and at 9 wk of age.
Plasma concentrations of leptin were quantifiedne single assay using double-antibody
leptin radioimmunoassay procedures described byavaed et al. (2000) with some
modifications. Leptin antiserum (Ab 7137) was ddit1:2200 in assay buffer with 1%
normal rabbit serum. Both standard and sample twae incubated for 24h at room
temperature (RT) with 50 pL of antiserum (finalutiibn: 1:17600 in 400 pL). The
sensitivity of the assay was 1 ng/mL and intrasass@fficient was 4%.

Insulin concentrations were determined in one siragsay using a RIA rat insulin
kit (Millipore, Molsheim, France; 100% of specifigifor sheep insulin). Assay sensitivity
was 0.1 ng/mL. Intra-assay coefficient was 9.7%.

Glucose and non esterified fatty acid (NEFA) comions were measured at
birth and at 1, 3, 5, 7 and 9 wk of age. A CobasaM8 (La Roche & Co., Diagnostics
Division, Basle, Switzerland) was used to measuasrnpa glucose (hexokinase reaction)
and plasma NEFA (NEFA C, ACS-ACOD Method). The antissay coefficients were 2%
and 1% for glucose and NEFA respectively. The tatgay coefficients were 8.7% and

3.4% for glucose and NEFA respectively.

Statistical analysis

All data were analyzed using the MIXED model pragedof Statistical Analysis
Systems Institute (SAS.
For the goats, the following model was used:
Yi =+ T +W+TWj +¢
where U represents the overall meanh@ fixed effect of the treatmenfcontrol and feed
restricted), Wthe fixed effect of time (i.e. weeks), TWhe interaction ang, the residual
error. Litter weight was used as a covariable. gaat weight loss during the restriction
period and gestation length, only the fixed eftg#fdhe treatment was taken into account.
For kid birth data, the following models was used:
Yikm =K+ T+ L+ Bc+S+TLj+ TS + D + €ijkim
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where [ represents the overall meanhd fixed effect of the treatment (CONT and REST)
i, Lj the fixed effect of litter size(twins or triplet), B the fixed effect of breed(Alpine or
Saanen), Sthe fixed effect of sex (male or female), T| and TS represents the
interactions between treatment and litter size sexi respectively. B represents the
random effect of the dam &ijjum andsijumo are the residual errors.

For the variables measured after birth, the samdeinwas used with the fixed
effect of the living pen (1, 2, 3 or 4) added to it. THI (classes 1, 2 pwas added as a
fixed effect for rectal temperature measurement.

For slaughter measurements, because only malessivetied, the sex effect &nd
the interaction TSwere removed from the model.
For behavioral parameters, the following model wsed:
Yigm =L +T+S+F+ TS + gjum
where [ represents the overall meanhd fixed effect of the treatment (CONT and REST)
i, § the fixed effect of sex (male or female), Pthe fixed effect of living pen and FS
represents the interactions between treatment ardegm and gjumo are the residual
errors. Body weight was added as a covariable bEbavioral parameters at 2 wk of age
only, the random effect of the dam was added.

Log, square root and inverse transformations weesl when the assumptions of
homogeneity of variance and normal distributiontlod residuals were not verified. All
data are presented as least square means (Isnteatem)dard errors (SE) except when

otherwise stated.

RESULTS
Goats

During the feed restriction period, light and hedegd-restricted goats consumed
on average 1.4 and 1.5 kg DM/d of TMR respectiwelyle light and heavy control goats
consumed 2.4 and 2.6 kg DM/d. Straw consumption estsnated as 0.4 kg DM/d.
Restricted dams were therefore provided with arodé@d% of the energy given to the
control goats between 100 d of gestation and paduor

No difference was found between the 20 controlthed?1 feed restricted dams for
gestation length (151 + 0.4 d for both groups).tReed dams remained lighter than
control goats during the whole feed-restrictionipefigure 1,P < 0.001). Moreover, they
lost more weight (-7.2 + 1.1 kg, about 9.8% LW)viben the week before the beginning
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of the feed restriction period (93 days of pregyarand 24h after parturition compared to
control dams (-0.4 £ 1.03 kg, about 0.5% LRk 0.001). Three weeks after the beginning
of feed restriction, BCS decreased in restrictedtgj@nd remained lower than control
goats until parturition (figure 2 < 0.001).
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Figure 1: Live weight in control (n = 2®) and feed restricted dams (n = 29, from the
beginning of the restriction period (week 0 or dljffst-IA) to parturition (week 7).
Control dams were fed a TMB&I libitum and feed restricted dams were given the same
TMR but only 50% of the amount given to the contdams. Differences between
treatments are shown, P < 0.01 and **P < 0.001.
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Figure 2: BCS in control (n = 2®) and feed restricted dams (n = Zf), from the week
before the restriction period (week -1 or d93 dégtto parturition (week 7). Control dams
were fed a TMRad libitum and feed restricted dams were given the same TMPhly
50% of the amount given to the control dams. Déifees between treatments are shown,
** P <0.01 and ***P < 0.001.
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Plasma glucose and NEFA concentrations did noediffefore feed restriction
between control and feed restricted dams (P>0Gldcose concentrations remained lower
and NEFA concentrations remained higher in feetrictsd dams than in control dams
during the whole feed restriction period (figureaBd 4). Litter weight, taken as a

covariable, influenced plasma gluco8e<0.001) and NEFA concentratior? £ 0.006).
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Figure 3: Plasma glucose concentration in contrai 21,®) and feed restricted dams (n =
20, 0) from the beginning of the restriction perifwleek 0 or d100 post-l1A) to parturition

(week 7). Control dams were fed a TMR libitum and feed restricted dams were given
the same TMR but only 50% of the amount given totd dams. Differences between
treatments are shown, P < 0.01 and ***P < 0.001.
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Figure 4: Plasma NEFA concentration in cont®) and feed restricted dams)(from the
beginning of the restriction period (week 0 or dljffst-1A) to parturition (week 7).
Control dams were fed a TM& libitum and restricted dams were given the same TMR
but only 50% of the amount given to control dam#feences between treatments are
shown, **P < 0.01 and ***P < 0.001.
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Kids
Live weight and morphometric measurements

Birth weight was lower in REST kids than in CONT&i(4.0 £ 0.11 kg and 4.5 £
0.10 kg,P = 0.007) and tended to be lower at 1 wk of ageé £40.16 kg and 5.1 + 0.15 kg,

P = 0.09, figure 5) but not thereafter. Males weea\her than females at birth (4.5 + 0.11
and 4.1 £ 0.10P = 0.02). No interaction between sex and treatmastobserved.

Density index was lower in REST than in CONT kidsbath (9.0 + 0.19 kg.
and 10.0 + 0.18 kg.threspectivelyP < 0.001), higher in males than in females (10.0 +
0.19 kg.ntand 9.0 + 0.17 kg.threspectivelyP = 0.006) and tended to be higher in twins
than in triplets (9.7 + 0.17 kg:fmand 9.2 + 0.20 kg.th respectivelyP = 0.09). One week
later, density index tended to be lower in RESTkitan in CONT kids (9.4 + 0.27 kgim
and 10.0 + 0.25 kg.threspectivelyP = 0.09) and tended to be higher in males than in
females (10.1 + 0.25 kg:mand 9.3 + 0.24 kg.threspectively,P = 0.06). Males also
tended to have a higher density index than fenati@&wk of age (12.2 + 0.24 kghand
11.4 + 0.23 kg.n! respectivelyP = 0.08), there was no difference thereafter.

No differences in average daily weight gain or iy anorphometric measurements
between CONT and REST kids were found at birthaterlon. Abdominal girth at birth
tended to be higher in twins than in triple®s<0.09).
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Figure 5: Live weight between birth and 9 wk of agefemale and male kids born to
control goats s, n = 25) or feed restricted goats i = 25). The control dams were fed a
TMR ad libitum between 100 d post-lIA and parturitiand the feed restricted dams were
given the same TMR but the quantity correspondeB0&h of the amount given to the
control dams. Differences between treatments arenishtP < 0.10 and *P < 0.05.
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Organ weight and body composition
Percentage of omental, perirenal, pericardiac adigssue, TBF and AF did not
differ between CONT and REST male kids (table 3).

Table 3: Adipose tissue/LW ratios for pericardiaenental, perirenal and total body
deposits in 20 male kids slaughtered at 10 wk ef @gd born to control or late gestation
feed restricted dams. The control dams were feMR &d libitum between 100 d post-IA
and parturition and the feed restricted dams weérengthe same TMR but the quantity
corresponded to 50% of the amount given to therobdams.

adipose tissue weight (% LW) CONT (n=10) RESE (10)
Pericardiac 0.11+ 0.007 0.10 £ 0.007
Omental 0.8+ 0.09 09 £+ 0.09
Perirenal 0.7+ 0.10 06 + 0.09
Abdominal fat 15+ 0.19 15+ 0.18
Total body fat 16+ 0.15 1.7 £+ 0.16

Lsmeans + SE are presented

When body composition was assessed by densiton@@NT kids tended to have
more total and abdominal adipose tissue than RES3 {able 4,P = 0.09 and 0.08
respectively). Lean tissue and bone body contehndt differ between CONT and REST
kids (P> 0.10).

Table 4: Tissue weight assessed by dual-energy>&bbaorptiometry on male and female
kids born to control or late gestation feed rettdcgoats. The control dams were fed a
TMR ad libitum between 100 d post-IA and parturition and the fesstricted dams were
given the same TMR but the quantity correspondeBOih of the amount given to the
control dams.

tissue weight (Q) CONT kids (n=19) REST kids (n=17)
thoracic bone 18.39 x10(53) + 0.728 x10  19.73 x10° (50) + 0.788 x10
thoracic lean tissue 0.379 x1@2638) + 9.71 x10  0.396 x10° (2524) + 1.0 x10
thoracic adipose tissue 183 + 17.1 154 + 18.4
abdominal bone 69 + 2.3 67 £+ 2.5
abdominal lean tissue 8249 + 2235 8104 + 239.8
abdominal adipose tissue 541 + 336 450 + 36.0
total bone 427 £ 11 410 £ 11.8
total lean tissue 15315 + 352.3 15122 + 377.5
total adipose tissue 121668.7 1039 +73.7°

@ B

' within a line, values with different superscripithin brackets® tend to differ from values with
superscripf (P < 0.10)

Lsmeans + SE are presented except for thoracictiesure and bone, 1/(x+1) transformation: Ismehask
transformed Lsmeans) + SE are presented
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There were good correlations between adipose tisgight assessed by dissection
and by densitometry (table 5) Total body fat assegds/ dissection (TBFdissection) was
highly correlated to total adipose tissue assebygeithe densitometer (TBFdensitometry).
Abdominal fat assessed by dissection was highlyetated to abdominal adipose tissue
weight assessed by the densitometer and to TBRderetry. Pericardiac adipose tissue
weight assessed by dissection was correlated taditoadipose tissue weight assessed by
densitometry. Density index was correlated to TBfs#temetry (r2 = 0.62, P = 0.02) and
to abdominal adipose tissue weight assessed bytoieesry (r2 = 0.66, P = 0.01).

TBFuissection/ TBFdensitomerryratio was of 23 % on average, 54 % for AF and 14f6

thoracic fat.

Table 5: Pearsons's correlation coefficients betwadipose tissue weight assessed by
dissection and by with dual-energy X-ray absorpgtmn TBF = total body fat

Densitometer
TBFgensitometry AFgensitometry Thoracic fat
r2 p-value r2 p-value r2 p-value

TBFuissection 0.91] <0.0001 0.8 <0.0001 0.83 <0.0001

. ] AI:dissection
Dissection _ 0.92| <0.0001 | 0.90| <0.0001
(omental+perirenal
Pericardiac fat 0.80 0.001 0.84 | <0.0001

Physiological parameters
No differences in plasma glucose and NEFA conctaatra were found between
CONT and REST kids whatever the age (figure 6).
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Figure 6: Plasma glucose (a) and NEFA (b) concBatran kids born to feed restricted
goats @, n = 25) or to control dama(n= 25) at birth and at 1, 3, 5, 7 and 9 wk of.age
Kids were weaned between 7 and 9 wk of age. Théralodams were fed a TMRd
libitum between 100 d post-IA and parturition and the fesstricted dams were given the
same TMR but the quantity corresponded to 50% e@fthount given to the control dams.

There were no statistical differences in insulim@ntrations at birth between
REST and CONT kids (P > 0.10). At 9 weeks of agsulin concentrations tended to be
higher in REST kids than in CONT kids (0.29 + 0.0&mi* and 0.24 + 0.019 ng.fl
respectivelyP = 0.09). No differences in plasma leptin concditrs were found between
CONT and REST kids at birth and at 9 wk of age (P19).
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Rectal temperature was not different between CONITREST kids except at 9-wk
of age. Rectal temperature in 9-wk old kids wasérgn REST kids than in CONT kids
(38.8 £ 0.07 °C and 38.6 £ 0.06 °C respectivBly; 0.02, figure 7).

39.8
39.6 -
39.4 -
39.2 1

39 -
38.8 -
38.6 -
38.4 -
38.2 1

38 -
378 i T T T T 1

Rectal temperature,°C

Age, wk

Figure 7: Rectal temperature kids born to feed restricted goats 1 = 25) or to control
dams @, n= 25) at birth and at 1, 3, 5 and 9 wk of agelskvere weaned between 7 and 9
wk of age. The control dams were fed a TMR libitum between 100 d post-IA and
parturition and the feed restricted dams were given the sam® Tt the quantity
corresponded to 50% of the amount given to therobmtams. Differences between
treatments are shown < 0.05

Behavioral parameters

No differences between CONT and REST kids were doanthe total time spent
with the teat in the mouth (805 * 144.8 s and 10048.3 s respectively > 0.1) or in the
mean duration of a suckling bout (10 £ 4.4 s andt1380 s respectively > 0.1). No
differences between CONT and REST kids were fountthé time-budget at 9 wk of age
(allP>0.1).

DISCUSSION

In late pregnancy in ruminants, body reserves abilmed and insulin sensitivity
decreases. Feed restriction generally exacerbagse tmodifications (Bell and Bauman,
1997). In the present experiment, feed restricedgdwere fed 50% of the amount of feed
given to the control dams between 104 days of @egy and parturition plus barley straw
ad libitum. They ate on average 70% of the energy eaten Inyratogoats. As a
consequence, feed restricted goats lost 9.8 %eif live weight and 0.4 point of BCS

during the 7 weeks of the experimental period.dditon, they had lower plasma glucose
161



CHAPITRE 4

concentrations and higher NEFA concentrations tleantrol goats. In the present
experiment the feed restricted goats’ glucose a&fFAN concentrations were similar to
those found in goats given a diet covering 80%nargy requirements in the last 4 wk of
pregnancy (Celet al., 2008). We can therefore conclude that the goataur study were
energy restricted.

Feed restriction during late-pregnancy reduced eand density index of the
offspring at birth and tended to reduce them onekwkater but not thereafter. The
reduction in birth weight has been observed preshoin lambs and kids born to late-
pregnancy feed restricted dams (Olieeral., 2001, Borwicket al., 2003, Hustedtt al.,
2007, Laporte-Browet al., submitted-b). No differences in morphometric nueasients
were found between CONT and REST kids, in contma#ite results of Olivegt al. (2001)
and our previous results (Laporte-Brogbal., submitted-b). Moreover, the kids caught-up
a few days after birth, in contrast to the restdgsorted in lambs born to feed restricted
dams which remained lighter than control lambs luditmonths of age (Husted et al.
(2007). One hypothesis which could explain theserdpancies is the fact that in Husted
et al.'s study, the lambs remained with their m@thEeed restriction probably reduced
ewe milk production whereas the kids of the pressipieriment were removed from their
dams after birth and fed milk replacer. Indeedhas been shown that the amount of milk
was reduced by feed restriction in goats (€&di., 2008, Tygesest al., 2008).

No effects of late-pregnancy maternal feed resbricivere observed on NEFA and
glucose concentrations, which is the opposite ¢oréisults obtained in 5-wk old kids born
to late-pregnancy restricted goats (@&ekl., 2008). Once again, these kids were reared by
their mothers so the effects on kid metabolism imaye been due to a smaller amount of
milk being consumed. A tendency for higher inswancentrations was observed in 9-wk
old kids born to late-pregnancy feed restricted slaaampared to control kids. Human
studies have shown that maternal feed restrichdate-pregnancy can be associated with
impaired insulin sensitivity in adult offspring (Rlli et al., 1998, Painteet al., 2005). In
sheep, one study showed that lambs born to feddcted dams secreted less insulin in a
glucose tolerance test at 19 wk of age but noOatld of age (Hustedt al., 2007) whereas
Oliver et al. (2002) found no effect of maternal feed restrictom lamb glucose tolerance.
The lack of difference in the study of Oliveral. (2002) could be due to the short duration
of feed restriction (10 or 20 days in mid-pregngndysulin resistance was associated with
a decrease in the amount of GLUT 4 in perirengb@sk tissue and to an increase in the
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amount of insulin receptors in muscle and perireauipose tissue in one year old lambs
born to late-pregnancy feed restricted dams (Garelred., 2005). The insulin-responsive
transporter GLUT 4 is responsible for glucose uptak adipose tissue and muscle in
mammals (Trayhurret al., 1993). An increase in the number of insulin récepcould
promote an increase in adipose deposition despdeer initial amount of adipose tissue
in lambs born to feed restricted dams (Gardste., 2005). However, because there was
only a trend for a difference in insulin concentras and it was only observed at 9-wk of
age, further studies are needed on insulin seoaretia signaling pathway to confirm
insulin resistance in our kids.

An increase in rectal temperature was found at 9ofviage in kids born to feed
restricted dams. Heat stress is known to increastlrtemperature (Al-Tamimi, 2007).
However, the room temperature was on average 1%8%Ge kids were not heat stressed.
More investigation on thermoregulation around wegrand more data after 10 wk of age
are needed to conclude.

One hypothesis to explain the difference in abdaiiat mass between kids could
have been a different response to weaning. Weasikgown to be very stressful in farm
animals especially when it is associated with aasson from the mother (Weag al.,
2008). Despite the fact that nutritional stress wasbably reduced by the habituation to
solid food on average 17 days before weaning, wgamnay lead to weight loss.
Experiments in goat kids showed that 14 days afteaning, adipose tissue mass was
decreased compared to unweaned kids or comparadifgose tissue mass 56 days after
weaning (Bagt al., 1985 and 1986). In our experiment, slaughter weduon average 12
days after weaning which might have been too soarptinteract fat mobilization due to
weaning.

However, control kids and kids born to feed restdcgoats could have mobilized
similarly body reserves and the differences in abdal fat mass could have been already
present before weaning. Indeed, our previous esstiowed that this difference in
abdominal fat mass was already present at 6 wkg®f{lbaporte-Browset al., submitted-b).
Moreover, several studies showed that fetuses faberpregnancy feed restricted ewes had
less adipose tissue than control fetuses (Alexald®&i8, Symondst al., 1998).

Behavioral changes after maternal feed restrichane rarely been studied in
ruminants. One study reported a decrease in midkenin lambs born to feed restricted
dams during the last third of pregnancy (Geraseal., 2006). The authors hypothesized
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that lambs born to feed restricted dams ate legstdua reduction in the size of their
digestive tract. Contrary to the present resudiisids born to feed restricted dams remained
lighter until 8 wk of age. However, in addition gopossible impact of gastro-intestinal
tract size, maternal feed restriction was also @ated with changes in the expression of
neuropeptides regulating food intake in the oftsgriln rodents, maternal feed restriction
during pregnancy and/or lactation led to an inaemsfood intake, an increase in the
expression of orexigenic hypothalamic neuropept{defRP, NPY) and a decrease in the
expression of anorexigenic hypothalamic neuropeptiPOMC) (Coupét al., 2009,
Orozco-Soliset al., 2009). In sheep, an increase in the expressiddPX was observed
near term in the hypothalamus of fetuses colleftech dams that were feed restricted
during late pregnancy (Warnetsal., 1998). Here, no differences were found in thelifeg
behavior between control kids and kids born to-faegnancy feed restricted dams before
and after weaning. This result is in agreement Withlack of difference already observed
in unweaned kids (Laporte-Brow al., submitted-b). Indeed, it is probably only in adul
or sub-adults that the effects of maternal feedrict®n on offspring feeding behavior
appear, as shown in rodents (Bellingel., 2004, Bellingeret al., 2006, Coupét al.,
2009, Orozco-Soliset al., 2009) and in goats (Laporte-Browst al., submitted-a).
Interactions between sex hormones and intake behaave been shown in humans and
rodents leading to differences in feeding behayiwarian and Geary, 2006). Moreover,
reproduction and feed intake are regulated by dngesbrain structures (@i al., 2008).

No interaction between sex and treatment, neitheirtén, nor later were observed
on any physiological or behavioral results on tbetary to previous experiments. Indeed
in a review by Grigorest al. (2008) on the programming of cardiovascular dissas
several species, male offspring appeared to be nsemsitive to insults during
development than females. In sheep, only male lamobs to feed restricted dams had an
impaired cognitive flexibility at 18 months of agErhardet al., 2004). Hawkinset al.
(2000) reported greater responses of the HPA axis in fesnfabm early restricted ewes at
5.5 and 10 months of age but not at 2 months of emapared to males. The absence of
interaction between the sex of the offspring areldam dietary regimen during pregnancy
in the present study might be due to the fact $eatdifferences are mainly caused by sex
hormones and therefore are more pronounced afbarfyu

Good correlations were found between adipose tissags assessed by dissection
and dual-energy X-ray absorptiometry. Similar clatiens have been found recently in
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sheep between dual X-ray absorptiometry and chérb@dy composition (Pearce al.,
2009). Dual-energy X-ray absorptiometry is therefaa good tool to assess body
composition especially because it avoids slaugigetiowever, considering TBEsection/
TBFdensitometry ratio, absolute values given by rtiechine do not match real adipose
tissue mass. It is therefore better to considetiva values until the prediction of adipose
tissue mass in goats or sheep with dual-energyyXatzsorptiometry is made possible
through modeling.

CONCLUSION

Maternal feed restriction in late-pregnancy reduitedlive weight of the offspring
at birth but this effect disappeared a few dayseralfirth. No effect of maternal feed
restriction was observed on metabolism, growthaavior from birth to weaning. After
weaning, kids born to feed restricted goats hadyheh rectal temperature, a tendency to
have higher insulin concentrations and had loweloabnal and total fat mass than control
kids. Weaning-induced stress could trigger metabdlfferences in kids born to feed
restricted dams compared to control kids. Howetrer,hypothesis of a differential effect
of feed restriction during pregnancy depending ba sex of the offspring was not

confirmed.
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CHAPITRE 5

LONG-TERM CONSEQUENCES OF FEED RESTRICTION IN THE GOAT
DURING LATE PREGNANCY ON MORPHOLOGY, PHYSIOLOGY AND
BEHAVIOR OF FEMALE OFFSPRING

CONSEQUENCES A LONG TERME D’UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE MATERNELLE EN FIN
DE GESTATION SUR LA MORPHOLOGIE, LA PHYSIOLOGIE ET LE COMPORTEMENT DES
CHEVRETTES

En préparation
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CONSEQUENCES A LONG TERME D’UNE RESTRICTION ALIMENTAIRE MATERNELLE EN
FIN DE GESTATION SUR LA MORPHOLOGIE, LA PHYSIOLOGIE ET LE COMPORTEMENT
DES CHEVRETTES

Les ruminants en fin de gestation peuvent se retrouver en bilan énergétique négatif. Une
restriction alimentaire en fin de gestation peut affecter les performances zootechniques
mais aussi le métabolisme et la physiologie de |a descendance a long terme.

Objectifs

Etudier les conséquences d’une restriction alimentaire en fin de gestation sur la
croissance, le métabolisme énergétique et I’évolution du comportement alimentaire des
chevrettes jusqu’a I'age adulte.

Matériels et méthodes

Soixante chévres multipares, de race Saanen et Alpine, ont été réparties en 2 groupes,
témoin et restreint en équilibrant la race, le poids vif, I'état corporel et le pére des
chevreaux. Entre 90 jours de gestation et la mise-bas, les témoins ont été nourries ad
libitum (5% de refus) avec une ration compléte. Les chévres restreintes ont recu de 50% a
80% de la quantité distribuée aux chevres témoins la semaine précédente.

A la naissance, 17 femelles issues de chévres témoins et 15 femelles issues des chévres
restreintes, de portées doubles et triples, ont été étudiées. Les animaux ont été séparés
de leur mere a la naissance et ont été sevrés a 2 mois. A partir de 21 mois, seules 8
chévres issues des chevres restreintes et 8 témoins choisies aléatoirement ont été suivies
jusqu’a 24 mois.

Mesures morphomeétriques et poids. Les animaux ont été pesés toutes les semaines et
I’état corporel a été évalué tous les 15 jours a partir de 6 mois jusqu’a 24 mois. Des
mesures morphométriques ont été effectuées a la naissance, a 6 et 12 mois. La densité
(poids/longueur vertex-queue) et le GMQ ont été calculés.

Mesures physiologiques. Les concentrations en glucose et AGNE ont été dosées sur des
prises de sang faites a la naissance et a 6, 12, 21 et 24 mois. La concentration de leptine a
été dosée a la naissance et a 6, 12 et 18 mois. Les concentrations basales en cortisol ont
été mesurées et un challenge a ’'ACTH a été effectué a 14 mois (sur 4 chévres issues de
chevres restreintes et 4 témoins). Un test de tolérance au glucose a été réalisé a 18 mois.

Comportement. Des épreuves de I'environnement nouveau et de I'objet nouveau, et deux
épreuves visant a étudier l'interaction entre ingestion et stress ont été effectuées a 12
mois. Au méme age, le budget-temps sur 24h a été évalué. A 12 et 21 mois, le
comportement alimentaire a été analysé sur 24h, sur 4 jours consécutifs.
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Résultats

Sur les deux années de mesure, les chevres issues de chevres restreintes ont été plus
légeres et ont eu un état corporel inférieur a celui des chévres témoins. Aucune
différence n’a été observée pour la densité, la croissance et les mesures
morphométriques.

A 12 mois, les chéevres issues de chévres restreintes ont mangé plus vite et des quantités
plus importantes que les chevres témoins. Au méme age, les chevres issues des chevres
restreintes ont mangé plus longtemps durant les épreuves visant a étudier l'interaction
entre I'ingestion et le stress. A 21 mois, les chévres issues des chevres restreintes ont
mangé également de plus grandes quantités que les témoins. Aucune différence de
réactivité émotionnelle n’a été observée entre les 2 groupes de chevres.

Aucune différence de concentration basale en cortisol n’a été observée mais les chevres
issues des chévres restreintes ont sécrété plus de cortisol lors du test a I’ACTH. Aucun
effet de la restriction maternelle n’a été observé ni pour les parametres sanguins
(glucose, AGNE, leptine et insuline) ni pour les concentrations en glucose et insuline
mesurées lors du test de tolérance au glucose.

Discussion et conclusion

La restriction alimentaire maternelle pendant le dernier tiers de gestation a diminué le
poids et I'état corporel de la descendance sur le long terme.

Les chévres issues de chévres restreintes ont mangé plus a I'age adulte que les chévres
témoins. Cette modification ne s’est pas accompagnée de changements du métabolisme
alors que des études chez le mouton ont montré une intolérance au glucose chez des
animaux issus de meres restreintes en gestation. Cette intolérance au glucose pourrait
n’apparaitre que lorsque I'alimentation est riche, comme I'a montré une expérience chez
le mouton. Comme chez les rongeurs, cette modification du comportement alimentaire
pourrait résulter de la modification des neuropeptides régulateurs de la prise alimentaire.

La différence de réponse a linjection d’ACTH laisse supposer que la physiologie des
glandes surrénales pourrait avoir été modifiée chez les chevres issues des chevres
restreintes mais il faudrait le confirmer avec un plus grand nombre d’animaux.
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Abstract

Under-nutrition during pregnancy can have detriraeeffects on offspring development
both during the juvenile period and during aduk.liLong-term effects of maternal feed
restriction of the goat during the last third ofegmancy were studied on growth,
metabolism and behavior of female kids with a foousfeeding behavior. Female kids
born to control (CONT, n = 17) or to feed restritgats (REST, n = 15) were artificially
reared and studied from birth to 24 months of &gaternal feeding restriction globally
reduced live weightR < 0.0001) and the body condition scoRe< 0.02) of REST goats
compared to CONT goats. No differences in plasmacewotrations of glucose, NEFA,
leptin or insulin were found. No differences wetsserved in glucose or insulin responses
to an intravenous glucose tolerance test. HowelertHPA response to an ACTH injection
was greater in REST than in CONT goats: higher meatsol f = 0.04) and greater area
under the curve were foun® & 0.009) at 14 months of age. Moreover, at 12 hwof
age, REST goats had a higher daily feed int&e (.05) and ate more rapidll € 0.02)
than CONT goats. At 21 months of age, REST godtsatt more food than CONT goats
(P = 0.01) but no differences in feeding rate or theation of eating were found. No
differences in time-budget or in emotional reatyivvere found at 12 months of age.
Maternal feed restriction during late-pregnancy ified both feeding behavior and the
stress physiology of female offspring when adult.

Keywords emotional reactivity, feeding behavior, fetal pra@mming, goat, maternal feed
restriction, metabolism
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INTRODUCTION

Investigating offspring performance after mateffiegld restriction is interesting for animal
production for two reasons. Firstly, maternal umnclgtrition can occur in ruminants,
particularly in late-pregnancy and early-lactatiomairy animals. In small ruminants, fetal
growth mainly occurs in the last two months of gaeh (Conwayet al., 1996). Due to the
growth of the fetuses, rumen capacity is reducethte-pregnancy, and gestating dams
tend to mobilize their body reserves (Morand Fettr Sauvant, 1988). Therefore, they can
be physiologically underfed and in negative endrghance (Gadoud al., 1992). Feeding
practice can favor this negative energy balanceymfed animals can be underfed when
food supply is given according to the average meguents of the group (Chilliaret al.,
1998). Moreover, under-nutrition often occurs beeaaf unfavorable climatic conditions,
especially in arid and tropical areas (Chilligtal., 1998).

Secondly, maternal feed restriction affects oftsprperformance. Malnutrition in sheep
can decrease the amount of colostrum produced [(i@aoet al., 2006) and sufficient
colostrum in terms of both quantity and quality assential for offspring survival (Mellor
and Stafford, 2004), especially in relation to gassive transfer of immunity. Moreover,
maternal feed restriction during late pregnancy e#fiect other important factors for
offspring survival such as vigor (Terrazasal., 2009) and weight at birth (Koritniét al.,
1981, Bajhau and Kennedy, 1990, Olieetrl., 2001, Borwicket al., 2003, Hustedtt al.,
2007, Laporte-Browet al., submitted-b). Growth can also be altered thesedfiustedet
al., 2007, Tygesest al., 2007). Ashworthet al. (Ashworthet al., 2009) recently reviewed
the effects of maternal feed restriction during @it pregnancy on animal production and
reported impaired wool production in sheep borred-restricted ewes. Maternal feed
restriction during late-pregnancy impaired reprdohecrates in adult sheep (Rhind, 2004).
Also in sheep, feed restriction during late pregyaaffected the offsprings’ cardiovascular
system, the HPA axis (Bloomfielg al., 2003), and their metabolism (Cetial., 2008)
particularly glucose metabolism (Gardmeial., 2005, Hustedt al., 2007). Consequences
of late-gestation maternal restriction on offspribghavior and more specifically on
offspring feeding behavior have rarely been studiiecuminants despite the fact that the
maturation of the hypothalamus, the main braincstme regulating feed intake, occurs in
late-gestation in sheep (Matthews and Challis, 1996

The first objective of this experiment was to stuklg consequences of late-gestation feed
restriction in goats on feeding behavior, emotiomahctivity, stress physiology,
metabolism and growth in their female offspringdifferent physiological stages. The
second objective was to try to exacerbate the &sfleicmaternal feed restriction by putting
the animals in challenging behavioral or physiotadjsituations.
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MATERIALS AND METHODS
Animals and procedures

Goats. The present study was carried out according to dirdegislation on animal

experimentation (code rural: articles R 214-87 @1&R94) in line with the European
Convention for the Protection of Vertebrates usadBxperimental and other Scientific
Purposes (European Directive 86/609). The sciemtistharge of the experiments was
licensed to perform experiments on animals andste# who applied the experimental
procedures had attended a special course apprguvbe i-rench Ministry of Agriculture.

Sixty multiparous gestating Saanen and Alpine dgogts were divided into two groups
according to live weight (LW), body condition scqi&CS), kid sire and breed. The goats
were synchronized prior to mating in order to eadorth within a period of 10 days. At
90 d of gestation, each group (control, n = 30 eastkicted, n = 30) was divided into two
subgroups on the basis of live weight (15 heavytgaad 15 light goats). Both control
subgroups were fead libitum twice a day a Total Mixed Ration (TMR) allowing 58#s.
The TMR contained 350 g.Kgbeet pulp silage, 250 g.Rgperennial ryegrass hay, 290
g.kg" lucerne hay 100 g.Kgbarley and 10 g.kjof a mineral and vitamin mix, on a dry
matter basis (net energy : 5.7 MJ*k@M; PDI (true protein digested in the small
intestine): 69 g.k§ DM:; crude fiber: 292 g.k§ DM; calcium: 9 g.kg DM; phosphorus: 2
g.kg' DM; and 52.1% DM). Each restricted subgroup wasfea with the corresponding
control subgroup and received 50% of the amounfieedl given to its pair-fed control
subgroup for 4 wk, 60% for 1 wk, 70% for 1 wk an@%8 during the last 2 wk of
pregnancy. The composition of the TMR was modifiedhe last weeks of gestation to
take into account the proportionally faster incesas protein requirements compared to
energy. The restricted goats received barley stret energy: 3.1 MJ.kgDM; PDI: 24
g.kg' DM and DM was 880 g.kY ad libitum after feeding to reduce as much as possible
the psychological stress due to feed restrictioagdh, 1971). All groups had free access
to water and salt licks. Over the whole experimep&iod, the restricted goats received
70% of the energy eaten by the control goats. Btaild concerning goat management and
the behavioral and physiological responses of t&tsgto feed restriction are provided
elsewhere (Laporte-Browt al., submitted-a).

Kids. After parturition, only the female kids born to lhg twin and triplet bearing does
were kept. From birth to 18 months of age, thivtyptfemales born to control goats
(CONT, n = 17) or to restricted goats (REST, n ¥\Wbre studied and from 18 months to
24 months of age, 16 female kids were randomly ehd®REST, n = 8; CONT, n = 8)
(Figure 1). At birth, kids were immediately removiedm their dam and ear-tagged. Two
meals of good quality pooled colostrum were giadribitum on the first day and a 150
g.kg* fresh weight diluted milk replacer (235 gkprotein, 240 g.kg fat, 70 g.kg ash, 3
g.kg* cellulose, 50000 1U.k§vitamin A, 2000 IU.kg vitamin Ds;, 85 mg.kg' vitamin E,
10 mg.kg" vitamin B1, 11.5 mg.Kg vitamin K3 and 750 mg.kgvitamin C) the following
days until weaning at 2 months of age. After wegngoats were fed a total mixed ration
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(TMR, with dehydrated lucerne, Fluvialac, choppealy,hsugar-beet pulp and barley)
which was adjusted to requirements (INRA, 1988)1Atand 21 months of age, TMR net
energies were 5.8 MJ.KgDM and 6.0 MJ.kg DM respectively and PDI were 83 gkg
DM at both ages. Goats had free access to fresbrvaaid salt licks at all times. The
female kids were reared together until 24 monthegef in straw-bedded pens.

Mating was performed at 8 and 20 months of agetatian occurred between 13 and 23
months of age. Growth, behavioral and physiologicedasurements are described in
figure 1.

. live weight R
BCS
‘v o “w &
bi.rth f} 12 14 18 2.1 24 age (months)
I I [ {\\\\ ALLLLLLLL RN NY \\\\\\'\\\\me__' e
feed intake feed intake feed intake
time-budget
feeding tests
novel arena and
CONT:n = 17 novel ObjeCt tests CONT-n=8
> e
REST:n=15 REST:n=8

X blood sample (glucose, NEFA, insulin and leptin)

% ACTH challenge and basal cortisol

“«’% intravenous glucose tolerance test

m morphometric measurements

C—1 gestation (150 days)

ssxxxw lactation

Figure 1: Measurements performed in female kidsafbirth upto 24 months of age. The female
kids either came from does fed a TMR libitum for the last third of gestation (CONT) or from

does given the same TMR but the quantity correspoio 50% (for 4wk), 60% (for 1wk), 70%

(for 1wk) and 80% (for 2wk) of the amount giventb@ CONT group (REST). Live weight was
measured weekly and body condition score (BCS)yewthner week. Feed intake and time-
budget was monitored when the goats were in indalijens. Feeding tests with or without
stress and novel arena and novel object testspegfermed at 12 months of age.
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Weight, BCS and morphometric measurements

Live weight (W) was recorded at birth and weekly until 24 montfisage. Body
condition scoreBCS) was evaluated every other week between 6 and @ths of age.
Crown-rump length (distance between crown and sacaygeal joint), height at withers,
heart girth (taken just behind the forelimbs), abdwl girth (circumference of the
abdominal cavity taken just in front of the hinchbs) and femoral length were measured
with a flexible tape on standing kids at birth, @nths and 1 year old. Density index
(weight/crown-rump length in g/cm) (Johnson and &hug2003) and average daily weight
gain ((body weighix x+1 — body weightk x) / 7 days) were calculated.

Behavioral tests

Three types of behavioral test were performed tlfiréeed intake was studied at 12 and
21 months of age. Secondly, the interaction betwieed intake and stress, and time
budget were studied at 12 months of age. Thirdiypel environment and a novel object
test were also performed at 12 months of age.

Feed intake and time budget. The same method as described by Desnogtess (2009)
was used. Feed intake and time budget were measunadividual pens (2 x 1 m) in
which each goat could see and touch its neighfitms.goats were placed in the individual
pens for at least 48 hours before the beginningadrding to become accustomed to the
pen. Feed was offeread libitum individually twice daily (after milking when goais
milk), in the proportion of two thirds at 1500 hdaane third at 0800 h. The goats had free
access to water (one watering-place per two goatsl?2 months of age, for practical
reasons, the goats were divided into 2 subgroud® gfoats (CONT, n = 8, REST, n = 8)
to study their behavior. The behavior of the secaumuolyroup was measured one week after
the first subgroup.

Time-budget was analyzed using eight video cam&hash recorded two goats at a time.
They were fitted to the ceiling above the individpans and linked to a quad splitter,
allowing cyclic sequences to be recorded with aetlapse video recorder. Eight light
bulbs (40 W) were fitted to the ceiling above thedividual pens to allow video
observations during the night. Nycthemeral actiotyhe goats was recorded for 24 hours
and analyzed by scan sampling for five secondsyefeer minutes using The ObserVer
software (version 5.0, 2004, Noldus Information Aremogy, The Netherlands). The
behavior observed in each scan sample was congdiderehaving lasted four minutes
according to a method proposed by Mitléhretral. (2001). This method has been
validated previously in goats (Desnoyetsal., 2009). The time spent ruminating, eating,
immobile and walking were calculated for each goat.

Feed intake was measured with a weighing deviceedlainder each feed trough. The
system recorded the weight of the feed containetientrough every two minutes with a
precision of 5 g and allowed simultaneous recoraihd 6 goats. Cumulated dry matter
intake (g DMI) per kilogram of LW was calculatedteaf each feeding, using the live
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weight of the previous week and the dry matter gatiage of the diet measured weekly
(ISO, 1983). Only the data obtained after the afien feeding were used (15h of
recording). The cumulative quantity of feed eatgrgbats is called thereafter a kinetic. At
each age tested (12 and 21 months), kinetics af ¢donsecutive days were analyzed,
including the day of time-budget measurement. Ekotetic was analyzed with a

segmentation/clustering method allowing the eximacbf different characteristics (Giger-

Reverdin, submitted). For each kinetic, four clustef segments were built, which

represented feeding rate. Cluster 1 representsotirest feeding rates and cluster 4 the
highest feeding rates (table 1). The time sperihgah each cluster and the latency to
achieve cluster 1 for the first time after feedingre extracted from each kinetic. This
latency meant that the goat either stopped eatirajeoonly a small amount. The quantity
of feed eaten 15h after feeding was calculated cali@éd 15-h feed intake. Daily feed

intake and time taken to eat 50% of the amounndat&4 h were also calculated.

Table 1: Number of segments (n), minimum, maximamean and standard deviation of
the slope in each of the 4 clusters of segmentsiredd from 298 intake kinetics using 32
goats at 12 months of aget and 16 goats at 21 maonhidge, and corresponding intake rate.
These parameters were calculated for a "standaat"wgeighing 52 kg.

slope (g DMI.LW".min%) intake rate (g DMI.mit)

cluster| n minimum| maximum| mean| standard deviation

1 1623, 0.000 0.010 0.00? 0.0022 0.101

403 0.006 0.078 0.02 0.0167 1.136

)
2 3
3 884 0.025 0.176 0.080 0.0353 4.007
4 569 0.123 0.690 | 0.255 0.1184 12.747

I nteraction between feed intake and stress. These tests were adapted from Laporte-Broux
et al. (Laporte-Brouxet al., submitted-b) They were performed on two conseeutiays
(day 1: test without stress; day 2: test with syes the same individual pens as for the
feed intake and time-budget recordings. Goats Vi@sted overnight. The test without
stress begun when the feed troughs were placech@nweighing devices at 0800 h.
Feeding behavior was video recorded continuousgy @vh, and feed intake was measured
with the weighing devices for 4 h. The followingrameters were calculated: time spent
eating, idling and standing. The latency to thstfrumination period was also recorded (it
was sometimes necessary to analyze the video fae rii@n one hour for the latter
parameter). Feed intake, the time spent eatinqaah @f the four clusters, the latency to
achieve cluster 1 for the first time after feedargl the amount of feed eaten 4 hours after
feeding (4-h feed intake) were calculated.

The test with stress was performed the followiny daing the same procedure and
measuring the same variables, except that the geats stressed before feeding. For this
purpose, the goats were grouped together in a i@anpen at 0730 h. An unknown
shepherd dog walked in front of the pen repeatéailyl min, four times over a 20 min
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period in order to stress the goats (Terlogival., 2008). A blood sample was taken by
venipuncture before and just after stress to cltsadfectiveness.

Novel arena and novel object tests (Forkmanet al., 2007). The novel arena and novel
object tests were performed in a 3.3 x 3.2 x 1.&rema (w x | x h) in a separate building.
Each goat was gently pushed by an experimenter fr@encorridor next to the testing pen
into the testing pen. The procedure was designetigare that handling was standardized.
The novel arena test lasted 3 min once the goatrexhtthe arena. Time spent standing
immobile (goat with four legs immobile), time speniffing (nose less than 5 cm from the
floor or walls), time spent walking and number amps and bleats were measured.
Immediately after the novel arena test, the goat placed for a second test of 3 min in the
same arena which contained a red polypropylene haadrd cone (0.4 x 0.7 myj x h)
placed on the floor against the wall opposite te #mtrance. The same behavioral
measurements as those in the novel arena testoseaducted. Time spent sniffing the
cone (nose less than 5 cm from the cone) was atsvded. At the end of the second test,
the goat was taken back to its pen. These tests penformed alternatively on one goat
from each treatment between 0800 and 1200 h.

Physiological measurements

Metabolism

Blood samples (10 ml) were collected into hepadaditubes by jugular venipuncture and
were immediately centrifuged at 3000 g for 10 min4aC to harvest plasma. Blood
samples were taken within an hour of birth (befaystrum feeding) and at 6, 12, 21 and
24 months of age, before feeding. Plasma was stare@0°C until analysis. Insulin,
glucose and non esterified fatty acEHFA) concentrations were measured at birth, 6, 12,
21 and 24 months of age. Leptin concentrations veessessed at birth, 6, 12 and 18
months of age.

An intravenous glucose tolerance tdMGTT ) was performed at 18 months of age. The
goats were divided into two groups for practicasens. One group was tested on one
morning and the other the following morning. Thatgowere fasted overnight and did not
have access to feed until the end of the test.gbla¢s were blocked at the trough and were
injected with 0.25 g.k§ LW of a 50% glucose solution. Blood samples wekeh from
the jugular vein 5 min before (t-5) and 2, 10, 20, 60 and 120 min after the injection.
The goats were released from the neck-lock betwleern60 and t120 samples. Glucose
and insulin concentrations were measured and tka ander the curveAUC) was
calculated using the following formula: AUC = (G + G 1)/2 x dt, where Cis the
concentration at time t, (¢, the concentration at time t+ 1 and dt is the tifmen)
between samples taken attand t + 1.

Stress physiology

At 14 months of age, basal cortisol concentratimese measured by taking two blood
samples at 0900h and 1000h. Sixteen randomly chgsats (CONT, n = 8 and REST,
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n=38) were blocked at the trough and sampled atséime time. The basal cortisol
concentrations corresponded to the average ofatberteasurements. An ACTH challenge
was performed on the same day to assess the naativite hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis. Four CONT and four REST goats weredtgd ACTH (Synacthene, Novartis-
Pharma, Rueil-Malmaison, France) at a dose of O.kg* of LW in the jugular vein.
Blood samples were collected 30, 60, 120, and 2#Qaffter the injection. The goats were
released from the neck-lock after the 60 min samjrleaddition to the peak plasma
cortisol concentration, the integrated responsexogenous ACTH was determined by
calculating the AUC (as described above).

Biological assays

Plasma concentrations of leptin were quantified ngisidouble-antibody leptin
radioimmunoassay procedures adapted from Delagiaald (2000). Leptin antiserum (Ab
7137, 50 pl) was diluted 1:2200 in a 0.01 M phosphauffer, 0.15 M NaCl, pH 7.1
containing 0.01 M EDTA, 0.1% gelatine, 0.01% sodiande, 0.025% Tween 20 and 1%
normal rabbit serum. Both standard and sample twlees incubated with antiserum (final
dilution: 1:17600) for 24 h at room temperaturRT |. After an initial incubation in 300 pl,
100 pl of**¥-ovine leptin (diluted in the same buffer withdeDTA) were added and the
incubation continued for an additional 24 hour&a&t Assay sensitivity was 1 ng/mL and
the intra-assay coefficient was 4%.

Insulin concentrations were determined using a RatAinsulin kit (Millipore, Molsheim,
France; 100% of specificity for sheep insulin). &gsensitivity was 0.1 ng/mL and the
intra-assay coefficient was 9.7%.

Cortisol Analysis. Cortisol was measured by ECLKng an automated method (Elecsys,
Roche Diagnostics, Meylan, France). The sensitivitthe cortisol assay was 0.36 ng.mL
! The inter-assay coefficient of variation was 4.5%

Glucose and NEFA were analyzed by photometric mistH&lucose-RTU, BioMérieux,
Lyon, France and NEFA C, Wako Chemicals, Neussm@any, respectively)

Statistical analysis

All data were analyzed using the MIXED model pragedof Statistical Analysis Systems
Institute (SAS). The following models were used:

(1) Yig = + T+ B + Ac + TAk + gjju
(2) Yj =+ T+ B +gj
(3) Yijim = + T+ B + Gy + gjjim

In these models, p represents the overall medaheTixed effect of the treatmentCONT

and REST), Bthe fixed effect of the bregdAlpine or Saanen), Athe age as a repeated

factor  from birth to 24 months of age),Ghe fixed effect of the subgroup at 12
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months of age (1 or 2) and JAepresents the interactions between treatmenaged;jq
andgjm are the residual errors.

Weight, morphometric and physiological measurements. Live weight, average daily
weight gain, BCS, body measurements, density iraahekplasma measurements except for
the IVGTT and ACTH challenge were analyzed usirgriodel (1). For the IVGTT and
ACTH challenge parameters, the model (2) was used.

Behavioral tests and measurements. Model (2) was also used for behavioral parameters i
the novel arena and object tests. Model (3) wasl tigetest all behavioral and intake

parameters in interaction between feeding andsstesss, time-budget and intake behavior
at 12 months old. The repeated effect of time wied in the model for intake behavior

parameters as it was measured on 4 consecutivepdag®at.

Log, square root and inverse transformations wesed when the assumptions of
homogeneity of variance and normal distributiontlod residuals were not verified. All
data are presented as least square means (Isnteatem)dard errors (SE) except when
otherwise stated.

RESULTS
Weight, BCS and morphometric measurements

Live weight and BCS were lower in REST goats coragdap CONT goats (figure B, <
0.001 and figure 3P = 0.02 respectively). Average daily weight gainsweot affected.
Density index, crown-rump length, height at witheheart girth, abdominal girth and
femoral length did not differ between CONT and REf®ats at any age.

Body weight,

0 6 12 18 24

Age, months

Figure 2: Live weight of female goats measured Webktween birth and 24 montlo$
age.The female goats either came from does fed a BEdRbitum for the last third of gestation
(CONT, full line) or from does given the same TMR but the quantityesponded to 50% (for
4wk), 60% (for 1wk), 70% (for 1wk) and 80% (for 2mif the amount given to the control group
(REST, dotted line)SE varied between 1.6 and 2.3.
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BCS
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Figure 3: BCS of female goats measured every otieek between birth and 24 months of
age.The female goats either came from does fed a HEdRbitum for the last third of gestation
(CONT, full line) or from does given the same TMR but the quantityesponded to 50% (for
4wk), 60% (for 1wk), 70% (for 1wk) and 80% (for 2mf the amount given to the control group
(REST, dotted line)SE varied between 0.05 and 0.07.

Behavioral parameters

Feed intake and time-budget. At 12 months of age, no difference in time-budgeisw
observed between REST and CONT goats (data notrghow

At 12 months of age, the time spent eating at tighdst feeding rate (cluster 4) was
greater in REST goats than in CONT goats (tab20.02). No difference was observed
at the lowest feeding rates (clusters 1, 2 and@®.latency to achieve cluster 1 for the first
time after feeding tended to be longer in REST tim@ONT goats® = 0.08). In REST
goats, 15-h feed intake tended to be higher tha®OMNT goats P = 0.08) and daily feed
intake P = 0.05) was higher than in CONT goats. There waglifference in the time
taken to eat 50% of the total amount of feed emi@4 h between REST and CONT goats.

At 21 months of age, CONT goats tended to spencrtimre eating at a low feeding rate
(cluster 1) than REST goatP £ 0.08) whereas REST goats tended to spend muoee ti
eating in cluster 2 than CONT goa® € 0.07). No differences were found for higher
feeding rates (clusters 3 and 4) or for the latencgchieve cluster 1 for the first time after
feeding. Both 15-h feed intak® & 0.05) and daily feed intak® & 0.01) were higher in
REST goats than in CONT goats. Goats from the Rg®Up took more time to eat 50%
of the amount eaten in 24 h than CONT goRts (0.002).
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Table 2: Feed intake in female goats housed irviddal pens measured at 12 and 21 months ofdgefemale goats were either born to does
fed a TMRad libitum for the last third of gestatio€ONT) or to does given the same TMR but the quantityesponded to 50% (for 4wk), 60% (for
1wk), 70% (for 1wk) and 80% (for 2wk) of the amowgiten to the control grou(REST) Statistical analysis was performed on 4 consecutaxes
for each goat, Ismeans + SE are presented.

12 months 21 months

CONT (n=17) REST (n=15) CONT (n = 8) REST (B)=
15-h feed intake (g DM.kg L) 16.€ + 0.30°  17.E + 0.31® 28.(+0.71° 30.(+ 0.71°
Daily feed intake (g DM.kg LW) 26.7+ 0.39%  27.€ + 0.40° 41.6+1.03° 45,6+ 1.03°

i 0,

;Lrﬂe(r;?n‘;ft 50% of the amount eate|  g5c 4 315  51¢ + 32.4 6.5 x 10 (153+0.53 x 10°* 3.9 x 16 (255)+ 0.53 x 1G°"
latency to achieve cluster 1 for the {  14C + 19.F 18¢ + 19.5® 15¢+36.6 185+ 36.6
time after feeding (min)
Time spent eating in cluster 1 (min) 735+ 8.5 732+ 8.7 684+31.6° 60€+ 31.6®
Time spent eating in cluster 2 (min)** 48 £ 6.5 42 + 6.7 8 (64+32.6° 11 (121+ 32.6®
Time spent eating in cluster 3 (min) 97+ 7.0 97+ 7.2 85+8.2 82+ 8.2
Time spent eating in cluster 4 (min)**| 4 (16 + 0.2 5(25 + 0.2° 5(25+0.4 525 04

a8 \within an age, values with different superscrigiffer (P < 0.05);@ ® within an age, values with different superscrithin brackets (a) tend to differ from values
with superscript bR < 0.10).
* 1/(x + 1) transformation; ** square root trangsfaation. Ismeans (Ismeans back transformed) + SBrasented
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Interaction between feeding and stress testdn the test without stress, REST goats
tended to spend more time eating than CONT godist(2.1 min and 41 + 2.0 min
respectivelyP = 0.08) during the first hour after feeding wheréae time spent idling was
longer in CONT than REST goats (11 + 1.3 min antl 3 min respectively? = 0.02).

No difference was found on the latency to ruminatee time spent standing was longer in
REST goats than in CONT goats (55 = 1.6 min and 305 min respectively = 0.02).
The 4-h feed intake tended to be higher in RESTsgitean in CONT goats (14.1 + 0.52 g
DM.kg LW™ and 12.8 + 0.49 DM.kg LW respectivelyP = 0.07). No differences were
found for the other variables.

Mean cortisol concentrations were 29 + 5.2 nM befstress and 55 + 5.2 nM after stress
(P = 0.001). In the test after acute stress, RESTsggizent more time eating than CONT
goats (35 £ 1.8 min and 30 = 1.7 min respectivB®lys 0.05) during the first hour. The
latency to ruminate was longer in CONT goats tmREST goats (97 £ 4.7 min and 83 +
4.4 min respectivelyP = 0.04). No differences between CONT and REST gjeaire
found for the other types of behavior, or for 4eed intake, time spent eating in each of
the four clusters or latency to achieve clusteoritlie first time after feeding.

Novel arena and novel object tests. No differences between CONT and REST goats were
found for activities or positions in the novel a@eand novel object tests.

Physiological parameters

No differences between CONT and REST goats wenedfdor glucose, NEFA, insulin or
leptin concentrations at any of the ages studiexkpBnses to glucose injection did not
differ between CONT and REST goats: AUC for cirtimig glucose was 595 + 25.7
mM.min.L'* and 612 + 28.3 mM.min:t respectivelyP > 0.10 and AUC for circulating
insulin: 84 + 8.1 mM.min.I! and 90 + 9.0 mM.min.t, P > 0.10). However, after an
ACTH injection, REST goats had higher peak cortismhcentrations than CONT goats
(105 + 6.9 nM and 82 £ 8.1 nM for REST and CONTtgaaspectivelyP = 0.04), and a
greater integrated cortisol response (figurE #,0.009).
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Figure 4: Integrated cortisol response to exogdgangected ACTH. The female goats
either came from doeborn to control goats fed a TMRd libitum for the last third of
gestation (CONT, n = 4, black bar) or from doesegithe same TMR but the quantity
corresponded to 50% (for 4wk), 60% (for 1wk), 70Rtr lwk) and 80% (for 2wk) of the
amount given to the control group (REST, n = 4,tevbiar). Blood samples were taken 30,
60, 120 and 240 min after the injection. Ismeasttare presented. P < 0.01

DISCUSSION

Growth, metabolic and behavioral parameters werasored until 24 months of age in
goats born to feed restricted does during late+pregy or born to control does. Over the 2
years, female goats born to feed restricted dame lighter and their BCS was lower than
goats born to control dams but no differences inpmometric or growth measurements
were found. Other experiments found reduced birtiigiat (Bajhau and Kennedy, 1990,
Borwick et al., 2003, Hustedt al., 2007) and reduced live weight in 10 and 19 mahth
lambs (Hustedet al., 2007) after maternal feed restriction in latego@ncy. This
modification in live weight was also reported ino#lmer paper from the same experiment
but focused on the short-term effects of matereadl frestriction on male kids: birth weight
was lower in male kids born to feed-restricted damsng late-pregnancy (Laporte-Broux
et al., submitted-b). No difference was found thereafteporte-Brouxet al., submitted-
b). This modification in live weight is sometimescampanied by lower growth rate as
observed in the first 10 months of life in lambsrbto feed restricted ewes (Hustedil.,
2007), but not always (Olivest al., 2001)depending on the duration and intensityeeflf
restriction.

In this experiment, maternal feed restriction itedpregnancy seemed to have no effects on
energy metabolism. No differences between femagtsgoorn to control or feed-restricted
dams were found for the concentrations of hormangslved in energy homeostasis
(insulin and leptin) or for metabolites (NEFA anldigpse). No differences in glucose or
insulin concentrations resulting from a glucoseatipn were found between female goats
born to control or feed-restricted dams at 18 memhage although feed restriction in
late-pregnancy is known to affect glucose homeastdsdeed, human studies reported

186



CHAPITRE 5

decreased glucose tolerance in adults born to meothg@osed to the Dutch famine in late-
pregnancy (Ravellet al., 1998, Painteet al., 2005). Similar results have been found in
sheep: IVGTT revealed glucose intolerance in oree-y#d sheep born to late-gestation
feed restricted dams (Gardretral., 2005). However, in another experiment lambs korn
late-gestation feed-restricted dams secreted lesglin than control lambs during an
IVGTT at 19 weeks of age (Hustetlal., 2007).

Differences in intake behavior during basal cowdisi were found. When intake behavior
was assessed for the first time during 24 h at bibths of age, goats born to feed-
restricted dams ate larger amounts of food, spemé ime eating and at higher rates than
control goats. Almost one year later, at 21 morthsge, goats born to feed-restricted
dams still ate larger amounts of food than congamts. These results on intake behavior
observed in goats are in accordance with thosentlgcéound in rodents. Studies
performed in rats showed hyperphagia in adult offigpborn to restricted dams during
whole gestation and (or) lactation (Bellinggtral., 2004, Coupét al., 2009, Orozco-Solis

et al., 2009). In our experiment, the difference in ddégd intake between goats born to
control and feed restricted dams (REST > CONT)aased between 12 months of age (1 g
DM.kg LW™) and 21 months of age (4 g DM.kg LYV The daily feed intake of goats born
to feed-restricted dams were in the normal rangatake for Saanen and Alpine goats
reared under similar conditions (INRA, 2007).

The consequences of maternal feed restriction tetdastation on offspring feed intake
also depends on postnatal environmental conditiorduding diet. Postnatal diet can
modify the effects of maternal feed restrictionidgrpregnancy. For example, in rats, feed
restriction during pregnancy led to hyperphagiajcwhwas exacerbated when rats were
given high fat diets (Vickerat al., 2000).In one study, although there was no diffeeein
intake behavior between adult sheep born to festlicked dams and control sheep,
glucose tolerance was impaired in the former giowgponly when sheep were reared in an
“obesogenic” environment (diet with a high metabalile energy content given at 150%
of requirements and with limited physical activitfghodeset al., 2009). Sébert et al.
(2009) used the same method to induce obesitye@sed stocking rate: 17 animals per 50
m2 and concentrate pellets and hay giedrlibitum) and found a decrease in daily feed
intake and an increase in basal insulin concentratin the obese sheep born to feed
restricted dams compared to obese control sheeppdadn control sheep. Other studies in
ruminants are necessary to find out if differemtety of diets could have differential effects
on the feed intake of animals born to feed residicdams during pregnancy compared to
control animals.

The change in intake behavior observed in our studg not accompanied by a
modification in the time-budget at 12 months of.aflee nycthemeral activity of animals
has never been studied in offspring born to festkimed dams eventhough it is an
interesting way to bring to light modifications behavior due to feed restriction. This
method has however been used to highlight behdvidnanges according to diet
composition (Desnoyert al., 2008). It has also been used as an indicatastimtying the
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effect of chronic stress (Veissiet al., 2001, Rigalmaet al., 2010). However, feed
restriction during pregnancy did not seem to modHg nycthemeral activity of the
offspring.

After 12 h fasting, goats born to feed-restrictednd ate larger amounts of food and spent
more time eating during the feeding tests thanrobmoats although no differences in
feeding rates were found. This result observed moa-stressful situation - apart from
fasting -, partially confirms the higher intake bglor observed during a basal situation.
As expected and as already shown in other expetam@mrriouwet al., 2008), the dog
presence was stressful for all the goats. Howeaeunte stress before feeding did not
modify the results: goats born to feed-restrict@mng still spent more time eating than
control goats. The hypothesis that there was ardation between feeding behavior and
stress was not confirmed in this experiment. Thisult is however consistent with the
absence of modification of emotional reactivity goats born to feed-restricted goats
compared to control goats at 12 months of age.hé literature, the effects of feed
restriction on offspring emotional reactivity arentradictory: some authors showed an
increase in emotional reactivity in 18-month olchles born to feed-restricted ewes during
the beginning of pregnancy (Erhastl al., 2004) whereas others found no effect of
maternal restriction during early- or mid-pregnaincy2- and 5-month old lambs (Simitzis
et al., 2009).

However, even if no modification was observed or&omal reactivity, the HPA axis was
more reactive in goats born to feed-restricted d#ma in control goats after an ACTH
injection, with a higher peak cortisol concentraicand a higher AUC. Although these
results have to be considered carefully because there only 4 goats per group, they are
in accordance with the literature. Indeed, Blookdfe al. (2003) found that the HPA axis
was more responsive in ewes born to 10-day restridams in late-pregnancy than in
control ewes or in ewes born to 20-day restrictathgl in late-pregnancy, with greater
ACTH concentrations and a larger AUC in responsee @RH+AVP challenge. Hawkire

al. (2000) also found increased ACTH and cortisol emti@ations after a CRH+AVP
challenge in 80-day old lambs born to early to medtation feed-restricted dams
compared to control lambs. Hawkidsal. (2000) explained this difference by the presence
of larger adrenals in lambs born to feed-restriciagns and Bloomfieldt al. (2003)
suggested altered sensitivity at the adrenal ldweanother paper which focused on the
short-term effects of maternal feed restrictionate-pregnancy on male kids, an increase
in the adrenal weight was also reported in 6-wkrolde kids born to feed-restricted dams
(Laporte-Brouxet al., submitted-b).

Different hypotheses could explain the increasdeed intake in goats born to feed-
restricted dams. An increase in basal cortisol eotrations could have increased feed
intake since cortisol injection increases feedkatan sheep (Baile and Della-Fera, 1981,
Henry et al., 2010). However, no differences in basal cortisohcentrations were

observed at 14 months of age although it cann@xibkided that differences could appear
at a later date. Another explanation for the insega intake could be a modification in the
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expression of neuropeptides regulating food intékkebese sheep born to feed-restricted
dams, no change in the expression of orexigeniR@ANPY, Ob-R, NPY1R) and some
anorexigenic (POMC and MC3R) peptides and theieptars was found. However, the
expression of one anorexigenic factor, melanocorépeptor types 4 (MC4R), was
decreased compared to lean control sheep (Sébalt, 2009). In hyperphagic rodents
born to dams restricted during gestation, the esgio@ of the anorexigenic peptides,
CART and POMC, was reduced whereas the expressitre mrexigenic peptides AgRP
and NPY was increased (Cougial., 2009, Orozco-Sdéliet al., 2009).

Maternal feed restriction during pregnancy andcgsequences on growth, metabolism
and behavior in the offspring have rarely been stigated in ruminants. Our results
showed that goat feed restriction during late-pamgy durably increased feed intake and
increased HPA axis reactivity in adult female offisg. The increase in feed intake was
however not accompanied by metabolic changes. &uithvestigations on HPA axis

reactivity and on the adrenals are needed to gorifiese results.
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1. RESTRICTION ALIMENTAIRE PENDANT LE DERNIER TIERS DE GESTATION
CHEZ LES CHEVRES

1.1. Quantifier I'intensité de la restriction

La comparaison entre les expériences de restriction alimentaire pendant la gestation est
rendue difficile par I'existence de différents systemes d’alimentation selon les pays. Les
apports alimentaires aux animaux sont exprimés en unités différentes et les besoins des
animaux en gestation sont mal connus (voir partie 3.2 de lintroduction). De plus, la
description de I'alimentation des animaux est parfois tres succincte. Par exemple, pour les
animaux au paturage, ce sont simplement les espéces végétales présentes qui sont
données sans préciser les valeurs énergétiques (Bajhau et Kennedy, 1990).

Les indices tels que la perte de poids des femelles restreintes par rapport aux femelles
témoins donnent concrétement une idée de lintensité de restriction. Dans nos
expériences, les chevres restreintes ont perdu environ 10 % de leur poids entre 90 jours
de gestation et 24 h aprées mise-bas alors que les chévres témoins ont pratiguement
maintenu leur poids pendant la période de traitement.

Le profil métabolique a permis de confirmer la mobilisation plus importante chez les
chevres restreintes. Toutes les chévres étaient physiologiquement en bilan énergétique
négatif en fin de gestation, comme I'ont montré les profils métaboliques des chévres
témoins : la glycémie, les concentrations en insuline et leptine ont diminué et les
concentrations en BHB et AGNE ont augmenté avec le temps a partir de la mise en lot
(chapitre 2), démontrant ainsi la mobilisation des réserves. La chute plus forte de
glycémie et 'augmentation plus importante des AGNE, apparues dés la premiere semaine
de restriction, montrent l'impact important de la restriction alimentaire sur le
métabolisme des chevres restreintes.

The comparison of studies on feed restriction is difficult due to the use of different
systems to evaluate energy requirements. Metabolic profiles and variations in body
weight can be used to compare studies.

1.2.Prévenir la toxémie

Malgré les précautions prises pour éviter les toxémies de gestation, 4 chévres ont
présenté les symptomes de la maladie lors de la premiére expérience (chapitre 2). La
toxémie de gestation est une maladie métabolique qui se manifeste en cas de déficit
énergétique. Elle est causée par une accumulation de corps cétoniques (dont le BHB),
toxiques pour I'animal lorsqu’ils sont en grande concentration. Les animaux diminuent
leur ingestion (Morand-Fehr et al., 1984), sont abattus et peuvent présenter des signes
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d’atteinte neurologique (Rook, 2000). Au niveau métabolique, la glycémie est faible et la
cétonurie élevée. Les animaux affectés peuvent mourir dans les jours qui suivent en
I'absence de traitement (Rook, 2000).

A posteriori, une analyse en composante principale (ACP) incluant poids vif, état corporel,
concentrations en glucose, AGNE, urée et BHB avant le début de la restriction a été
réalisée. Cette ACP a montré que les chevres qui ont présenté les symptomes d’une
toxémie étaient des chévres avec un taux d’AGNE fort, une glycémie faible, une urémie
faible et un état corporel faible avant le début de la restriction. De plus, les chévres ayant
développé des symptomes de toxémie avaient des taux de PSP60 tres élevés avant le
début de la restriction (Figure 12). La PSP60 est une protéine associée a la gestation
(PAG). Sa concentration a été mesurée a partir d'une prise de sang effectuée a 90 jours de
gestation, initialement pour réaliser un diagnostic de gestation (Gonzélez et al., 2001;
Gonzalez et al., 2004).

D’abord découvertes chez le bovin, les protéines associées a la gestation sont des
glycoprotéines existant chez les mammiferes euthériens, qui sont synthétisées et
secrétées par les cellules mono et binuclées du trophectoderme (Sousa et al., 2006). Chez
les petits ruminants, ces protéines de gestation sont en concentration plus élevée chez les
animaux gestants d'une portée multiple que chez les animaux ayant une portée simple
(Batalha et al., 2001; Vandaele et al., 2005). Ce résultat a été confirmé dans notre
premiere expérience : une corrélation de 0,51 (P < 0,001) a été obtenue entre le poids de
portée et la concentration en PSP60 a 90 jours de gestation. De plus, les chévres
toxémiques avaient les poids de portée les plus élevés par rapport aux autres chévres
(données non montrées). Une corrélation positive existant entre poids de portée et taille
du placenta (Konyali et al., 2007), la masse placentaire des chévres toxémiques était tres
probablement plus élevée que la masse placentaire des autres chévres. On peut penser
que le prélevement placentaire de glucose était plus important chez ces animaux,
entrainant ainsi le déficit énergétique a I'origine de la pathologie.
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Figure 12: Concentration plasmatique en PSP60 chez les chévres a 90 jours de gestation
(avant la restriction) selon la taille de portée. Chaque losange bleu représente un animal.
Les cercles rouges entourant les points correspondent a 3 des 4 chevres ayant présenté
des symptomes de toxémie durant la restriction alimentaire (entre 90 jours de gestation
et mise-bas). La quatrieme chevre toxémique est morte avant la mise-bas.

Lors de la deuxieme expérience, nous avions choisi de doser la PSP60 a 60 jours de
gestation afin de compléter les informations sur les tailles de portée données par
échographie. Dans la littérature, c’est a ce stade que les portées simples et doubles sont
les mieux distinguées chez les caprins (Gonzalez et al., 2000; Chentouf et al., 2008).
Pourtant, la corrélation entre le poids de portée de nos chevres et la concentration en
PSP60 a 60 jours de gestation n’était pas trés bonne (r?> = 0,24, P = 0,09). L'ensemble de
ces résultats permet de montrer que la concentration en PSP60 a 90 jours de gestation
pourrait étre un bon indicateur des poids de portée les plus extrémes contrairement a la
concentration en PSP60 a 60 jours de gestation. La concentration en PSP60 a 90 jours de
gestation ne permet pas de prédire la taille de portée (Figure 12) mais elle peut venir en
complément des informations apportées par I'’échographie. En effet, le dénombrement
par échographie nécessite une bonne expérience de I'échographie et permet surtout de
distinguer les portées simples des portées multiples (quelle que soit la taille de ces
portées multiples) (Goel et Agrawal, 1992; Amer, 2010).

Les résultats obtenus lors de la premiére expérience ont été utilisés pour I'allotement des
animaux dans la deuxiéme expérience (chapitre 4) afin de limiter les risques de toxémie.
Ainsi, les chevres présentant au moins deux des critéres suivants : concentrations tres
élevées par rapport a I'ensemble du troupeau en PSP60, AGNE et BHB, et note d’état
corporel inférieure a 3, n‘ont pas été placées dans le groupe restreint mais ont été
placées dans le groupe témoin. Dans cette deuxiéme expérience, seule une cheévre
témoin a présenté des symptoémes de toxémie alors que les paraméetres sanguins mesurés
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lors de la deuxieme expérience ont varié de la méme fagon et avec la méme amplitude
gue lors de la premiere expérience. Bien que la restriction ait commencé plus tard lors de
la deuxieme expérience (100 jours contre 90 jours de gestation), la sélection des animaux
en amont a probablement permis d’éviter I'apparition de toxémies.

The metabolic profile and plasma PAG concentrations (pregnancy-associated
glycoproteins) at 90 days of pregnancy have been shown in the first experiment to be
predictive of an increased risk of pregnancy toxaemia. These criteria have been used
successfully in the second experiment to prevent toxaemia.

1.3.Effets de la restriction alimentaire sur les chévres gestantes

Dans la premiéere expérience (chapitre 2), une partie des chévres a été restreinte entre 90
jours de gestation et la mise-bas. Les chevres ont regu 50% de la quantité de ration
compléte distribuée aux témoins pendant 4 semaines, puis 60% pendant 1 semaine, 70%
pendant 1 semaine et 80% les 2 derniéres semaines de la gestation, ainsi que de la paille
a volonté tout au long de cette période. Sur 'ensemble de la période de restriction, les
chevres restreintes ont ingéré 70% de I'énergie ingérée par les témoins. Les effets de la
restriction alimentaire sur les mesures zootechniques, métaboliques et
comportementales effectuées sur ces chevres sont résumés dans le Tableau 1. La
restriction alimentaire a entrainé une baisse de poids vif de 7 + 0,9 kg en moyenne
pendant la période de traitement (10%) et une baisse de la note d’état corporel jusqu’a 4
semaines apres la mise-bas (chapitre 2) alors que les chevres témoins n’ont perdu que 0,4
+ 0,8 kg en moyenne pendant la période de traitement (0,6%). Dés la premiere semaine
de restriction, la glycémie des chévres restreintes a baissé tandis que la concentration en
AGNE a fortement augmenté, montrant une mobilisation des réserves corporelles, de
facon beaucoup plus importante que chez les chévres témoins. La diminution de la
leptinémie et de l'insulinémie observée chez les chévres restreintes met en avant une
probable mobilisation du tissu adipeux, car les concentrations en leptine et insuline sont
corrélées a I'adiposité (Blache et al., 2000; Delavaud et al., 2000; Ehrhardt et al., 2000;
Caldeira et al., 2007). La baisse de I'insulinémie a probablement commencé peu de temps
apres le début de la restriction, en réponse a I’hypoglycémie (Chilliard et al., 1998). Les
concentrations en BHB et urée ont aussi diminué durant la restriction par rapport aux
concentrations mesurées chez les témoins, reflétant la baisse d’ingestion pour le BHB et
la baisse d’ingestion de protéines pour l'urée (chapitre 2). La diminution de la
concentration en urée peut également refléter un recyclage de l'azote salivaire plus
important du fait de I'augmentation du temps passé a mastiquer (majoritairement due a
I'ingestion de paille).

Dans la seconde expérience (chapitre 4), les chevres ont été restreintes entre 100 jours
de gestation et la mise-bas. Elles ont recu en moyenne 50% de la quantité de ration
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compléte distribuée aux témoins et de la paille a volonté durant toute cette période. Les
résultats obtenus sont similaires a ceux de la premiere expérience. Les chevres restreintes
ont ingéré 70% de I'énergie ingérée par les témoins, avec une perte du poids vif de 10 %
entre 93 jours de gestation et 24h aprés la mise-bas. Les concentrations plasmatiques en
glucose et AGNE et leur évolution ont été similaires a celles obtenues lors de la 1°™
expérience, indiquant que la restriction était de méme amplitude.

Dans la littérature, les expériences de restriction alimentaire traitent essentiellement des
conséquences observées chez la progéniture. Peu de travaux détaillent les effets de la
restriction chez les méres elles-mémes. Trois études décrivent les effets d’une restriction
alimentaire chez des chevres (Conway et al., 1996; Celi et al., 2008) et des brebis (Tygesen
et al., 2008) pendant les 4 ou les 6 derniéres semaines de gestation. Conway et al. (1996)
ont donné aux chévres restreintes 35% des recommandations pour ce qui est de I'apport
énergétique et 61% des recommandations pour I'apport protéique. Dans I'étude de
Tygesen et al. (2008), les brebis restreintes ont recu 50% de I'énergie métabolisable
donnée aux brebis témoins et dans celle de Celi et al. (2008), les chévres restreintes ont
recu un régime couvrant 80% des besoins tandis que les témoins ont recu un régime
couvrant 140% des besoins. L'ensemble de ces études montre une diminution du poids vif
et de I'état corporel ainsi que de la glycémie, et une augmentation de la concentration en
AGNE chez les animaux restreints par rapport aux témoins. En fin de gestation, les
concentrations en AGNE chez nos chevres témoins (0,2-0,3 mM) et celles chez les chévres
restreintes (0,5-0,6 mM) sont similaires a celles mesurées durant les 4 derniéres semaines
de gestation chez les chevres témoins et restreintes de Celi et al. (2008).

En plus du métabolisme, la perte de poids pendant la période de restriction chez les
chevres restreintes montre que la restriction était réelle. Dans une étude ou les brebis
restreintes recevaient une ration couvrant 38% des besoins tandis que celle des témoins
couvrait 76% des besoins, les brebis restreintes ont perdu 24% de leur poids contre 5%
pour les brebis témoins entre 90 jours de gestation et la premiére semaine aprés mise bas
(Koritnik et al., 1981). Dans I'expérience de Tygesen et al. (2008), les brebis restreintes
avaient perdu 14% de leur poids vif entre le début de la restriction et une semaine apreés
mise-bas contre 4% pour les témoins. Les chevres restreintes dans |'expérience de
Conway et al. (1996) n’avaient pas pris de poids pendant la restriction tandis que les
témoins avaient pris 20% de leur poids durant les 6 dernieres semaines de gestation.
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Tableau 1: Effets de la restriction alimentaire entre 90 jours de gestation et la mise bas
(151 jours) chez 23 chévres par rapport a 25 chévres témoins (chapitre 2). Les animaux
ont recu 50% de la quantité distribuée aux témoins pendant 4 semaines, puis 60%
pendant 1 semaine, 70% pendant 1 semaine et 80% les 2 derniéres semaines de la

gestation.
Pas de différence sur la durée de gestation
Pas de différence sur le poids de portée
kS Pas de différence sur la mortalité des chevreaux
C
< . . . . \ N . 4.
S Augmentation moins forte du poids vif dés la premiere semaine de restriction et
*g’ jusqu’a 6 semaines apres la mise-bas
N
N\ poids vif (10%) entre 90 jours de gestation et 24h apres mise-bas
N\ état corporel dés la premiere semaine de sous-nutrition jusqu’a 3 semaines apres la
mise-bas, plus de différence 5 semaines aprées la mise-bas
N glycémie des la premiére semaine de sous-nutrition et 7 apres la mise-bas
7 concentration en AGNE deés la premiere semaine de sous-nutrition et ~ apres la
mise-bas
(]
g N\ concentration en BHB pendant la restriction et jusqu’a 5 semaines apres mise-bas
Is) f s * . . .y . L
< N urémie dés la 2°™° semaine de restriction. Plus de différence 2 semaines aprés mise-
@ bas
€
insulinémie supérieure avant la restriction, inférieure en milieu de restriction, pas de
différence 1 semaine avant mise-bas
N leptinémie en milieu de restriction, pas de différence 1 semaine avant mise-bas.
7 temps passé a marcher
7 temps passé a manger (ration + paille)
N temps passé immobile
apres 1 semaine de restriction \ toilettage
c N interactions positives
.'GE_.g Pas de différence sur le nombre d’interactions
S agonistiques**
o
g
S 7 temps passé a marcher
pas de différence sur le temps passé a manger
apres 7 semaines de restriction 7 temps passé immobile
N temps passé couché
N nombre d’attaques (tendance)

* frottements, léchages, flairages. ** menaces, coups de téte, poursuite, évitement.
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Une des originalités de ce travail est d’avoir étudié la réactivité émotionnelle et le budget-
temps de chevres gestantes pendant la restriction alimentaire. Les animaux restreints ont
passé plus de temps a marcher, ce qui pourrait étre interprété comme une plus grande
motivation a explorer leur environnement pour trouver de la nourriture, comme ce qui a
été observé chez le porc suite a une restriction de la quantité de nourriture offerte (De
Leeuw et Ekkel, 2004). Au moment de la distribution de nourriture, une agitation
importante des chévres restreintes était observée dans la zone de distribution de
nourriture contrairement aux témoins qui s’approchaient du cornadis plus calmement
(observations personnelles). Une semaine apres le début de la restriction, les chévres
restreintes ont passé moins d’1 h a manger la ration compléte contre plus de 3 h pour les
témoins, sachant que les chevres restreintes recevaient la moitié de la quantité distribuée
aux témoins. En fin de restriction, elles ont passé environ 1 h 30 a ingérer leur ration alors
gue les témoins y passaient 3 h 30, sachant que les chévres restreintes recevaient 80% de
la quantité distribuée aux témoins. Afin d’augmenter I'encombrement du rumen pour
diminuer la sensation de faim, les chévres restreintes ont recu de la paille a volonté.
Malgré cela, en estimant les vitesses d’ingestion et en les comparant entre chévres
restreintes et témoins, la vitesse d’ingestion chez les animaux restreints est restée
fortement augmentée, suggérant une forte motivation alimentaire (Nielsen, 1999). On
sait en effet que I'augmentation de la vitesse d’ingestion en cas de restriction alimentaire
est d’autant plus forte que la restriction est sévére (revue de Dulphy et Faverdin, 1987).

As observed in previous studies, feed restriction during the last third of gestation in goats
caused weight and BCS loss during the feed restriction period compared to control goats.
Moreover, the former remained lighter, with a lower BCS, up to several weeks after
parturition. Glucose, BHB and urea concentrations were also decreased in the feed
restricted goats whereas NEFA concentrations were increased compared to control goats.
On average, feed restricted goats ate 70% of the energy consumed by control goats.
Results are in agreement in both experiments.

An originality of this work was to study the behavioural modifications in feed restricted
goats. Results suggest a higher motivation of restricted goats to explore their
environment, probably looking for food.

1.4.Variabilité de réponse a la restriction alimentaire

Les quantités réellement ingérées individuellement par chaque chévre ont pu varier par
rapport aux quantités moyennes calculées en raison de variations de la vitesse
individuelle d’ingestion et des comportements agonistiques au cornadis. Cependant, ces
variations ont été minimisées: afin de réduire la compétition sociale pour accéder a la
nourriture (Conway et al., 1996; Barroso et al., 2000), les chevres ont été bloquées au
cornadis au moment des distributions. De plus, aucune différence dans les
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comportements agonistiques n’a été observée entre chévres restreintes et témoins.
Enfin, les chevres étant alimentées en lot, les lots ont été subdivisés en deux sous-
groupes en fonction du poids afin que les quantités distribuées soient mieux adaptées au
poids des animaux.

La taille de portée a probablement aussi influencé l'intensité de restriction. Alexander et
al. (1978) ont montré qgu’en fin de gestation, les brebis porteuses d’un singleton avaient
plus de tissu adipeux que les porteuses de jumeaux. En fin de gestation, les brebis
gestantes de jumeaux ingéraient moins que les gestantes d'un agneau simple. Les
concentrations plasmatiques en glucose et en insuline sont aussi diminuées avec le
nombre de foetus (Rumball et al., 2008). Dans nos expérimentations, les chevres ayant eu
des symptomes de toxémie portaient toutes 3 ou 4 chevreaux.

L'état des réserves corporelles en début de traitement semble également étre un facteur
important influengant la réponse métabolique des animaux restreints. Les réserves
corporelles ont un réle tampon et sont mobilisées lorsque la ration ne peut pas couvrir les
besoins nutritionnels. Les chevres laitieres mobilisent leurs réserves corporelles a partir
de la fin de gestation et en début de lactation et les reconstituent en fin de lactation
(Gadoud et al., 1992). En élevage, il est recommandé que les chevres aient reconstitué la
totalité de leurs réserves corporelles au moins 6 semaines avant la parturition et aient un
état corporel de 3-3,5 au moment de la parturition pour assurer la lactation (INRA, 1988;
Rook, 2000). Un état corporel trop faible ou trop fort en fin de lactation favorise
I'apparition de toxémie de gestation (Rook, 2000; Mavrogianni et Brozos, 2008). L’ACP
effectuée sur les parametres métaboliques et zootechniques des chévres avant le début
de la restriction a confirmé que les chévres qui ont eu des symptomes de toxémie avaient
un état corporel faible a 90 jours de gestation. Dans d'autres études, les chevres et les
brebis présentant une diminution de la production laitiere et de colostrum suite a la
restriction alimentaire avaient aussi un état corporel plus faible que les témoins
(Banchero et al., 2006; Celi et al., 2008; Tygesen et al., 2008).

In the present experiments, the animals were blocked at the trough in order to limit
competition at feeding time. Moreover, agonistic behaviour, which could induce
differences in food intake between individuals, did not appear to differ between groups.

Both litter size and BCS at the beginning of the restriction period influenced metabolic
parameters, which may in turn influence food intake. Indeed, dams that suffered from
toxaemia had larger litters.
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2. RESTRICTION ALIMENTAIRE PENDANT LA GESTATION ET CONSEQUENCE
SUR LA PROGENITURE JUSQU’AU SEVRAGE

Deux expériences ont été effectuées sur les effets a court terme de la restriction
alimentaire maternelle sur les chevreaux. Dans la premiére, des chevreaux males et
femelles ont été étudiés a la naissance et les males ont été suivis jusqu’a 6 semaines.
Dans la deuxieme expérience, les males et les femelles ont été suivis de la naissance a 10
semaines, c’est-a-dire 2 semaines apres le sevrage. Dans les deux cas, 20 males (10 issus
de chévres restreintes et 10 de chevres témoins) ont été abattus a la fin de I'expérience.

2.1.Méthodologie

2.1.1. Détermination de la composition corporelle

La composition corporelle des jeunes peut étre modifiée suite a une restriction pendant
la gestation de la mere. Une étude chez le mouton a montré que la restriction maternelle
a partir de 90 jours de gestation diminuait la quantité de tissu adipeux périrénal chez les
foetus de 123-126 jours mais pas chez les foetus a terme (Alexander, 1978). Une autre
étude a montré qu’une diminution des quantités ingérées de 50% entre 115 et 145 jours
de gestation chez la brebis réduisait la quantité de tissu adipeux chez les foetus (Symonds
etal., 1998).

Dans la seconde expérience, une méthode récente de mesure de la composition
corporelle a été utilisée : I'absorptiométrie biphotonique a rayons X (Dual-energy X-ray
absorptiometry — DXA, General Electrics Lunar iDXA). Cette méthode est basée sur la
différence d’absorption des différents tissus quand ils sont placés sous rayons X.
L'utilisation de cette technique a permis d’évaluer la composition corporelle d’un plus
grand nombre d’animaux, et plus particulierement des femelles gardées pour le
renouvellement du troupeau, sans avoir besoin de les abattre.

En étudiant le rapport entre les résultats obtenus au DXA et ceux obtenus par dissection,
les quantités disséquées ont paru étre sous-estimées. Le rapport entre la quantité de
tissu adipeux disséqué et la quantité déterminée par densitométrie était de 23% pour le
tissu adipeux total, 54% pour le tissu adipeux abdominal et 11% pour le tissu adipeux
thoracique. La majorité du tissu adipeux chez les jeunes chevreaux est du tissu adipeux
interne (omental et périrénal), le tissu adipeux sous-cutané (Bas et al., 1985) et
intramusculaire (Banon et al., 2006) étant tres peu développés.

Les corrélations entre les masses de tissu adipeux disséquées et déterminées par la
machine sont cependant tres élevées. Des corrélations semblables entre composition
chimigue et quantités de tissu données par DXA ont été obtenues chez les moutons

(Pearce et al., 2009). Cependant, le DXA est une machine qui a été créée pour ’humain et
204



CHAPITRE 6

donc calibrée a partir de mesures faites chez I’humain. La validation exacte pour les petits
ruminants en croissance n'a pas encore été faite. Les quantités estimées par la machine
pour chaque tissu des chevreaux issus de chevres restreintes doivent étre considérées
non pas en valeur absolue mais bien en valeur relative par rapport aux témoins.

2.1.2. Confusion d’effets

Comme I'ont souligné Symonds et Budge dans une revue récente (2009), il existe parfois
des biais dans les protocoles qui conduisent a des confusions d’effet. L'exemple donné
dans cette revue concerne les confusions d’effets entre restriction alimentaire maternelle
et taille de portée : les nombres de singletons et de jumeaux sont parfois déséquilibrés
entre les traitements. Afin de limiter |'effet taille de portée, seules les portées doubles et
triples ont été sélectionnées dans nos expériences. Beaucoup de facteurs étaient a
prendre en compte dans le choix des chevreaux en plus de la taille de portée : le
traitement, la race, le sexe et le lien de parenté avec les autres chevreaux. Nous avons
équilibré au mieux tous ces parametres entre les chevreaux issus de chévres restreintes
et les témoins et dans tous les cas, ces facteurs ont été inclus dans les modeles
statistiques.

L'utilisation de deux races, Saanen et Alpine est due au fait que nous ne pouvions pas
avoir assez de chevreaux en ne prenant qu’une seule race. Le troupeau utilisé est
constitué de 40% d’Alpines. Méme si les chevreaux alpins étaient moins nombreux dans
I'allotement, les races ont été réparties de maniere équilibrée entre les traitements.
L'effet de la race est souvent ressorti, en particulier sur la taille et le poids des chevreaux,
les Alpins étant plus grands et plus lourds que les chevreaux de race Saanen a la naissance
et dans les premiéres semaines. Les données concernant la race ne sont pas présentées
dans la these mais I'effet race a été pris en compte dans les analyses statistiques.

Un autre biais peut provenir de l'utilisation des freres et sceurs dans I’étude sans prendre
en compte l'effet « mere » : deux individus apparentés sont en effet plus proches que
deux individus non apparentés (Symonds et Budge, 2009). Comme il n’a pas toujours été
possible de ne prendre qu’un animal par portée, en particulier lorsque qu’'un male et une
femelle par portée ont été gardés pour étudier I'effet sexe, un facteur aléatoire sur la
mere a été intégré dans le modeéle.

Il est important de noter que dans nos travaux, I‘effet « mere » correspond a I'effet de la
génétique et de I'environnement prénatal car les chevreaux ont été retirés de la mére dés
la naissance. Cette pratique a permis d’éviter une confusion entre les effets directs de la
restriction maternelle et les effets indirects sur le jeune. En effet, les effets observés chez
le jeune sont indirects s’ils résultent de la modification du comportement et de la
physiologie maternelle suite a la restriction alimentaire pendant la gestation. La
restriction maternelle peut altérer le comportement maternel : les meres restreintes
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pendant la gestation lechent moins longtemps le deuxieme né et reconnaissent moins
bien leur chevreau 8h apres la mise-bas que les méres témoins, bien qu’elles I'acceptent
pour téter (Terrazas et al., 2009). De plus, la restriction alimentaire diminue les quantités
de colostrum (Banchero et al., 2006) et de lait produites (Celi et al., 2008; Tygesen et al.,
2008) méme si la qualité n’est pas altérée (Celi et al., 2008). Beaucoup d’études sur les
effets de la restriction alimentaire maternelle sur le jeune ont été réalisées avec des
agneaux ou des chevreaux sous la mere (Husted et al., 2007; Celi et al., 2008; Tygesen et
al., 2008 ). Pour certaines, la restriction alimentaire maternelle a été poursuivie pendant
la lactation (Borwick et al., 2003; Celi et al., 2008). Lors de ces situations expérimentales,
il nest pas possible de distinguer les effets directs et les effets indirects de la restriction
alimentaire maternelle sur les parameétres mesurés chez la progéniture.

Body composition is difficult to assess, particularly in young animals. Imaging techniques
are interesting in assessing body composition because these methods are easy to
implement. Body composition was determined using dual-energy X-ray absorptiometry
(DXA) in experimental kids. However, this method has yet not been fully validated for use
with young small ruminants. Despite this, it can be used to compare treatments.

Some protocols present confusing effects. We tried to limit them by balancing litter size
and breed between treatments and taking into account the dam effect when kids came
from the same litter. Our model allowed us to avoid indirect post-natal effects of
maternal feed restriction by separating kids from their dams at birth.

2.2.Effets a court terme de la restriction alimentaire maternelle sur les
chevreaux

Les effets a court terme de la restriction alimentaire maternelle ont surtout été observés
a la naissance (Tableau 2) : les chevreaux issus de chévres restreintes étaient plus petits
et plus légers que les chevreaux issus de meéres témoins. La densité (poids/taille) était
également moins élevée. Certains résultats ont différé suivant les expériences : dans la
premiere expérience (chapitre 3), seuls les chevreaux males issus de meres restreintes
étaient plus légers et les chevreaux des deux sexes étaient plus petits que les témoins

eme

(mesures morphomeétriques). Dans la 27" expérience (chapitre 4), tous les chevreaux
issus de meres restreintes étaient plus légers a la naissance que les témoins mais il n’y
avait pas de différence dans les mesures morphométriques. La plupart des études sur la
restriction alimentaire en fin de gestation chez les ovins ou caprins rapportent une
diminution du poids de naissance chez les descendants (Alexander, 1978; Koritnik et al.,
1981; Bajhau et Kennedy, 1990; Oliver et al., 2001; Borwick et al., 2003; Husted et al.,
2007; Tygesen et al., 2007) bien que certains ne trouvent aucun effet (Celi et al., 2008). La

mesure de la taille des animaux n'est le plus souvent pas rapportée.
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Dans nos expériences, les différences de poids et de densité ont disparu dans la premiere
ou la seconde semaine apres la naissance, indiquant que les chevreaux issus des meres
restreintes ont rattrapé leur retard. Des résultats similaires ont été retrouvés par Olivier
et al. (2001) : dans leur étude, le poids entre moutons issus de brebis restreintes et
témoins ne différait qu’a la naissance mais pas a 3, 5 et 12 mois (Oliver et al., 2001). A
I'inverse, deux études ont montré que les chevreaux issus de meéres restreintes en fin de
gestation restaient plus légers que les témoins a 2 et 4 semaines (Terrazas et al., 2009) ou
10 et 19 semaines (Husted et al., 2007).

Au niveau métabolique, les chevreaux issus de meres restreintes ont moins mobilisé leurs
réserves a la naissance et plus mobilisé a une semaine que les chevreaux témoins dans la
1% expérience. Ces effets n’ont pas été retrouvés dans la 2°™® expérience. Ces résultats
n‘ont pas été accompagnés de variations de concentrations en glucose, insuline ou
leptine. D’autres auteurs ont observé que les chevreaux issus de meres restreintes
mobilisaient plus que les témoins (Celi et al., 2008) mais contrairement a nos
expérimentations, leurs animaux étaient élevés sous la meére, restreinte également
pendant la lactation. Les différences de résultats métaboliques entre nos 2 expériences

peuvent s’expliquer par la différence de durée de la restriction, plus importante dans la

1ére éme

expérience que dans la 2”"" (10 jours d’écart entre les deux).

Dans la seconde expérience, I'insulinémie des chevreaux restreints tendaient a étre
augmentée a 9 semaines par rapport aux chevreaux témoins. Cette augmentation est en
faveur de I'insulino-résistance observée chez les agneaux issus de brebis restreintes en fin
de gestation. Cepdendant, il ne s’agit que d’une tendance donc cette hypothése reste a
vérifier.

L'augmentation de température rectale a 9 semaines chez les chevreaux issus de chévres
restreintes par rapport aux témoins est difficile a expliquer. La encore, il ne s’agit que
d’'une augmentation ponctuelle. Une expérience chez des chevreaux a montré une
augmentation de la température rectale en cas d’exposition a la chaleur mais ce n’était
pas le cas ici.
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Tableau 2 : Effets a court terme d’une restriction alimentaire pendant la gestation sur les

parameétres zootechniques, métaboliques et comportementaux des chevreaux issus de

chevres restreintes par rapport aux témoins. Dans les deux expériences réalisées, les

chevres restreintes ingéraient en moyenne 70% de I'énergie ingérée par les témoins.

Dans la premiere expérience, les chevres gestantes étaient restreintes entre 90 jours de

gestation et la mise-bas tandis que dans la seconde expérience, les chevres gestantes

étaient restreintes de 100 jours de gestation a la mise-bas.

1°"® expérience

78 males et femelles a la
naissance (40 témoins, 38
issus de chevres restreintes)

28 males de 1 a 6 semaines
(13 témoins, 15 issus de
chevres restreintes)

2°M¢ expérience

50 males et femelles de la
naissance a 10 semaines (25
témoins, 25 issus de chevres
restreintes)

naissance

N\ poids de naissance des
males par rapport aux
témoins, pas de différence
chez les femelles

N tour abdominal

N\ densité et BMI (tendance)

N\ poids de naissance

N densité

semaines1a5
(1°® expérience)

semaines 1 a9
(2°™€ expérience)

zootechnie

Pas de différence sur le
poids, les mesures
morphométriques, la densité
et le BMI

N poids a 1 semaine

N densité a 1 semaine
(tendance)

7 température rectalea 9
semaines

abattage/DXA

semaines 6
(1°" expérience)

semaine 10
(2°™¢ expérience)

7 poids des surrénales

N masse de tissu adipeux
total (tendance)

N masse de tissu adipeux
abdominal et notamment
omental (tendance)

N masse de tissu adipeux total
(tendance, DXA)

N masse de tissu adipeux
abdominal (tendance, DXA)

Pas de différence de masse de
tissu adipeux (dissection)
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N concentration en AGNE Pas de différence sur les
naissance Pas de différence sur les cTncentrIatl:.ns erlAGNII.E,
concentrations en glucose, glUCOSE, feptine et insuline
g leptine et insuline
%]
8 7 concentration en AGNE a 1 | 7 concentration en insuline a
\% semaines 1a5 semaine 9 semaines (tendance)
= ere 7.
(17" expérience) Pas d’effet sur le Pas d’effet sur les
semaines 1a 9 métabolisme apres 1 concentrations en AGNE,
(2°™ expérience) | semaine glucose et leptine
. Pas d’effet sur le
semaine 2 . .
comportement alimentaire
Pas d’effet sur le
semaine 3 comportement alimentaire
dans les tests de vitesse
d’ingestion
= 7’
S Pas d’effet sur le
£ comportement alimentaire
£ dans les tests de vitesse
3 d’ingestion
o semaine 5 e s
© Pas d’effet sur la réactivité
émotionnelle
Pas d’effet sur le
comportement alimentaire
semaine 9 Pas d’effet sur le budget-
temps
(post-sevrage)

Un effet de la restriction alimentaire maternelle a été observé sur le tissu adipeux. Dans la

premiere expérience, les chevreaux issus de meres restreintes avaient moins de tissu

adipeux abdominal et des surrénales plus grosses que les témoins. La diminution de la

guantité de tissu adipeux abdominal a été retrouvée dans la deuxieme expérience, avec

I'analyse au DXA réalisée sur 36 chevreaux expérimentaux a 10 semaines. Cet effet dans

la deuxieme expérience n’a pas été confirmé lors de la dissection des 20 chevreaux. Cette

différence résulte probablement du faible nombre d’individus et de la grande variabilité

des masses totales de tissu adipeux (130 a 421 g pour les 10 animaux issus de chévres

restreintes et de 124 a 449 g pour les témoins), qui ont diminué la puissance au niveau
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statistique. Egalement, il faut noter que cette vérification par abattage n’a été effectuée
gue chez les males alors que les males et les femelles ont été évalués avec le DXA.

Cette différence de masse de tissu adipeux abdominal pourrait étre liée a I'augmentation
du poids des surrénales. En effet, les catécholamines et les glucocorticoides sont
impliqués dans la mobilisation des réserves (Brockman et Laarveld, 1986). Hawkins et al.
(2000) ont montré que le poids des surrénales était augmenté chez des agneaux de 85
jours issus de meres restreintes en début de gestation, en association avec une
augmentation de sécrétion de cortisol suite a I'injection de CRH et d’AVP (Hawkins et al.,
2000). Koritnik et al. (1981) et Nielsen et al. (2010) ont aussi observé une augmentation
du poids des surrénales chez des agneaux soit nouveau nés soit 4gés de 6 mois, issus de
meres restreintes en fin de gestation. Cependant, cette modification du poids des
surrénales n’a été pas observée chez les chevreaux agés de 10 semaines dans notre
seconde expérience. Cet effet reste donc a confirmer.

La différence de masse adipeuse entre chevreaux issus de meres restreintes et témoins a
pu apparaitre apres le sevrage. En effet, le sevrage constitue un stress pour les animaux
qui perdent alors du poids, ce qui s"accompagne d’une diminution de la masse de tissu
adipeux lorsque les chevreaux sont abattus peu de temps aprées le sevrage (Bas et al.,
1985, 1986). Les chevreaux issus de chevres restreintes pourraient avoir perdu plus de
tissu adipeux que les chevreaux témoins au moment du sevrage. En effet, Husted et al.
(2007) ont observé que les agneaux issus de meres restreintes en alimentation en fin de
gestation avaient des concentrations en AGNE supérieures a celles des témoins apres 24h
de jeline, suggérant une meilleure capacité de mobilisation des réserves. En effet, la
concentration en AGNE reflete I'hydrolyse des triglycérides (Gadoud et al., 1992).
Cependant, la différence de masse de tissu adipeux existait déja a 6 semaines dans la
premiere expérience. Cette différence pourrait méme exister des la vie feetale. Le tissu
adipeux périrénal et omental foetal est en quantité dissécable a partir de 70 jours de
gestation chez le mouton (Alexander, 1978). En fin de gestation, il semblerait que la
masse de tissu adipeux décline, et ceci en plus forte proportion pour les foetus de meres
restreintes en alimentation (Alexander, 1978). Dans nos expériences, la diminution de
poids de nos chevreaux issus de méres restreintes pourrait étre due a une diminution de
masse de tissu adipeux. Cette hypothése serait intéressante a vérifier.

Aucun effet de la restriction alimentaire maternelle n’a été observé sur les criteres
comportementaux dans les 6 semaines suivant la naissance. La réactivité émotionnelle de
la progéniture dans les expériences de restriction alimentaire n’a été évaluée que chez les
adultes (Erhard et al., 2004; Simitzis et al., 2009), il n’existe donc pas de point de
comparaison.

Concernant le comportement alimentaire, aucune différence de quantités ingérées n’a
été trouvée chez des moutons sevrés, entre des animaux issus de méres restreintes et des
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témoins (Sibbald et Davidson, 1998) alors qu’une diminution de la consommation
moyenne de lait chez des agneaux issus de brebis restreintes en fin de gestation par
rapport a des agneaux témoins a été observée par ailleurs (Geraseev et al., 2006). Dans
une autre étude, des chevreaux issus de chévres restreintes en fin de gestation se
levaient et atteignaient plus tardivement la tétine a la naissance et étaient moins actifs
quelques heures plus tard par rapport aux chevreaux témoins (Terrazas et al., 2009). Dans
nos expériences, il n’était pas possible d’étudier le comportement du nouveau-né. Dans
I'expérience de Geraseev et al. (2006) les agneaux étaient en cases individuelles et la
consommation était mesurée tous les jours pendant 45 jours alors que nos animaux
étaient en lot et le comportement alimentaire n’a pu étre évalué que sur 24h. Il est
possible que des mesures répétées sur plusieurs jours et une mise en cases individuelles
auraient pu permettre de mettre en évidence des effets de la restriction alimentaire
maternelle sur le comportement alimentaire des chevreaux. Cependant, une absence
d’effet de la restriction maternelle sur le comportement alimentaire dans le jeune age
n’est pas a exclure.

Finalement, la restriction alimentaire maternelle pendant le dernier tiers de gestation n’a
eu que peu d’effets a court terme sur les paramétres mesurés, ces effets étant
essentiellement observés soit a la naissance soit aprés le sevrage. Il est a noter,
cependant, la constance de certains résultats d’une expérience a 'autre : la diminution du
poids et de la densité chez les chevreaux issus de méres restreintes en fin de gestation,
leur rattrapage par rapport aux témoins les premiers jours, et la diminution de I'adiposité
chez ces animaux par rapport aux témoins quelques semaines apres.

Two studies were performed on kids to evaluate the short-term consequences of
maternal feed restriction. Maternal feed restriction had almost the same effect on kids at
birth: kids born to feed restricted dams were lighter than kids born to control dams. At 6
weeks of age, abdominal adipose tissue mass was reduced and adrenal weight was
increased in kids born to feed restricted dams compared to control kids. This decrease in
abdominal adipose tissue mass was found in 10 week old kids. The change in abdominal
fat mass may be linked to the change in adrenal mass since catecholamine and
glucocorticoids are involved in fat mobilization. Differences in adipose tissue mass
between kids born to feed restricted dams and control kids may appear during foetal life.

In conclusion, maternal feed restriction in the last third of pregnancy had little influence
on metabolism and growth and had no effect on kid feeding behaviour and emotional
reactivity from birth to ten weeks of age.
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3. EFFETS A LONG TERME DE LA RESTRICTION ALIMENTAIRE MATERNELLE
SUR LES CHEVRETTES

Les effets a long terme de la restriction alimentaire ont été étudiés dans la premiere
expérience. Des chevreaux femelles ont été conservés jusqu’a leur deuxieme gestation et
ont été étudiés a partir de 'age de 6 mois.

L’étude a long terme de la restriction maternelle pendant la gestation a montré une
diminution du poids et de la note d’état corporel des chevrettes. La diminution de I'état
corporel, méme a I’adge adulte, est cohérente avec la baisse d’adiposité, comme cela a été
constaté chez les chevreaux plus jeunes (chapitre 3 et 4). En effet, la note d’état corporel
est basée sur les palpations des régions sternale et lombaire, ou le tissu adipeux sous-
cutané est le plus important, et reflete I’adiposité des animaux (Morand-Fehr, 2005).

Aucun effet n’a été observé sur les parametres métaboliques suivis régulierement a long
terme. Le test de tolérance au glucose n’a pas révélé de différence de concentration en
glucose ni en insuline entre les chévres issues de méres restreintes et les témoins. L'effet
de la restriction alimentaire sur la réponse a un test de tolérance au glucose de la
progéniture semble étre contradictoire suivant les études. Une restriction alimentaire
entre 110 jours de gestation et la mise-bas a entrainé une augmentation des
concentrations plasmatiques en insuline et en glucose chez la descendance a 1 an lors
d’un test d’IVGTT (Gardner et al., 2005) ou au contraire une diminution de la sécrétion
d’insuline a 19 semaines mais pas a 10 semaines (Husted et al., 2007), tandis qu’une
restriction de 10 ou 20 jours a partir de 105 jours de gestation n’a pas eu d’effet sur la
sécrétion d’insuline et de glucose de la descendance a 5 ou 30 mois (Oliver et al., 2002).
Par rapport aux études chez I’humain qui ont montré qu’une restriction, en particulier en
fin de gestation, entrainait une insulino-résistance chez les adultes (Ravelli et al., 1998;
Painter et al., 2005), les résultats chez les petits ruminants sont plus contrastés.

La réactivité émotionnelle de la progéniture a été testée avec les épreuves de
I’environnement nouveau et de I'objet nouveau, qui sont couramment utilisées pour
étudier la réactivité émotionnelle des animaux d’élevage (Forkman et al., 2007). La
restriction alimentaire maternelle en fin de gestation n’a pas modifié la réactivité
émotionnelle de la progéniture, ce qui est en contradiction avec I'augmentation de la
réactivité émotionnelle observée chez des moutons agés de 18 mois issus de meres
restreintes en début de gestation (Erhard et al., 2004) mais en cohérence avec les travaux
de Simitzis et al. (2009) qui n’ont pas observé d’effets sur des agneaux de 2 a 5 mois issus
de meres restreintes en début ou en milieu de gestation.

Bien que la restriction n’ait pas eu d’effet sur la réactivité émotionnelle des animaux, une
augmentation plus forte de la concentration en cortisol (aire sous la courbe et
concentration au pic) a été observée apreés injection d’ACTH chez les chévres issues de
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meres restreintes. Ce résultat est a prendre avec précaution du fait du faible nombre
d’individus étudiés. Les études sur la restriction en début et milieu de gestation montrent
gue, les animaux issus d’animaux restreints ont une concentration en ACTH augmentée
suite a une injection de CRH et AVP (Hawkins et al., 2000; Bloomfield et al., 2003).
Hawkins et al. (2000) ont également trouvé des concentrations en cortisol augmentées
mais pas Bloomfield et al. (2003). Ces derniers concluent a une sensibilité altérée des
surrénales et Hawkins et al. (2000) relient leurs résultats au poids plus élevé des
surrénales des animaux issus de meres restreintes. On pourrait donc s’attendre a une
modification du fonctionnement des surrénales chez les chévres issues de chévres
restreintes par rapport aux témoins. N’ayant pas pu prélever les surrénales des chévres,
cette hypothese est difficile a vérifier. Néanmoins, une augmentation du poids des
surrénales a été observée chez les males agés de 6 semaines issus des mémes meres que
ces femelles. Il faut noter qu’aucune différence de concentration en cortisol basal n’a été
observée entre les chevres issues de meres restreintes et les témoins.

Les chévres issues de méres restreintes passaient plus de temps a manger et ingéraient
de plus grandes quantités que les témoins. La différence de quantités ingérées entre les
chévres issues de meres restreintes et témoins a augmenté entre 12 et 21 mois et est
passée d’une différence d’environ 1 g MS/kg PV a une différence de 4 g MS/kg PV. Malgré
le changement de stade physiologique entre les 2 périodes (gestation a 12 mois, gestation
et lactation a 21 mois), nous avons observé les mémes résultats aux deux stades
(augmentation des quantités ingérées chez les chévres issues de meéres restreintes). De
plus, ces résultats sont cohérents entre les tests d’interaction entre le stress et le
comportement alimentaire et I'étude du comportement alimentaire pendant 24h. A 12
mois, les cheévres issues de meres restreintes mangeaient plus rapidement que les
témoins et mettaient plus de temps avant de manger a des vitesses tres faibles ou nulles.
Ce résultat sur les vitesses d’ingestion n’est cependant pas retrouvé a 21 mois, d’autant
plus que les chévres mettent plus de temps a ingérer 50% de leur ration.

Des différences de comportement alimentaire similaires ont été retrouvées chez les
rongeurs et sont associées a des changements d’expression des neuropeptides
régulateurs de la prise alimentaire. Des rongeurs issus de femelles restreintes en
gestation et en lactation, et élevés avec un régime classique, présentaient une
hyperphagie accompagnée d’'une diminution de ['expression hypothalamique des
peptides anorexigenes CART et POMC, et d’'une augmentation de |'expression des
peptides orexigenes AgRP et NPY, chez les jeunes agés de 35 et 60 jours (Orozco-Sélis et
al., 2009) et a 22 et 25 semaines (Coupé et al., 2009) mais pas chez les animaux plus agés.

Un autre facteur qui peut jouer sur I'ingestion est la taille du tractus digestif. En effet, une
étude a montré une diminution du poids du tractus digestif foetal suite a une restriction
maternelle en fin de gestation (Oliver et al., 2001). Les quantités ingérées par les animaux
issus de meres restreintes pendant la gestation seraient plus faibles car le poids du
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tractus digestif serait diminué (Geraseev et al., 2006; Sébert et al.,, 2009). Dans nos
expériences, nous ne savons pas si c’est le cas.

Female born to feed restricted goats remained lighter and had a lower BCS than females
born to control goats throughout the experimental period. Metabolic parameters did not
differ between the two groups. Despite no difference in emotional reactivity between
groups, a modification of the HPA axis reactivity was observed with a higher cortisol
response in goats born to feed restricted goats compared to control goats. This result
suggests that goats born to feed restricted dams may have modified adrenals. It is
interesting to note that heavier adrenals were found in male kids born to the same dams.
Goats born to feed restricted dams ate greater quantities than control goats at both 12
and 21 months of age at different physiological states (pregnancy, and pregnancy and
lactation respectively).

Tableau 3 : Effets a long terme d’une restriction alimentaire pendant la gestation sur les
parameétres zootechniques, métaboliques et comportementaux des chevrettes issues de
chevres restreintes en fin de gestation (n = 15) par rapport aux témoins (n = 17) entre la
naissance et 2 ans. Les chévres gestantes restreintes ont ingéré 70% de I'énergie ingérée
par les témoins entre 90 jours de gestation et la mise-bas.

2 N poids, en moyenne sur les 2 ans

<

§ N note d’état corporel, en moyenne sur les 2 ans

(@]

Q Pas de différence sur les mesures morphométriques ni sur la densité
Pas d’effet sur les concentrations en glucose, AGNE, insuline, leptine a la
naissance et a 6, 12, 21 et 24 mois

()]

g 7 pic de concentration en cortisol et aire sous la courbe apreés injection

S d’ACTH a 14 mois

©

\*aE'S Pas de différence en concentration basale en cortisol a 18 mois
Pas de différence sur les réponses de la glycémie et de I'insulinémie a un test
de tolérance au glucose a 18 mois
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7 quantité ingérée sur 24h, 7 quantité ingérée sur 15h (tendance)

7 temps passé a ingérer dans le groupe 4 (vitesse d’ingestion de
12,7 g MS/min en moyenne). Pas de différence pour les autres
groupes

7 latence pour atteindre le groupe 1 (vitesse d’ingestion de 0,1 g
MS/min en moyenne)

Pas d’effet sur le budget temps ni la réactivité émotionnelle

] Test d’interaction entre stress et prise alimentaire sans stress
12 mois
7 temps passé a manger (tendance)
7 quantité ingérée sur 4h (tendance)
N temps passé a ne rien faire

7 temps passé debout

Test d’interaction entre stress et prise alimentaire aprés stress

comportement

7 temps passé a manger

N latence pour ruminer

7 quantité ingérée sur 15 et 24h
7 latence pour ingérer 50% de la quantité ingérée sur 24h

. 7 temps passé a ingérer dans le groupe 2 (vitesse d’ingestion de
21 mois | 1,1 g MS/min en moyenne)

N temps passé a ingérer dans le groupe 1 (vitesse d’ingestion de
0,1 g MS/min en moyenne). Pas de différence pour les groupes 3 et
4.

4. RESTRICTION ALIMENTAIRE ET PERFORMANCES ZOOTECHNIQUES

Les chevreaux et chevrettes ont, semble-t-il, été peu touchés par les effets de la sous-
nutrition au niveau des performances zootechniques. Les chevreaux males ont
rapidement rattrapé leur différence de poids, et les différences de poids et d’état
corporel entre chevrettes issues de chevres restreintes et témoins n’étaient pas tres
importantes (2 kg de poids vif et 0,1 point d’état corporel). Concernant la qualité des
carcasses, les chevreaux issus de meres restreintes étaient moins gras mais leur masse
musculaire ne semblait pas altérée d’apres les mesures au DXA. La diminution du nombre
de fibres musculaires semble plutét observée quand la restriction a lieu en début de
gestation chez le mouton, au moment de la formation et de la différentiation des muscles
plutot que pendant le dernier tiers de la gestation (revue d’Ashworth et al., 2009). En
revanche, chez les ovins, la restriction en milieu-fin de gestation diminue la production de
laine (revue d’ Ashworth et al., 2009).
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Une des hypothéses était que la restriction en fin de gestation pouvait modifer le
comportement alimentaire de la progéniture. Le comportement alimentaire est
important en élevage puisque ['alimentation conditionne en grande partie les
performances des animaux. Etant donné les faibles différences de quantités ingérées et
de poids vif entre les chévres issues de chevres restreintes en gestation et les témoins,
I'effet de la restriction sur l'ingestion semble toutefois assez limité. Il pourrait exister des
différences de développement tissulaire, autre que le tissu adipeux ou musculaire, entre
chevreaux issus de chevres restreintes et chevreaux témoins. Il y aurait notamment un
travail intéressant a réaliser sur le développement des compartiments gastriques, qui n’a
pas encore été étudié suite a une restriction alimentaire maternelle, a notre
connaissance.

In our experiments, maternal late-pregnancy feed restriction had little effect on growth
performance and muscle mass was not decreased, probably because muscle ontogeny
occurs earlier in gestation. However, it could be interesting to study digestive tract
development.

5. MODULATION DES EFFETS DE LA RESTRICTION ALIMENTAIRE
MATERNELLE SUR LA DESCENDANCE

5.1.L’environnement pré-natal

Comme chez les meres restreintes, il est difficile de quantifier la restriction alimentaire
chez le foetus. La restriction maternelle pourrait diminuer I'apport de nutriments et
d’oxygene au feoetus. Une expérience chez la brebis a montré une diminution du flux
sanguin utérin mais pas ombilical et une diminution de la captation en oxygene de l'unité
utéro-placentaire suite a une restriction alimentaire maternelle de 8 a 20 jours a environ
110 jours de gestation (Chandler et al., 1985). Cette expérience a également montré la
diminution de la concentration artérielle en glucose chez la mére restreinte et le foetus et
une diminution de la captation du glucose dans l'utérus, I'ombilic et I'unité utéro-
placentaire. Une autre expérience de restriction maternelle entre 115 et 145 jours de
gestation a montré une diminution des concentrations plasmatiques foetales en glucose
et en insuline (Yuen et al., 2002). Plusieurs auteurs ont observé une diminution de la
masse de tissu adipeux chez les foetus de meres restreintes en fin de gestation
(Alexander, 1978; Symonds et al., 1998), ce qui suggére que ces foetus n’ont pas pu faire
de réserve donc n’ont pas été suffisamment nourris et donc ont di présenter un déficit
énergétique par rapport aux témaoins.

Une autre hypothése est que la protection du feetus face aux glucocorticoides maternels
serait altérée. Dans le cas d’une gestation sans restriction alimentaire maternelle,
I'enzyme 11 B-HSD2 protege le foetus d’'une augmentation de la concentration en cortisol
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en transformant le cortisol maternel en cortisone inactive au niveau du placenta (Seckl et
al., 1995). Dans le cas d’une sous-nutrition chez I'ovin, il a été montré que I'expression de
la 11 B-HSD2 (Whorwood et al., 2001) et son activité diminuent lorsque la restriction
alimentaire dure plus de 50 jours (McMullen et al., 2004). Cependant, le ratio cortisol :
cortisone ne semble pas étre modifié (McMullen et al., 2004).

Enfin, il est possible que des mécanismes épigénétiques soient responsables des
modifications observées (Lewis et al., 2006; Sinclair et Singh, 2007). Les études chez le rat,
montrent que I'alimentation maternelle avant et pendant la gestation peut programmer
le développement foetal par des changements de méthylation de I'ADN a des loci
spécifiques, et que ces changements sont transmissibles a la descendance (Sinclair et
Singh, 2007). Une autre cible des groupements méthyle peut étre la modification des
histones, les protéines autour desquelles est enroulé I'ADN (Parnet et al., 2007). Les
groupements méthyle qui sont ajoutés sur I’ADN ou les histones proviennent des
nutriments, plus ou moins riches en groupements méthyle. Chez ’homme, il a été montré
gu’il existe une variabilité individuelle de réponse métabolique a la présence de ces
groupements méthyle (Sinclair et Singh, 2007). Une expérience chez le mouton dans
laquelle I'apport de vitamines B (riches en groupements méthyle) avait été restreint chez
les femelles en période péri-implantatoire, a montré une altération de la méthylation
chez les agneaux (Sinclair et al., 2007).

La restriction alimentaire maternelle, dans nos expériences, a visiblement touché Ia
croissance foetale puisqu’a la naissance, le poids et la taille des chevreaux issus de chevres
restreintes étaient inférieurs a ceux des chevreaux témoins. Cependant, il nous est
impossible de savoir si cette modification est la conséquence d’une sous-nutrition foetale,
d’une hypoxie, d’'une augmentation de la concentration en glucocorticoides chez le foetus
ou plus probablement, d’'une combinaison de plusieurs facteurs.

Some studies have shown that maternal feed restriction in late pregnancy led to impaired
uterine blood flow, oxygen and glucose uptake both in the utero-placental unit and the
foetus. Another explanation of modifications observed in offspring could be a rise in
glucocorticoid concentrations in the foetus, although this has not been demonstrated in
ruminants. Epigenetic mechanisms may also account for the effects of maternal feed
restriction in offspring.

5.2.L’environnement post-natal

Dans nos expériences, les animaux ont été élevés dans des conditions d’élevage
classiques. Cependant d’autres expériences ont montré que certaines conditions de vie
pourraient potentialiser ou au contraire masquer les effets de la restriction maternelle en
gestation.
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5.2.1. Environnement social

A court terme, la restriction alimentaire maternelle n’a eu aucun effet sur le
comportement alimentaire du jeune. L'une des explications pourrait étre que
I’environnement social a masqué les effets de la restriction alimentaire maternelle. En
effet, un jeune agneau, élevé avec un aliment d’allaitement, est généralement suivi de 2
ou 3 congéneres lorsqu'il va téter (Stephens et Baldwin, 1971). Cette synchronisation des
activités alimentaires est également observée pour les agneaux élevés sous la mere d’une
méme portée, qui apprennent a s’attendre pour aller téter (Ewbank, 1967; Mandiki et al.,
1989). La synchronisation des tétées augmente avec I’age (Annexe 1).

Chez les jeunes élevés en groupe, une compétition pour les tétines existe. Il n’est pas rare
gu’un agneau cherche a téter a la méme tétine qu’un congénere alors que des tétines
inoccupées sont disponibles (Stephens et Baldwin, 1971). Ce phénomene a été observé
lors de I'expérience préliminaire réalisée sur le comportement alimentaire de 31
chevreaux a 2, 3 et 5 semaines (Annexe 1). Les tétées peuvent étre interrompues parce
gue l'animal a été poussé par un congénere qui lui prend sa place a la tétine. Ainsi, les
chevreaux se sont fait pousser en moyenne 10 fois sur 12h d’observation a 2 semaines et
8 fois pour les 2 autres périodes d’observation (données non montrées). Ce phénomeéne a
été limité dans les deux expériences présentées dans la these par I'installation de stalles
individuelles donnant acces a la tétine. Une compétition pour les tétines était quand
méme observée, ce qui a pu perturber le comportement spontané des jeunes et masquer
les différences de comportement liées a la restriction des méres pendant la gestation.

Des mesures de comportement des chevreaux en cases individuelles auraient peut-étre
permis de révéler les effets de la restriction alimentaire maternelle, comme cela a été le
cas chez les chevres adultes et dans I'étude sur des agneaux issus de femelles restreintes
en fin de gestation élevés en cases individuelles avec un aliment d’allaitement (Geraseev
et al., 2006). D’un point de vue méthodologique, il serait également intéressant de
pouvoir mesurer la consommation de lait individuelle durant toute la période postnatale,
ou au moins plusieurs fois au cours des premiéres semaines de vie. En effet, les
différences de comportement d’ingestion entre chevrettes issues de chevres restreintes
et témoins ont été détectées a partir de 4 jours consécutifs de mesures a chaque période
(12 et 21 mois). L'évaluation du budget-temps sur 24h n’a pas mis en évidence la
différence de comportement alimentaire trouvée en analysant les vitesses d’ingestion. Il
n‘a pas été possible de mesurer l'ingestion des chevreaux plusieurs fois dans les
expériences présentées ici car I'analyse du comportement sur les vidéos et la mise en
paralléle avec les mesures de quantités de lait ingérées (seaux sur balances) prend un
temps considérable. La mise en place d’un systéeme de reconnaissance individuelle des
animaux associé a la mesure de la consommation d’aliment d’allaitement permettrait de
résoudre ce probleme et d’augmenter les données disponibles sur le comportement
alimentaire des chevreaux suite a une restriction alimentaire maternelle.
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5.2.2. Conduite d’élevage

L’habituation et la manipulation des chevreaux dés la naissance et régulierement jusqu’a
I’age adulte a pu réduire la réactivité émotionnelle des chevreaux, y compris des
chevreaux issus des chevres restreintes. Des études chez le rat (NUfez et al., 1997) et le
cheval (Fureix et al., 2009) montrent que les manipulations en période néonatale et
ultérieurement réduisent la réactivité émotionnelle des animaux. Ceci pourrait expliquer
I'absence de différence de réactivité émotionnelle entre les chevreaux issus de chevres
restreintes en gestation et les chevreaux témoins. En effet, dés la naissance, les
chevreaux sont retirés a la mere et nourris au biberon les premiers jours. Ensuite, les
animaux sont habitués a des seaux multi-tétines puis a un distributeur automatique de
lait sous la surveillance constante des animaliers. Les enclos sont paillés régulierement,
les femelles sont pesées toutes les semaines dés I'age de 3 semaines et sont traites 2 fois
par jour a I’dge adulte. Les animaux sont donc tres régulierement en contact avec les
humains et sont habitués a étre manipulés deés la naissance.

5.2.3. Alimentation post-natale

Les chevreaux ont été alimentés de la méme fagon que les chevreaux a I'engraissement,
c’est-a-dire avec un aliment d’allaitement contenant 23,5% de protéines et 24% de
lipides. Ce régime n’a peut-étre pas favorisé l'apparition de différences entre les
chevreaux issus de meres restreintes et les chevreaux témoins. Certains auteurs ont
soumis des agneaux sevrés témoins et des agneaux issus de meéres restreintes en milieu
de gestation (30 a 80 jours de gestation) a un régime qualifié d’obésogéne c’est-a-dire
avec une activité physique restreinte et une alimentation riche en concentré distribuée a
volonté. Aprés 10 mois et demi de ce régime, tous les animaux étaient plus lourds et plus
gras que les témoins a I'dge d’un an (agneaux décrits comme obése par les auteurs). A cet
age, les agneaux issus de meres restreintes et nourris avec ce régime riche en concentré
ingéraient moins d’aliment quotidiennement que les témoins (Sébert et al., 2009). Apres
6 mois sous un régime obésogene semblable, d’autres moutons de 2 ans, témoins et issus
de meres restreintes (de 1 a 65 ou de 65 a 128 jours de gestation), avaient pris du poids
et avaient engraissé, mais aucune différence d’ingestion quotidienne n’a été observée
entre les animaux des deux groupes (Rhodes et al., 2009).

Au niveau métabolique, Rhodes et al. (2009) n‘ont pas constaté de différence de
concentrations en insuline et glucose entre moutons issus de meres restreintes et
moutons témoins lors d’un test de tolérance au glucose et lors d’un test de tolérance a
I'insuline. Lorsque ces animaux ont été exposés 6 mois a un régime qualifié d’obésogene,
les moutons issus de meres restreintes ont sécrété plus d’insuline que les témoins lors
d’un test de tolérance au glucose, montrant une intolérance au glucose. Sébert et al.
(2009) ont trouvé une augmentation de la concentration en insuline en conditions basales
chez des moutons issus de meres restreintes et sous régime obésogene mais pas de
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différence entre les deux groupes d’animaux dans un test de tolérance a l'insuline. Ces
résultats incitent a penser que le régime obésogene favoriserait I'apparition d’'une
résistance a l'insuline. Dans I'expérience de Rhodes et al. (2009) seul le régime obésogéne
a induit une perturbation du métabolisme glucidique. Les résultats de tests de tolérance
au glucose chez des moutons issus de meres restreintes et élevés en conditions classiques
sont contradictoires (voir partie 3)

Effects of maternal feed restriction on kids’ behaviour and metabolism may have been
hidden because of the kids’ social environment. Indeed, the presence of peers can change
kid behaviour and kids reared in groups tend to synchronize their activities. Some
experiments have shown that differences, between offspring born to feed restricted
dams and offspring born to controls, only appear when both groups were raised in
obesogenic conditions (food ad libitum and restricted pen size). In the present
experiments, the diets given to kids were not obesogenic.

5.3.L’individu

5.3.1. Effet sexe

Contrairement a ce qui avait été observé a la naissance dans la premiere
expérience de cette thése, dans la deuxiéme, aucune interaction entre régime alimentaire
maternel pendant la gestation et sexe de la progéniture n’a été observée. Pourtant, de
nombreuses études montrent une interaction. Une revue récente a recensé les
différences de programmation foetale selon le sexe de la progéniture concernant les
maladies cardiovasculaires (Grigore et al., 2008). Chez les rats, une restriction au moment
de I'implantation provoquait une hypertension chez les descendants adultes males mais
pas chez les femelles (Grigore et al., 2008). Chez les rats issus de meres restreintes en
début de gestation, les femelles étaient plus grasses, et la cascade de signalisation de
I'insuline était altérée au niveau de I'hypothalamus (Sardinha et al., 2006). Chez les rats
descendants de rattes restreintes toute la gestation ou en fin de gestation, les ingestions
étaient augmentées ou diminuées chez les femelles mais pas chez les males (Bellinger et
al., 2004; Bellinger et Langley-Evans, 2005; Bellinger et al., 2006).

Chez le mouton, il a été montré qu'une restriction alimentaire maternelle en début de
gestation provoquait une réponse plus importante de I'axe corticotrope chez les agnelles
issues de meéres restreintes mais pas chez les males (Gardner et al., 2006). Les capacités
d’apprentissage ont été réduites chez les males mais pas chez les femelles (Erhard et al.,
2004). Récemment, une étude chez le mouton a montré que la sécrétion d’insuline était
augmentée préférentiellement chez les agneaux males issus de méres restreintes en fin
de gestation et soumis a un régime obésogéne (Rhodes et al., 2009).
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Il semble que I'augmentation des hormones stéroidiennes au moment de la puberté
contribue fortement a révéler les différences entre animaux sous-nourris pendant la vie
foetale par rapport aux animaux témoins. Les interactions entre régime alimentaire
maternel pendant la gestation et sexe de la progéniture pourraient n’apparaitre qu’a la
puberté. Ceci expliquerait aussi pourquoi de nombreux effets d’une restriction
alimentaire in utero ne sont observés qu’a I'age adulte, et qu’aucune interaction entre le
sexe et le traitement n’ait été mise en évidence lors de la deuxieme expérimentation. Un
des mécanismes expliquant la différence des effets de la sous-nutrition pendant le
développement entre les sexes pourrait étre relié¢ a la sécrétion importante de
testostérone chez le male et d’cestrogenes chez la femelle. Il a été montré qu'une
insuffisance placentaire pendant la vie fecetale entrainait une hypertension et des
concentrations en testostérone tres élevées chez les males. La testostérone contribue a
I’hypertension probablement en mettant en jeu le systéme rénine-angiotensine (Grigore
et al., 2008). Chez la femelle, les cestrogénes auraient au contraire un effet protecteur
contre I'hypertension (Grigore et al., 2008). Cependant, il existe également de
nombreuses différences dans le développement des males et des femelles avant la
puberté. Chez ’humain, Les protéines exprimées dans les placentas et cordons ombilicaux
different selon le sexe du feetus (revue de Clifton, 2010). De plus, les foetus males et
femelles ne répondent pas de la méme fagcon a une perturbation du développement (pre-
éclampsie, asthme) (Clifton, 2010). Des expressions différentielles de génes selon le sexe
existent des le stade blastocyste chez le bovin, les chromosomes sexuels imposant la
régulation de I'expression des autosomes (Bermejo-Alvarez et al., 2010).

5.3.2. Effet de la taille de portée

Des différences de taille et de poids en fonction de la taille de portée ont été observées
chez nos chevreaux : les chevreaux de portée triple étaient plus petits que ceux de portée
double. Certains résultats sur le métabolisme allaient également dans le méme sens : la
glycémie des triples était inférieure a celle des doubles a 1 et 3 semaines et a 5 semaines
I'insulinémie tendait a étre inférieure (chapitre 3). Des études chez les ruminants mettent
en évidence des différences entre les animaux issus de portée simple et double mais peu
de données sont disponibles sur les portées triples, qui sont pourtant assez fréquemment
rencontrées chez les races de chéevres Saneen et Alpine, et certaines races ovines comme
les Romanov.

Alexander (1978) a montré qu’en fin de gestation, les brebis porteuses d’un agneau
simple avaient plus de tissu adipeux que les porteuses de jumeaux et le méme résultat a
été constaté chez leurs foetus : les simples avaient plus de tissu adipeux que les jumeaux.
En fin de gestation, chez les brebis, les concentrations en glucose et insuline étaient plus
faibles chez les foetus jumeaux par rapport aux simples et les foetus jumeaux étaient plus
petits et plus légers que les simples (Rumball et al., 2008). On trouve également des
différences au niveau des placentas. La taille du placenta est corrélée a la taille de portée
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(Konyali et al., 2007) et est donc plus faible chez les jumeaux que chez les simples
(Rumball et al., 2008). Les structures qui permettent les échanges gazeux et nutritifs entre
mere et foetus chez les ruminants, les placentomes, sont moins nombreux dans les
placentas de jumeaux que dans les placentas de simples (Rumball et al., 2008). La
morphologie des placentomes évolue au fur et a mesure de la gestation et les placentas
de jumeaux possedent moins de placentomes matures de type C et D que les simples
(Rumball et al., 2008). Cette particularité permettrait un meilleur passage des nutriments
en compensation de la taille réduite du placenta. De maniere générale, plus la taille de
portée augmente, plus le nombre de placentomes diminue mais leur taille augmente
(revue de Gootwine et al., 2007). Egalement, le flux sanguin utérin par feetus est diminué
dans les portées multiples par rapport aux portées simples (Gootwine et al., 2007). Enfin,
le fonctionnement de |'axe corticotrope serait altéré chez les jumeaux car les
concentrations plasmatiques foetales en ACTH et cortisol sont plus faibles ainsi que le pic
de cortisol précédant la mise-bas, par rapport aux portées simples (Gootwine et al.,
2007).

Interactions between sex and maternal feed restriction during gestation were observed in
one study but not in the other. Sex effects may appear only in adults, probably because of
increased steroid hormone secretion and because males and females produce different
hormones.

Our results in kids confirm that it is important to take litter size into account. Triplets
remained smaller than twins and glycaemia was lower in triplets than twins at 1 and 5
weeks of age. Insulin concentrations at 5 weeks of age tended to be lower in triplets than
twins.

6. PERSPECTIVES

6.1. Effets sur le foetus

Dans cette these, des informations ont manqué sur le développement du foetus et des
annexes pendant la restriction alimentaire des chévres. Nous avons montré que les
chevres restreintes mobilisaient plus leurs réserves que les témoins et perdaient du poids
pendant la restriction, mais nous ne connaissons pas les répercussions de ces effets sur la
physiologie et la morphologie foetale et placentaire. Il aurait été intéressant de savoir si la
diminution de la masse adipeuse abdominale observée chez le jeune chevreau issu de
mere restreinte en fin de gestation apparaissait des la vie feetale. Aujourd’hui, des
technologies pointues telles que I'échographie 3D permettent d'avoir des informations
trés précises sur le développement foetal et placentaire. Au laboratoire, I'utilisation de
I'échographie-doppler 3D quantitative vient d'étre validée pour la mesure de la perfusion
placentaire chez la brebis (Morel et al., 2010). Dans d'autres centres de recherches, I'lRM
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est maintenant utilisé pour obtenir des images des organes avec une précision proche de
I'histologie. A I'avenir, ces méthodes pourront peut-étre étre utilisées dans des
expérimentations telles que celles présentées ici et nous permettre de mieux
appréhender l'impact de la restriction maternelle au niveau de I'unité foeto-placentaire.

In the present work, no information on the development of the feto-placental unit could
be obtained. The recent purchase and validation in our laboratory of the latest generation
three-dimensional Doppler equipment will allow us to precisely measure feetal growth
and placental perfusion in future work.

6.2. Alimentation et comportement alimentaire

Il serait intéressant de voir si, comme cela a été constaté chez les rats, la modification des
quantités ingérées due a la restriction alimentaire maternelle en gestation, constatée
dans notre expérience, est associée a des modifications de sécrétion des neuropeptides
régulateurs de la faim et la satiété. La mise en paralleéle de I’expression des neuropeptides
hypothalamiques régulateurs de la prise alimentaire et de la prise alimentaire elle-méme
suite a une restriction alimentaire maternelle en gestation a rarement été faite chez les
ruminants.

Il pourrait étre envisagé de différencier les conséquences directes et indirectes de la
restriction alimentaire maternelle, en faisant par exemple des adoptions croisées. Le
protocole comprendrait 4 groupes d’animaux selon les conditions de vie intra-utérines
(mere restreinte ou témoin) et postnatales (femelle allaitante restreinte ou témoin). L'un
des possibles mécanismes de la programmation foetale serait qu’un décalage entre
I’environnement ante- et postnatal provoquerait un développement altéré des animaux
(predictive adaptative response) (Gluckman et Hanson, 2004). Ceci suggérerait que les
chevreaux issus d’une mere restreinte avec une restriction alimentaire pendant la vie
postnatale ainsi que les chevreaux issus de méres témoins recevant un régime postnatal
témoin n’auraient pas un développement altéré, contrairement aux deux autres groupes.
Ce résultat a été observé chez le mouton suite a une restriction en début de gestation :
seuls les groupes n’ayant pas eu le méme niveau d’apport énergétique in utero et apres la
naissance présentaient un fonctionnement du systeme cardiovasculaire altéré (Cleal et
al., 2007). Cependant, les résultats étaient probablement biaisés du fait du déséquilibre
important entre agneaux de portées simples et doubles entre les traitements (plus de
jumeaux que de simples chez les agneaux issus de meres restreintes) comme I'ont noté
Symonds et ses coauteurs (Symonds et Budge, 2009).

Pour mettre plus en évidence des modifications physiologiques et comportementales
entre des chevreaux issus de meres restreintes et ceux issus de meres témoins, la
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création d’une rupture plus importante entre I'environnement in utero et apres la
naissance pourrait étre intéressante a mettre en place, avec notamment |'utilisation d’un
aliment d’allaitement plus riche en lipides. Les expériences chez les rongeurs ont montré
des modifications dans les consommations d’aliment chez les femelles issues de meres
restreintes en gestation. Elles préféraient les régimes riches en graisse et en
consommaient plus que les témoins si leur mére avait été restreinte pendant toute la
gestation (Bellinger et al., 2004). Si leur mere avait été restreinte seulement en début,
milieu ou fin de gestation, les femelles consommaient moins de régime riche en graisse
lorsqu’elles avaient le choix (Bellinger et Langley-Evans, 2005). Lorsqu’un régime classique
était imposé, les femelles issues de femelles restreintes en fin ou sur la totalité de la
gestation mangeaient moins que les témoins. Les males issus de femelles restreintes en
milieu de gestation mangeaient plus que les témoins (Bellinger et al., 2006).

Une autre hypotheése a vérifier, qui rejoint la proposition précédente consiste a penser
gue seules des conditions dites obésogenes entraineraient une insulino-résistance suite a
la restriction maternelle pendant la gestation.

Studies on both neuropeptide expression in hypothalamus and feeding behaviour are rare
in ruminants.

It would be interesting to differentiate and characterize the direct and indirect effects of
maternal feed restriction with cross-fostering for example. Variations in the composition
of the postnatal diet could exacerbate the effects of maternal feed restriction.

6.3. Performances zootechniques

Les modifications de la production laitiere n’ont pas été étudiées dans nos expériences
mais il a été montré que la production laitiere était diminuée dans des études de
restriction alimentaire en fin de gestation et en début de lactation (Celi et al., 2008) ou
bien en fin de gestation uniquement (Tygesen et al., 2008) chez la chévre. Les taux
protéiques et butyreux et la concentration en lactose du lait ne semblent pas modifiés
chez la chévre (Celi et al., 2008). En revanche, une étude chez la brebis a montré une
baisse de la quantité de colostrum produite et de la concentration en lactose du
colostrum, probablement dues a la baisse de concentration en glucose plasmatique des
brebis restreintes (70% des besoins couverts les 2 derniers mois de gestation) (Banchero
etal., 2006).

Physiologiquement, la concentration plasmatique en progestérone chute fortement en fin
de gestation (Delouis et Richard, 1991). Cette chute est essentielle pour la production de
lactose et donc pour l'initiation de la lactation. Chez les brebis restreintes, Banchero et al.
n‘ont pas observé cette chute, alors qu’elle a été observée chez les témoins,
probablement car les concentrations en progestérone observées en fin de gestation chez
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les brebis restreintes étaient déja basses par rapport a celles chez les témoins.
L'augmentation de la concentration en prolactine est également essentielle pour la
synthése des composants du lait (Delouis et Richard, 1991) et sa concentration est
diminuée en fin de gestation par la restriction alimentaire (Banchero et al., 2006). De
plus, l'insuline stimule la sécrétion d’IGF-1. Ces deux hormones sont impliquées dans le
développement des mamelles et la galactopoiése. Or, dans le cas d’une restriction
alimentaire, les concentrations en insuline sont diminuées (Banchero et al., 2006). Nous
avons également constaté une diminution de la glycémie et de l'insulinémie chez nos
chevres restreintes. Il serait donc intéressant d’étudier les conséquences de la restriction
alimentaire sur leur production laitiére a court et probablement a moyen terme.

Une baisse de production de colostrum chez les femelles restreintes en fin de gestation
(Banchero et al., 2006) pourrait également compromettre la survie des jeunes. En effet, la
protection immunitaire du nouveau-né est dépendante du transfert passif des
immunoglobulines via le colostrum. Ce transfert passif d'immunité défectueux peut
également résulter de la diminution de la vigueur constatée chez des nouveau-nés issus
de femelles restreintes (Terrazas et al., 2009). Les effets d’une restriction maternelle sur
le développement de I'immunité ont treés peu été étudiés chez les ruminants (revue d’
Ashworth et al., 2009). Des études complétementaires pourraient étre envisagées en
relation avec les conséquences d’une sous-nutrition sur la qualité et quantité de
colostrum, ainsi que sur les conséquences sur le transfert passif a la progéniture.

Les effets sur la reproduction de la progéniture représentent un enjeu important pour
I’élevage. La plupart des auteurs se sont intéressés au début de la gestation (revue de
Chavatte-Palmer et al., 2008a), mais quelques travaux se sont intéressés a la fin de
gestation et rapportent les effets d’une restriction en fin de gestation (65-110 jours de
gestation) sur le développement des ovaires, en particulier des follicules ovariens chez les
foetus ovins (Rae et al., 2001). Chez les foetus males, cette restriction maternelle en fin de
gestation n’a pas affecté la taille des testicules ou la concentration de testostérone (Rae
et al.,, 2002). La période critique de développement, durant laquelle une perturbation
aurait des conséquences sur la reproduction des femelles, serait entre 30-35 et 110 jours
de gestation. Au-dela, la folliculogénese est terminée et le nombre de follicules ovariens
est fixé (Rhind et al., 2001). Chez les males la période critique est moins bien délimitée
puisque |'appareil reproducteur se développe en début de gestation (30-35 jours) et les
cellules de Sertoli continuent a se multiplier jusqu’a environ 8 semaines apres la
naissance chez I'agneau (Rhind et al., 2001). Cependant, I'axe hypothalamo-hypophysaire
est impliqué dans la régulation de la reproduction et la maturation de cet axe a lieu en fin
de gestation chez le mouton (Matthews et Challis, 1996). Une restriction en fin de
gestation pourrait probablement avoir des conséquences sur la reproduction.

A la puberté, les hormones sexuelles augmentent dans la circulation sanguine. Ces
hormones expliquent en partie |'effet sexe observé chez les adultes. Il serait donc
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intéressant de comparer males et femelles au moment ou juste apres la puberté. De plus,
les circuits de régulation de la reproduction, et ceux de la prise alimentaire ou plus
généralement de la balance énergétique, ont des éléments communs et interagissent. Les
structures cérébrales comme [I’'hypothalamus et les noyaux du tronc cérébral
interviennent dans les deux systemes (Qi et al., 2008). Les études réalisées chez ’lhumain
et les rongeurs ont montré une baisse d’ingestion pendant la période autour de
I'ovulation (revue d’ Asarian et Geary, 2006). Les mécanismes précis sont encore
inconnus, mais il semblerait que les variations d’ingestion au cours du cycle chez la
femelle soient dues a I'action de I'cestradiol soit directement au niveau du cerveau soit
via des peptides ou des hormones tels que la CCK, l'insuline, la ghréline et la leptine
(revue d’Asarian et Geary, 2006). Chez les rats, I'cestradiol n’a un effet inhibiteur sur la
prise alimentaire qu’apres la puberté (revue d’Asarian et Geary, 2006). Une étude sur les
interactions entre sexe de la progéniture et restriction maternelle en gestation sur des
animaux adultes apporterait des informations intéressantes. Un travail sur les
interactions entre reproduction, comportement alimentaire et neurophysiologie de
I’hypothalamus suite a la restriction alimentaire maternelle serait original.

Maternal feed restriction in late-pregnancy can have a negative effect on reproduction.
The amount of milk and colostrum produced and the concentrations of hormones
involved in lactation were affected in some studies in goats and sheep. This may have
negative consequences on the passive immunisation of offspring at birth and therefore
their survival. Moreover, maternal feed restriction can impair offspring vigour and
therefore may decrease colostrum intake and passive immunity. However, offspring
immunity after maternal feed restriction has rarely been investigated in ruminants.

Reproduction may be impaired both in males and females. Maternal feed restriction in
mid-late-pregnancy resulted in impaired ovary development but had no effect in males.
Effects of maternal restriction during late-pregnancy on reproduction in offspring have
rarely been studied.

Sex hormones increase at puberty revealing sex differences in behaviour and physiology
of offspring born to feed restricted dams. Moreover, brain structures regulating intake
(including the hypothalamus) are also involved in regulation of reproduction. It would be
interesting to investigate sexual physiology differences in kids born to feed restricted
goats in parallel with the hypothalamic changes and feed intake as a result of maternal
feed restriction.
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7. CONCLUSIONS

Les expériences de cette thése ont d’abord permis d’approfondir les connaissances sur les
effets d’une restriction alimentaire chez la femelle en gestation. En effet, les travaux de la
littérature portent surtout sur la descendance. Les conséquences comportementales
d’une restriction alimentaire étaient peu connues jusqu’a maintenant.

A cout terme, la restriction maternelle a eu peu d’influence sur le jeune. A part une
diminution de la taille et du poids de naissance qui ont rapidement disparu, aucune
modification durable du métabolisme et du comportement alimentaire n’a été observée.
Les tests ponctuels de réaction suite a un stress (épreuves de I'environnement et de
I'objet nouveau, épreuve de vitesse d’ingestion en situation stressante) n’ont pas révélé
de différences entre les animaux issus de chevres restreintes et les témoins.

A plus long terme, sur 2 ans, il apparait que les femelles issues de meres restreintes
restent plus légeéres et ont un état corporel inférieur par rapport aux témoins. Bien
gu’aucun effet n’ait été observé sur le métabolisme et sur la réactivité émotionnelle en
situation d’isolement et de nouveauté, la réactivité de I'axe corticotrope suite a un stress
mimé par 'injection d’ACTH a été modifiée : la sécrétion de cortisol a augmenté chez les
animaux issus de meres restreintes. Une augmentation modérée mais durable des
guantités ingérées a été constatée chez les animaux issus de meres restreintes. Ces
expériences confirment donc que les effets de la restriction maternelle en gestation sont
majoritairement visibles a I’dge adulte chez la descendance.

Il reste des questions quant aux mécanismes mis en jeu. Par exemple, concernant le
comportement alimentaire, aucune étude chez le ruminant (3 notre connaissance) n’a
pris en compte a la fois les modifications comportementales et des systemes de
régulation de la prise alimentaire. Est-ce que I"'augmentation d’ingestion constatée chez
les chévres issues de chevres restreintes en gestation est liée a une augmentation de la
taille du tractus digestif ? A une augmentation de I'expression des peptides orexigénes et
une diminution des peptides anorexigenes ?

Des questions demeurent sur les effets de différents régimes en période postnatale suite
a la restriction alimentaire maternelle en gestation. Est-ce que certains régimes
exacerbent ou au contraire diminuent les différences observées entre les animaux issus
de meres restreintes et les témoins ?

Cette theése a apporté des informations pratiques pour I’élevage et I'expérimentation, et a
amélioré les connaissances sur les effets d’une restriction alimentaire chez les caprins et
leur descendance. Conformément aux résultats obtenus chez d’autres espéces, seuls
guelques effets sont visibles a la naissance, les effets étant plutot visibles a I’age adulte.
Aujourd’hui, il manque d’une part des expériences qui recherchent les mécanismes
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responsables de ces modifications et d’autre part des expériences qui caractérisent les
paramétres qui influencent ces modifications.

This Ph.D. has provided more information on the practical consequences of feed restriction in
the last third of gestation on metabolism and behaviour of goats and their offspring. A few
small effects have been found in young kids but larger long-term effects are seen mainly in
adult females born to feed restricted goats. More research is needed on factors modulating
these effects (postnatal diet for example) and the underlying mechanisms.
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Annexe 1 : Expérience réalisée en préparation de la thése (2007). Présentation au GDR
d’éthologie les 15 et 16 mai 2008 a Villetaneuse, France

Comportement alimentaire de chevreaux il INRAL

s e L,
eleves artificiellement YoroParisTech
LAPORTE B., DUVAUX-PONTER C., ROUSSEL S. SN

UMR INRA -AgroParisTech Physiologie de la Nutrition et Alimentation, 16 rue Claude Bernard 75005 Paris

Introduction

L’allaitement artificiel en élevage est une pratique courante, notamment utilisée pourl’engraissement des
animaux (par exemple, les chevreaux)et pour I'élevage des jeunes qui serviront pourle renouvellement. Bien
quelingestion conditionne fortement la croissance, peu d’études se sont penchées sur le comportement
alimentaire des jeunes en allaitement artificiel.

Lebut de cette étude est de caractériser le comportement de tétée de chevreaux élevés artificiellement, de

décrirel’évolution de leur rythme de tétée et d’étudier unlien éventuel entre le poids et les comportements de
tétée.

Matériel et Méthodes Nombre de tétées entre7h et19hen fonction
du choix de l'intervalle de temps entre le
lacheretlareprise d'une tétine

Le comportement alimentaire de 31 chevreaux maéles derace
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unintervalle de 1 minute.
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aléatoire pour les chevreaux
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Conclusion

Le comportement alimentaire des chevreaux ne semble pas dépendre de leur poids vif. Par contre, le
comportement alimentaireévolue fortement avecl’age. En effet, en grandissant les animaux tetent moins
souvent et moins longtemps. On constate également un changement dans la répartition des tétées sur la
journée: a5 semaines les tétées se concentrent en milieu de matinée et fin d’apres-midi. Ce rythme est
probablement calé sur le rythme d’activité dela chévrerie.

Sachant que l’écart de poids entre les animaux demeure a5 semaines, ces données montrent qu'un allotement
par age est préférable a un allotement par poids.
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Annexe 2 : Détails sur la régulation centrale de la prise alimentaire

Les messages nerveux et hormonaux, mis en jeu lors de l'ingestion, sont intégrés au
niveau du systéme nerveux central, directement dans I’hypothalamus ou via des noyaux
du tronc cérébral. Les informations sensorielles provenant des mécano- et
chemorécepteurs du tractus digestif et des visceéres abdominaux sont acheminées via le
nerf vague jusqu’au tronc cérébral.

Chez 'homme et les rongeurs, il a été montré qu’au niveau du tronc cérébral, c’est le
noyau du tractus solitaire (NTS) qui recoit les informations sensorielles via les afférences
vagales (Schwartz et al., 2000). L'importance de ce noyau n’a pas été montrée chez les
ruminants mais il est probable qu’il soit impliqué dans la régulation de la prise alimentaire
ainsi que d’autres noyaux encéphaliques (Forbes, 1996). Le noyau parabrachial (PBN), qui
appartient également au tronc cérébral, envoie des afférences aux noyaux
hypothalamiques (ARC et VMH) et possede des récepteurs a la leptine, lui conférant
probablement un role dans la régulation de la prise alimentaire (Qi et al., 2008). Le PBN a
un réle connu dans la régulation de la prise d’eau et de sodium. Il possede des récepteurs
aux estrogenes et fait donc probablement partie des circuits de régulation de la
reproduction (Qi et al., 2008). Les noyaux du tronc cérébral relaient les informations
sensorielles a I'hypothalamus, principale structure cérébrale régulatrice de la prise
alimentaire et de la balance énergétique (Baile et Della-Fera, 1981). Celui-ci integre ces
informations sensorielles ainsi que des informations provenant du cortex et du systeme
limbique (systeme impliqué dans les émotions) qui jouent un role dans le déclenchement
de la faim et de la satiété. L’hypothalamus est situé a la base du diencéphale, il est limité
par le chiasma optique a I'avant, par le mésencéphale a I'arriére et se trouve au-dessous
du thalamus (figure 6). Il est constitué de plusieurs noyaux dont certains ont un réle dans
la régulation de la prise alimentaire (figure 6).

Ces noyaux sont interconnectés et les connexions trouvées chez les rongeurs n’ont pas
toutes été retrouvées chez les ovins (Figure 13) (Qi et al., 2008). Les neurones de ces
noyaux, des autres noyaux hypothalamiques et de régions extra-hypothalamiques,
expriment des neuropeptides orexigenes, qui stimulent la prise alimentaire, et
anorexigenes, qui l'inhibent (Figure 13) (Chaillou et Tillet, 2005). Ces neuropeptides ne
seraient pas seulement impliqués dans la régulation du comportement alimentaire mais
aussi notamment dans la régulation de la fonction de reproduction (Qi et al., 2008).
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Figure 6 : Schéma du cerveau humain et situation de I’hypothalamus. Dans I'encart sont

détaillés les noyaux hypothalamiques ayant un role dans la prise alimentaire. D’aprés le site

http://www.servier.fr
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Figure 13

Liaisons importantes chez le mouton,
existant aussi chez le rat

Liaisons faibles chez le mouton,
existant aussi chez le rat

Liaisons existant chez le rat mais non
cartographiées chez les ovins

Neurones a neuropeptides anorexigenes
Neurones a neuropeptides orexigenes

Neurones a neuropeptides dont I'effet
estinconnu

Connexions entre les noyaux de I'hypothalamus impliqués dans le

comportement alimentaire. Description des liaisons existant chez le rat et chez le

mouton. Pour chaque noyau les neuropeptides exprimés chez le mouton sont précisés

ainsi que leur réle dans la régulation de la prise alimentaire. AgRP = Agouti-related peptide,

o-MSH = alpha-melanocyte-stimulating hormone, B-end = beta-endorphine, CART = cocaine-
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amphetamine regulated transcript, CCK = cholécystokinine, CRH = corticotropin releasing
hormone, ENK = enképhalines, MCH = melanin-concentrating hormone, NPY = neuropeptide Y,
ORX = orexines, POMC = pro-opiomelanocortine et somato. = somatostatine.

Les noyaux : LHA = aire hypothalamique latérale, PVN = noyau paraventriculaire, DMH = noyau
dorsomédian, VMH = noyau ventromedian, ARC = noyau arqué. D’aprés Henry et al. (2003), Chaillou
et Tillet (2005) et Qi et al. (2008).

L’aire hypothalamique latérale (LHA) est impliquée dans le processus de faim et
responsable de l'initiation de la prise alimentaire (Baile et Della-Fera, 1981). Chez les
ovins, des neurones orexigéniques qui expriment la melanin-concentrating hormone
(MCH) et d’autres neurones qui expriment des orexines (ORX) sont observés dans cette
zone (Chaillou et Tillet, 2005). D’autres neurones de LHA expriment des enképhalines
(ENK), dont le réle est encore mal connu, bien qu'on sache que leur action orexigéne ou
anorexigene dépend du noyau hypothalamique ou elles sont exprimées (Chaillou et Tillet,
2005). L'aire ventrale possede également des récepteurs a I'alpha-melanocyte-stimulating
hormone (a-MSH ou hormone mélanotrope), les melanocortin receptor-3 (MC3-R) et -4
(MCA4-R) (Chaillou et Tillet, 2005). L’hormone mélanotrope a un rdle inhibiteur de la prise
alimentaire chez le rat mais son role chez les ovins n’est pas connu (Chaillou et Tillet,
2005).

Le noyau paraventriculaire (PVN), comme son nom l'indique, se dispose de part et
d’autre du 3™

alimentaire, activité sympathique, sécrétion des hormones hypophysaires et homéostasie

ventricule. Il joue un rbéle dans de nombreuses fonctions: prise

cardiovasculaire. Il envoie des projections neurales sur le systéme limbique et le tronc
cérébral (Qi et al., 2008) et possede des neurones qui expriment la corticotropin releasing
hormone (CRH), la cocaine-amphetamine regulated transcript (CART) et la somatostatine,
inhibiteurs de la prise alimentaire chez le mouton (Chaillou et Tillet, 2005). Il possede
également des neurones orexigéniques a neuropeptide Y (NPY), d’autres a ENK et des
neurones a beta-endorphine (B-end) dont le role n’est pas connu (Chaillou et Tillet, 2005).
Le PVN possede également des MC3-R et MC4-R (Chaillou et Tillet, 2005).

Le noyau dorsomédian (DMH) exprime les récepteurs a la leptine et pourrait également
étre sensible a la ghréline, mais son role exact reste a définir (Qi et al., 2008). Il contient
des neurones orexigéniques a ORX, a NPY, des neurones a ENK et des neurones
anorexigenes a CART et a cholécystokinine (CCK) (Chaillou et Tillet, 2005). Le DMH
posséde également des MC3-R et MC4-R (Chaillou et Tillet, 2005).

Le noyau ventromedian (VMH) a un effet inhibiteur sur la prise alimentaire et est
impliqué dans la satiété (Baile et Della-Fera, 1981), dont il a longtemps été considéré
comme le centre régulateur (Qi et al., 2008). Il pourrait également étre impliqué dans la
régulation de la reproduction, possédant des récepteurs aux stéroides (Qi et al., 2008). Il
regoit les informations périphériques puisque les distensions gastriques augmentent la
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fréquence de décharge de ses neurones et inhibent celle des neurones de LHA (Forbes,
1996). Il posséde aussi des récepteurs a l'insuline, a la leptine et a la ghréline mais en
guantité moins importante que dans I’ARC (Qi et al., 2008), ainsi que des MC3-R et MC4-R
(Chaillou et Tillet, 2005). Enfin, il contient des neurones oréxigéniques a ENK et des
neurones anorexigéniques a CCK (Chaillou et Tillet, 2005).

Le noyau arqué (ARC), est situé sous le VMH, a proximité de la barriere hémato-
encéphalique, ce qui lui permet de recevoir des informations périphériques. En effet, chez
le ruminant, comme chez les rongeurs et chez ’homme, la présence de récepteurs a la
ghréline (Kurose et al., 2005) et a la leptine (Clarke et al., 2001a) dans I'ARC a été
démontrée. Au contraire des rongeurs, la distribution des récepteurs a l'insuline dans le
cerveau n’a pas été décrite chez les ruminants (Chaillou et Tillet, 2005), mais leur
présence a été observée dans I’ARC du feetus ovin en fin de gestation (Adam et al., 2008).
Le noyau arqué possede deux types de neurones impliqués dans la régulation du
comportement alimentaire. D’une part, les neurones orexigéniques expriment le NPY et
I’Agouti-related peptide (AgRP). D’autre part, les neurones anorexigéniques expriment la
pro-opiomelanocortine (POMC) et CART et inhibent la prise alimentaire (Chaillou et Tillet,
2005). L’ARC posséde également des MC3-R et MC4-R et I'a-MSH, dont POMC est le
précurseur, a été trouvée dans ce noyau (Chaillou et Tillet, 2005). De plus, comme le
VMH, ce noyau ferait partie des circuits de régulation de la reproduction, lui aussi
possédant des récepteurs aux stéroides (Qi et al., 2008). L’ARC et le VMH seraient
également régulés par le systeme limbique (Qi et al., 2008).
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Effets d’une restriction alimentaire pendant le dernier tiers de la gestation des chévres
sur le développement du comportement alimentaire de leur progéniture

Un déficit énergétique en fin de gestation peut avoir des conséquences pathologiques
pour la mere. De plus, la croissance et le métabolisme foetaux peuvent étre altérés,
entrainant des adaptations physiologiques irréversibles chez la descendance. On parle
alors de programmation foetale.

Chez des chevres, une restriction alimentaire pendant le dernier tiers de gestation a
entrainé une diminution de leur prise de poids et une augmentation de la mobilisation de
leurs réserves corporelles et du temps passé a chercher leur nourriture.

Entre la naissance et 10 semaines, le métabolisme des chevreaux issus des chévres
restreintes a été peu modifié. Ces chevreaux, plus petits et plus Iégers a la naissance, ont
rattrapé leur retard de croissance dés la semaine suivante mais étaient moins gras que les
témoins. Aucune modification de leur comportement alimentaire et de leur réactivité
émotionnelle n’a été observée. Une interaction entre le sexe de la progéniture et la
restriction maternelle n’a pas été systématiquement démontrée.

Sur une période de deux ans, les femelles issues des chevres restreintes sont restées plus
légéres et avaient un état corporel réduit par rapport aux témoins. La réactivité de leur
axe corticotrope était augmentée, sans modification de leur réactivité émotionnelle. A 12
et 21 mois, leur ingestion spontanée était plus élevée que celle des animaux témoins.

Les effets d’une restriction maternelle pendant la gestation observés a la naissance chez
les jeunes chevreaux disparaissent rapidement. Des modifications du comportement
alimentaire apparaissent cependant a I’dge adulte.

Mots clés : sous-nutrition, comportement alimentaire, chevreau, programmation foetale

Effects of maternal feed restriction during the last third of pregnancy in goats on
feeding behaviour development in offspring

Negative energy balance in late-pregnancy can cause pathological problems to the dams.
Moreover, foetal growth and metabolism can be impaired, resulting in permanent
physiological adaptations in the offspring. This is called foetal programming.

In goats, feed restriction during the last third of pregnancy reduced weight gain,
increased body reserve mobilization and increased the time they spent looking for feed.
Between birth and 10 weeks of age, the metabolism of kids born to feed-restricted dams
was only slightly modified. Although smaller and lighter at birth, they caught up the first
week after birth but their adipose tissue mass was lower than controls. Feeding behaviour
and emotional reactivity were not modified. An interaction between offspring sex and
maternal feed restriction was not systematically demonstrated.

Over two years of age, female kids born to feed restricted dams remained lighter and had
a lower body condition score than controls. The reactivity of their HPA axis was increased
while their emotional reactivity was not modified. At 12 and 21 months of age,
spontaneous feed intake was increased compared to controls.

The effects of maternal feed restriction during pregnancy observed in new-born kids
quickly disappeared. However, feeding behaviour was modified at adult age.

Keywords: undernutrition, feeding behaviour, goat kid, foetal programming



