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Résumé

Contexte de [’étude

Dans les systemes d’¢levages de petits ruminants, le développement de méthodes durables
pour faire face aux contraintes de la saisonnalit¢ de la reproduction nécessite une bonne
compréhension des facteurs génétiques et environnementaux qui dirigent son expression. La
nutrition est indiscutablement un de ces principaux facteurs. Relativement peu d’études ont
identifi¢ ses effets et mécanismes sous-jacents dans I’expression de la saisonnalité des petits

ruminants et des techniques visant a contrdler ce caractere.

Considérant cela, ces travaux de these ont été engagés. Leur objectif final était de contribuer a
définir la nutrition comme un levier majeur dans la maitrise de la reproduction de systémes
d’¢levages ovins durables. Au cours de ces travaux, 1’é¢tude des effets de la nutrition a été
réalisée par le maintien a long terme des animaux dans deux états d’engraissement différents

(faible vs. moyen).
Méthodes
Nos travaux se sont organisés en trois parties distinctes :

- Au cours de la premicre partie, nous avons mis en €vidence des effets de 1’¢tat
d’engraissement sur les profils saisonniers d’activité ovarienne des brebis lle-de-France et
Meérinos d’Arles, ainsi que sur les profils saisonniers d’activité neuroendocrinienne des brebis

{le-de-France.

- Au cours de la deuxiéme partie, en supposant que les effets de la nutrition pouvaient se
transmettre sur 1’activité de I’horloge circadienne principale, nous avons suivi le rythme
endogéne de sécrétion de mélatonine en fonction de 1’état d’engraissement de brebis Ile-de-
France. De plus, I’injection centrale d’activateurs de 1’Adénosine MonoPhosphate Kinase
(AMPK) devait permettre de vérifier I’implication de cette enzyme dans la transmission des

effets de la nutrition sur le rythme de sécrétion endogene de mélatonine chez cette méme race.

- Au cours de la troisiéme partie, nous avons ¢tudié les effets de 1’état d’engraissement
de brebis Ile-de-France dans la variabilité de leur réponse a deux techniques visant a maitriser
la saisonnalité de leur reproduction : I'utilisation d’implants de mélatonine et 1’effet male,

tous deux réalisés en fin de saison d’anoestrus pour cette race.




Résultats

Premiére partie. Les résultats de ces travaux révelent des traits caractéristiques des effets de
I’état d’engraissement sur les profils saisonniers d’activité ovarienne des brebis, généralisable
a I’ensemble de I’espece. Ainsi 1’état d’engraissement a un important effet modulateur du
moment des transitions saisonniéres reproductives mais n’affecte ni la période du rythme
reproductif, ni la capacité des brebis a exprimer une saison de reproduction. Des effets
similaires de 1’état d’engraissement sont observés sur les profils saisonniers d’activité
neuroendocrinienne des brebis Ile-de-France, suggérant que la nutrition agit principalement au
niveau central pour moduler la sensibilit¢ de [’axe hypothalamo-hypophysaire au

rétrocontrdle cestrogénique.

Deuxiéme partie. Les travaux abordant les effets de I’état d’engraissement ou de 1’activation
centrale de ’AMPK sur le rythme endogeéne de sécrétion de mélatonine, n’identifient pas
I’horloge circadienne principale des noyaux suprachiasmatiques comme un lieu d’intégration
de la nutrition. En revanche, ces travaux mettent en évidence un effet de [1’état
d’engraissement ainsi que de [1’activation centrale de I’AMPK dans les noyaux
paraventriculaires sur [I’amplitude du rythme journalier et endogeéne de sécrétion de

mélatonine chez la brebis.

Troisiéme partie. Aussi bien lors de 'utilisation d’implants de mélatonine que lors de la
réalisation d’un effet male, 1’état d’engraissement des brebis a eu un effet important dans la
variabilité de leur réponse. Concernant les implants de mélatonine, cette variabilité tenait
probablement a un défaut d’interprétation de la stimulation lorsque 1’état d’engraissement des
animaux descendait au-dessous d’un seuil critique. Quant a la réponse a I’effet male, la
variabilité liée a 1’état d’engraissement des brebis consistait essentiellement en une chute de

I’intensité de la réponse hypophysaire et ovarienne associée a un faible état d’engraissement.
Conclusion

En conclusion, les effets statiques de la nutrition sont capables de moduler le moment des
transitions saisonnieres reproductives naturelles ou provoquées. L’implication de la chute de
I’amplitude du rythme de sécrétion de mélatonine dans ce phénomene reste a démontrer. Le
pilotage de 1’état d’engraissement apparait étre un facteur majeur a considérer pour le
développement de méthodes durables du contrdle de la saisonnalité et de I’amélioration des

performances reproductives des systemes d’¢élevage ovins.




Abstract

Background

In small ruminant breeding systems, the development of sustainable methods to manage the
constraints of the seasonality of reproduction, requires an understanding of the genetic and
environmental factors which shape its expression. Nutrition is one of these main factors. The
effects of nutrition and its underlying mechanisms on the expression of seasonality and on the

techniques to control seasonality are poorly understood.

Considering this, we have conducted a series of experiments; their main objective was to
identify nutrition as a major and sustainable lever in the control of reproduction in sheep
breeding systems. The effects of nutrition were studied by maintaining the animals in two

different body conditions (low vs. medium), over a long period.
Methods
These experiments were organized in three distinct parts:

- In the first part, we analyzed the effects of body condition on the seasonal patterns of
ovarian activity in the Ile-de-France and Mérinos d’Arles breeds of sheep, as well as on the

seasonal patterns of neuroendocrine activity in the Ile-de-France breed.

- In the second part, taking into consideration that the master circadian clock is a
putative center for the integration of the effects of nutrition, we monitored and compared the
endogenous rhythm of melatonin secretion in the Ile-de-France breed, between nutritional
groups. Furthermore, in order to determine the implication of the Adenosine MonoPhosphate-
activated protein Kinase (AMPK) system in these effects of nutrition, we also performed
intracerebroventricular injections of two AMPK activators and monitored the endogenous

rhythm of melatonin secretion in the same breed.

- In the third part, we studied the effects of body condition on two techniques aimed at
controlling the seasonal reproductive patterns: the use of implants of melatonin and a male

effect, both performed in the late anestrus season of the Ile-de-France breed.




Results

Part one. In this part of the study, the main features of the effects of nutrition on the seasonal
reproductive patterns were established and extended to the whole sheep specie. Body
condition was found to be a potent factor that modulated the timing of each seasonal
reproductive transition. However, it did not alter the period of the reproductive rhythm nor did
it affect the ability of sheep to express a reproductive season. Body condition affected the
seasonal pattern of neuroendocrine activity in a similar manner in the Ile-de-France breed,
suggesting that nutrition is mainly integrated at the central level to modulate the sensitivity of

the hypothalamo-pituitary axis to the estrogen feedback.

Part two. Body condition or the central activation of the AMPK system did not alter the
circadian clockwork of the suprachiasmatic nucleus. However, both body condition and the
central activation of AMPK in the paraventricular nucleus, had similar effects on the

amplitude of the endogenous and daily rhythm of melatonin secretion.

Part three. Body condition was a major cause of variability in the reproductive response of
sheep to both the use of melatonin implants and the male effect. With regard to melatonin
implants, this variability originated from a lack of interpretation of the stimulation when the
body condition of the animals fell below a critical threshold. In response to a ram effect, a
lower body condition was associated with a drop in the intensity of both the pituitary and

ovarian responses.
Conclusion

To conclude, the static effects of nutrition modulate the timing of natural or artificially-
induced seasonal reproductive transitions. Whether the amplitude of the rhythm of melatonin

secretion is involved in this phenomenon remains to be determined.

The precise management of body condition appears to be a major factor in the development of
sustainable methods to control the seasonality of reproduction and improve reproductive

performance, in sheep breeding systems.
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Introduction générale

Le secteur de 1’¢levage pris dans son ensemble contribue significativement a la compétitivité
économique de I’Europe ainsi qu’au maintien et au développement de sa diversité sociale et
territoriale. Dans cette dynamique générale 1’élevage ovin montre certaines faiblesses
principalement liées a un faible niveau de rentabilité, un manque de main d’ceuvre et une
chute de la demande. En conséquence, et depuis plus d’une dizaine d’années, le cheptel ovin
européen est en constante diminution. D’un autre co6té¢ le marché mondial des produits
d’origine animale et destinés a l’alimentation humaine subi de nombreux changements
principalement du fait d’une perspective d’augmentation de la demande (notamment en
provenance des pays émergents) associée a un souci actuel et croissant de moyens de
production respectueux de I’environnement et du bien-&tre de 1’animal. Ainsi la pérennité des
systémes d’¢élevage va étre étroitement associée a leur durabilité, c’est-a-dire leur capacité a
trouver un équilibre entre productivité et réduction des impacts sur I’environnement et le bien-

étre des animaux a un niveau acceptable (OCDE/FAOQO, 2012).

Cette problématique représente une opportunité majeure pour le développement des systémes
d’¢levage des ruminants tenant essentiellement a leur fort potentiel adaptatif (Blanc et al.,
2010). Ces derniers disposent en effet d’atouts non négligeables afin de conjuguer
performances socio-économiques et environnementales ; il s’agit notamment d’une forte
résilience vis-a-vis des aléas environnementaux et d’une bonne efficience pour la valorisation
des intrants et des territoires pastoraux (Oltjen et Beckett, 1996). En vue d’exploiter
pleinement cette opportunité les différents instituts européens de la recherche agronomique
s’organisent en développant de concert des méthodes capables de satisfaire les demandes de la

société, des €leveurs et des consommateurs (Bocquier et Gonzalez-Garcia, 2010).

C’est dans cet objectif qu’a été attribuée la chaire d’excellence du programme européen
Marie-Curie au Pr. Scaramuzzi qui a permis de financer les travaux de recherche présentés
dans ce manuscrit et dont le programme général était d’établir un centre de formation et de
recherche pour [’étude des méthodes de maitrise de la reproduction sans hormones chez les
ruminants, respectueuses de l’environnement et du bien-étre animal. Ces travaux s’inscrivent
dans le cadre plus global des priorités scientifiques du département de Physiologie Animale et

Systémes d’Elevage (PHASE) de I'INRA dont les moyens de recherche s’orientent
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définitivement dans la conception et I’évaluation de systemes d’élevages durables. La ligne de
conduite engagée vise a intégrer les concepts d’agroécologie et d’écologie industrielle dans le
domaine de 1’¢levage (Dumont et al., 2012) et sa réussite dépendra en grande partie de la
compréhension des deux systémes interdépendants que représentent i) 1’animal en fant que

systéme a part entiere et i1) le systeme d’élevage ou autrement dit I’animal dans les systémes.

II est désormais clairement déterminé que 1’optimisation des performances reproductives avec
une utilisation minimale d’hormones ou substances exogenes implique 1’utilisation de
parametres endogeénes ou environnementaux manipulables et ayant une influence significative
sur ’axe reproductif (Martin et Kadokawa, 2006). Dans ce contexte le facteur nutrition
constitue un levier accessible, réversible et significatif du pilotage de la quantité et de la
qualité des produits d’¢levage. Si les travaux du Pr. Scaramuzzi ont déja déterminé 1’influence
majeure des effets de la nutrition dans le contréle du cycle ovarien de la brebis (Scaramuzzi et
al., 2006), relativement peu d’études ont pu déterminer le réle de la nutrition dans
1’¢laboration des profils saisonniers de reproduction. Pourtant en zones tempérées, la maitrise
de ce caractére est un enjeu de rentabilité important (Chemineau et al., 2008). Certaines
techniques dites naturelles de maitrise de la saisonnalité de la reproduction permettent déja
d’obtenir des résultats comparables aux techniques dites conventionnelles faisant usage
d’hormones exogeénes (Gomez et al., 2006). Cependant leur réalisation pratique peut présenter
des problémes de mise en ceuvre (Pellicer-Rubio et al., 2009) et leurs résultats une variabilité

importante (Scaramuzzi et Martin, 2008).

Les objectifs du présent travail de thése visaient a améliorer 1’état des connaissances
concernant 1’animal en tant que systéme, c’est-a-dire fournir des éléments permettant de
déterminer le role de I’état d’engraissement dans 1’¢laboration des profils saisonniers de
reproduction des ovins et déterminer la contribution de ce facteur dans la variabilité de la

réponse a certaines techniques naturelles visant a maitriser ce caractére saisonnier.

La présentation de nos travaux expérimentaux est précédée d’une revue bibliographique
abordant essentiellement les mécanismes de génération du caractére saisonnier de la
reproduction chez les petits ruminants et leurs interactions probables ou avérées avec les
signaux nutritionnels, hormonaux et métaboliques liés a 1’état d’engraissement de 1’animal.
Les objectifs des travaux de théses sont ensuite récapitulés et nos travaux présentés sous
forme d’articles scientifiques déja publiés ou engagés dans un processus de publication. Ces

travaux sont regroupé€s en trois parties :

Introduction Générale 18



1) La premiére s’intéresse aux effets du statut nutritionnel sur les profils saisonniers

d’activité ovarienne et neuroendocrinienne chez la brebis.

1) La deuxiéme partie analyse certains des sites d’interactions entre statut nutritionnel
et photopériode pour moduler les mécanismes controlant la saisonnalit¢ de la

reproduction.

1ii) Enfin la troisiéme partie est consacrée a 1’observation des effets du statut
nutritionnel sur la réponse des brebis a un traitement d’implants de mélatonine ou

un effet male tous deux réalisés en fin de saison d’ancestrus.

La présentation de nos résultats expérimentaux sera suivie de leur discussion générale puis de
leur mise en perspective vis-a-vis des programmes de recherche ayant justifié¢ leur mise en

aeuvre.
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Revue bibliographique

|. Caractérisation de la saisonnalité de la reproduction

1. Un rythme saisonnier

a. Le caractere adaptatif des rythmes saisonniers

La majorit¢ des climats terrestres se caractérise par des variations saisonni¢res de la
disponibilité en eau et/ou des températures qui imposent un rythme équivalent a la quantité de
protéines végétales produite par les différents milieux. Les espeéces animales terrestres, plus
ou moins directement dépendantes de cette ressource afin d’exprimer leurs différents
processus physiologiques, sont alors pour la plupart confrontées a une alternance entre
périodes favorables et périodes défavorables quant a la capacité de leur environnement proche
a satisfaire leurs besoins physiologiques. En conséquence, les forces évolutives ont conduits a
adapter la physiologie, le comportement et la morphologie de ces especes — c'est-a-dire 1’état
de I’individu (pour revue cf. Jacobs et Wingfield, 2000) — en fonction de I’environnement.
Cette adaptation se traduit par D’expression d’états saisonniers, eux-mémes issus de
I’expression d’un rythme saisonnier. Ce dernier s’exprime chez la plupart des mammiferes et
ses différentes formes d’expression révelent différentes stratégies adaptatives (Gwinner,

1986).
b. Les différents rythmes saisonniers observés chez les mammiféres

Le principal rythme saisonnier, puisqu’il s’exprime chez la majorit¢ des mammiferes, est le
rythme saisonnier de reproduction (ou saisonnalité¢ de la reproduction). Il permet notamment
la coordination des processus de gamétogénese et de manifestation du comportement sexuel
chez le male et la femelle (Bronson et Heideman, 1994), voir du développement de I’embryon
chez certaines especes (Lopes ef al.,, 2004), a un moment précis du cycle annuel. Cette
stratégie se traduit par d’importantes variations saisonnieres des activités de reproduction au
cours du cycle annuel qui permettent de distinguer, chez certaines especes, une période ou ont
lieu les accouplements (ou saison de reproduction) d’une période de repos sexuel (ou saison

d’ancestrus). La limitation temporelle des activités de reproduction permet de faire coincider
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la période des mises bas, gourmande en besoins énergétiques de lactation (Bronson, 1989) et
correspondant a une forte dépendance de la survie du nouveau-né envers 1’environnement
(Hill, 1992), avec la période du cycle annuel la plus favorable en termes de climat et d’offre

alimentaire environnementale (Gwinner, 1986)

La plupart des espéces a reproduction saisonnée expriment également des variations
saisonniéres de leur métabolisme basal, permettant a 1’individu d’adapter ses dépenses
énergétiques a son environnement. Ces variations métaboliques saisonniéres vont de
mécanismes affectant I’efficience du stockage et de I’utilisation des réserves €nergétiques,
mécanisme notamment présent chez les ruminants (Faulconnier et al., 1999), jusqu’a une
réduction réversible de la température corporelle et des activités physiques dans le cas de
I’hibernation (Kortner et Geiser, 2000). Les mammiféres expriment également des variations
comportementales saisonni¢res notamment de 1’ingestion volontaire d’aliments. Par ce
mécanisme, ’ingestion volontaire est maximale lorsque les ressources environnementales
sont les plus abondantes, ce qui permet aux animaux de constituer un stock de graisses
mobilisables en vue de la période défavorable (Kay, 1979). Il peut encore s’agir de
mouvements migratoires (Baker, 1978), observés chez le caribou (Rangifer tarandus) ou chez
la plupart des ongulés des savanes et certaines chauve-souris, qui amenent ces especes a se
déplacer cycliquement vers les environnements propices a leur survie. Enfin, quelques
espéces de mammiferes présentent certaines variations morphologiques saisonnieres. Citons
pour exemple la mue saisonnieére qui fait varier la croissance du pelage, par exemple chez le
vison (Mustela vison), ou encore sa couleur chez 1’hermine (Mustela erminea) (Johnson,

1972).

L’expression d’un ou plusieurs de ces changements d’état de I’individu a permis aux
mammiferes terrestres d’occuper la plupart des habitats et climats sous des latitudes
contrastées (Bronson, 1985). Chacun de ces états constitue une étape du cycle biologique qui
peut étre considérée comme une adaptation stratégique a un contexte spatio-temporel présent
ou a venir (Wingfield er al., 1998). Ce sont ainsi les espéces vivant sous des latitudes
présentant une variabilité environnementale annuelle importante qui expriment le plus grand

nombre de ces étapes au cours du cycle annuel (Figure 1) (Wingfield, 2008).
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c. Caractérisation du rythme saisonnier de reproduction

D’un point de vue purement descriptif, les profils annuels de saisonnalité¢ de la reproduction
sont contrastés entre especes de mammiferes et varient également lorsqu’ils sont observés au
sein d’une méme espece répartie sous différentes latitudes. Pour une méme espéce, sous des
latitudes proches de 1’équateur, la saison de reproduction peut s’étaler sur toute 1’année puis,
en s’¢loignant vers les poles, cette saison devient de plus en plus courte et délimitée dans le
temps (Figure 2). De plus, la latitude de transition entre une saison de reproduction continue
et une saison délimitée au cours du cycle annuel est remarquablement plus élevée chez les
petits mammiferes (rongeurs...). Enfin, le moment de reproduction au cours du cycle annuel
varie de fagon conséquente entre différentes especes. Chez les petits mammiferes, comparés
aux mammiferes de grande taille, ce moment possede également une plus forte variabilité

interindividuelle et interannuelle (Bronson, 1985).

Les profils saisonniers de reproduction peuvent ainsi étre définis selon deux parameétres que
sont 1) le moment de reproduction et ii) son potentiel d’expression au cours du cycle annuel,
circonscrit a une ou plusieurs périodes de I’année ou continu. La durée de gestation d’une
espece est le principal parameétre conditionnant son moment de reproduction afin que la
période des mises-bas soit synchronisée avec la saison environnementale favorable. Le
moment et la durée de cette saison variant avec la latitude elle correspond au printemps sous
les aires tempérées et a la saison des pluies sous les aires intertropicales (Zucker et al., 1980)
le moment de reproduction varie alors en conséquence (Figure 3). Le potentiel d’expression
d’activités de reproduction au cours du cycle annuel apparait quant a lui sensible a
I’environnement puisqu’influencé par la latitude au sein d’une méme espece. Enfin, selon
Bronson (1985), les différences de profils saisonniers de reproduction observées entre petits et
grands mammiféres sont attribuables non seulement a leurs différences respectives
d’espérance de vie mais également au colt énergétique relatif que représente I’ensemble du
projet reproductif pour la femelle en rapport avec la quantité totale d’énergie disponible pour

sa survie.

Il apparait ainsi que les espéces a reproduction saisonnée sont capables d’extraire de
I’information en provenance de leur environnement afin de controler leurs activités de
reproduction. Les différences observées, propres a des ensembles d’especes (petits ou grands

mammiferes par exemple), peuvent alors étre attribuées a des différences quant a la nature de
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I’information environnementale utilisée et/ou son interprétation, c’est-a-dire de différences de

fonctionnement du mécanisme générant le rythme saisonnier de reproduction.

2. L’élaboration des profils saisonniers de reproduction

a. La nature de lI'information extraite de I’environnement

Le niveau a un instant donné et les variations saisonni¢res de nombreux facteurs
environnementaux ont une influence sur la reproduction des mammiferes. Ils fagonnent les
profils saisonniers de reproduction en agissant, selon leur degré de prédictibilité, a un niveau

ultime ou proximal (Baker, 1938; Bronson, 1989; Jacobs et Wingfield, 2000).

Les facteurs ultimes n’ont pas ou peu de valeur prédictive, il s’agit principalement de facteurs
alimentaires (disponibilités caloriques et disponibilités en nutriments), climatiques
(pluviométrie, température et humidit€¢) ou sociaux (compétition entre especes, prédation,
interactions sociales) ayant exercé, au cours de I’évolution, une pression sélective sur le
potentiel d’expression du rythme saisonnier de reproduction et, de manicre plus aigiie,
affectant I’expression de ce potentiel. Les facteurs proximaux ont, quant a eux, une forte
valeur prédictive. Utilisés par certaines especes, ils leur permettent d’anticiper la période
environnementale ou la combinaison des facteurs ultimes sera optimale (Levins, 1968). Le
cycle photopériodique annuel (i.e. la variation de la durée du jour au cours du cycle annuel)
constitue le signal environnemental subissant le moins d’interférences interannuelles (Turek
et Campbell, 1979) et est, de fait, le principal facteur proximal controlant les activités
saisonnicres des mammiferes (Reiter et Follett, 1980; Gwinner, 1986; Bronson et Heideman,

1994; Malpaux, 2006).

Les modalités d’intégration et d’interprétation des facteurs ultimes et proximaux pour la
génération du rythme saisonnier de reproduction sont variables entre especes et traduisent, au
sein méme du caractére de saisonnalit¢ de la reproduction, I’¢laboration de différentes
stratégies adaptatives. Il existe ainsi trois principaux mécanismes de génération d’un rythme
saisonnier de reproduction, aussi reportés comme mécanismes (ou formes) de type I, II ou III

(Zucker et al., 1991).
b. Mécanisme non photopériodique ou mécanisme de type Il

Seule la forme III ne fait pas intervenir de facteur d’un niveau proximal pour générer un

rythme saisonnier. En conséquence, les especes disposant d’un tel mécanisme n’anticipent pas
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sur le long terme les variations de leur environnement mais privilégient 1’opportunisme en
initiant a court-terme une réponse adaptée a un contexte environnemental ultime donné
(Bronson, 1985; Heideman et Bronson, 1992). Pour les espéces disposant d’un mécanisme de
type III, I’expression d’une saison de reproduction devient facultative (Negus et Berger,
1972). En effet, selon le contexte environnemental, les profils de reproduction au cours du
cycle annuel peuvent étre continus (i.e. I’espéce est sexuellement active a tout moment de

I’année ou inversement, en ancestrus permanent) ou distinctement saisonnés.
c. Meécanismes photopériodiques ou mécanismes de type | et I/

Les formes I et II font intervenir le facteur photopériodique proximal pour générer un rythme
saisonnier de reproduction anticipant les variations de I’environnement. Les deux formes
intégrent I’information photopériodique au moyen d’un mécanisme endogeéne de mesure du
temps au cours du cycle annuel (Paul ef al., 2008). Dans les deux cas, cette machinerie interne
permet aux individus d’anticiper les variations environnementales méme lorsqu’ils sont privés
d’une information photopériodique fiable ou continue, c’est notamment le cas pour les
espéces migrantes et hibernantes respectivement (Gwinner, 1981a; Gwinner, 1981b; Paul et
al., 2008). Opposées au caractére facultatif de la saison de reproduction générée par un
mécanisme de type III, les formes I et II conférent une certaine « rigidité » et un caracteére
obligatoire a I’expression d’une saisonnalit¢ de la reproduction par rapport aux facteurs
environnementaux ultimes (Negus et Berger, 1972; Bronson, 1985; Paul et al., 2008). Les

deux formes se distinguent néanmoins par la nature méme de leur composante endogene.

= La forme I, un mécanisme de type « sablier »
Afin de générer un rythme saisonnier en conditions naturelles, la forme 1 requiert
I’intervention d’une premiére portion du message photopériodique qui initie une premiére
transition d’état physiologique et la mise en marche du mécanisme endogeéne de mesure du
temps. Le fonctionnement de ce dernier détermine ensuite la durée de la saison en contrdélant
le second moment de transition vers une réversion de I’état physiologique par mesure
d’intervalle de temps (Goldman, 2001). Enfin, une seconde portion du message
photopériodique va permettre de réinitialiser le mécanisme en le sensibilisant & nouveau au

premier message photopériodique (Figure 4-A) (Gorman et Zucker, 1995; Paul et al., 2008).

Le hamster Sibérien (Phodopus sungorus) est un exemple caractéristique d’espéce saisonnée

de type I dont les parameétres de génération du rythme de reproduction ont été précisément
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déterminés par les travaux d’Hoffmann (1973; 1979; 1982). Ainsi, lorsque cette espece est
maintenue en jours longs (> 13 heures de lumiére par jour, JL), elle présente une saison de
reproduction continue. Seul un transfert des animaux en jours courts (< 13 heures de lumiére
par jour, JC) peut provoquer une transition vers la saison d’ancestrus. La transition JL = JC,
rencontrée zones tempérées a la fin de I’été, constitue donc le signal photopériodique
d’initiation du rythme de reproduction pour cette espéce. Une fois initi¢ et au bout de 20
semaines, qui correspondent a I’intervalle de temps mesuré, le générateur de rythme endogene
provoque la réversion de 1’état physiologique des animaux et cela malgré la persistance des
JC, phénomene qualifi¢ d’état photoréfractaire. Les animaux photoréfractaires ne peuvent
ensuite répondre au traitement de JC qu’apres plusieurs semaines passées en JL. La transition
JC > JL, correspondant a I’accroissement printanier de la durée des jours en zones

tempérées, est ainsi interprétée comme le signal photopériodique de réinitialisation du rythme.

= La forme Il, un mécanisme de type « horloge »
A T’opposé des formes I et III, le mécanisme de type II n’a pas besoin d’information
environnementale pour générer un rythme annuel de reproduction. Dans ce cas, les transitions
entre états reproductifs sont I’expression du fonctionnement d’une horloge circannuelle
endogeéne qui, en conditions environnementales naturelles, rend leur expression quasi-

obligatoire (Figure 4-B) (Gwinner, 1981Db).

Selon la définition donnée par Gwinner (1986), I’existence d’un tel mécanisme de génération
de rythme peut étre vérifiée expérimentalement et en 1’absence de facteurs exogeénes a méme

de renseigner sa période, sous trois conditions :
1) le rythme persiste pendant au moins deux ans,
1) sa période différe de I’année sidérale,
i) sa période diffeére entre individus placés dans les mémes conditions.

De cette maniére, 1’existence de rythmes circannuels de reproduction a pu étre déterminée
chez de nombreuses especes (pour revues cf. Farner, 1985; Gwinner, 1986; Zucker, 2001).
Chez 1’écureuil terrestre doré (Spermophilus lateralis) par exemple, espece hibernant en
terrier et par conséquent privée d’information photopériodique pendant une partie de 1’année,
le role essentiel tenu par I’expression d’un rythme circannuel de reproduction a pu étre mis en

évidence dans I’anticipation de la saison de reproduction au sortir de la période d’hibernation
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(Pengelley et Asmundson, 1974). Chez la brebis (Ovis aries), il a été démontré que
I’expression d’un rythme circannuel de reproduction contréle, en conditions
environnementales naturelles, les moments de transitions entre ¢états reproductifs en
provoquant le développement d’un état photoréfractaire (Figure S) (fin de la saison : Malpaux
et al., 1988b; début de la saison : Malpaux et al., 1989). L’expression de |’horloge
circannuelle garantie ainsi une certaine inertie du rythme annuel de reproduction par rapport
aux facteurs environnementaux. Il est supposé que ce phénoméne permet de limiter les effets
potentiellement néfastes de fluctuations irréguliéres et contradictoires de I’environnement
(dans le cas des especes migrantes) ou encore de limiter les modifications du rythme
reproductif dues a ’environnement et qui ne seraient d’aucun avantage adaptatif pour

I’animal (Jacobs et Wingfield, 2000; Malpaux, 2006; Paul et al., 2008).

= [erble de la photopériode

L’intervention du facteur proximal photopériodique dans les mécanismes de génération de
rythme de type I et II est nécessaire et souvent suffisante pour générer un rythme de
reproduction capable de suivre et d’anticiper le cycle saisonnier des variations
environnementales (Gorman et al, 2001; Zucker, 2001). Le role fonctionnel de la
photopériode dans la génération du rythme saisonnier de reproduction différe toutefois entre
les deux mécanismes. Dans le cas de la forme I, la photopériode en initialisant/réinitialisant le
mécanisme de mesure d’intervalle de temps entraine le rythme de reproduction (Gorman et
al., 2001). En ce qui concerne la forme II, le principal role de la photopériode est de faire
coincider la période endogéne de 1’horloge circannuelle avec la période annuelle sidérale,
c’est-a-dire de synchroniser le rythme de reproduction (Figure 6) (Follett et Follett, 1981;
Karsch et al., 1984; Karsch et al., 1989).

Les premicres études descriptives de la saisonnalit¢ de la reproduction ont mis en évidence
I’implication majeure de la photopériode dans le processus de génération du rythme
saisonnier de reproduction, notamment lors d’expérimentations réalisées sous photopériode
controlée, accélérée ou inversée. Ces €tudes ont principalement été réalisées chez le hamster,
espece saisonnée de type I (Hoffmann, 1973; Steger et al., 1985) et chez les ovins, espéce
saisonnée de type II (Marshall, 1937; Mauléon et Rougeot, 1962; Thwaites, 1965; Legan et
Karsch, 1980; Thimonier, 1989). Pour ces especes suivies en conditions photopériodiques
controlées ou naturelles, une portion donnée du cycle photopériodique est toujours associée

avec I’initiation d’une méme physiologie reproductive (Karsch et al., 1984; Gorman et
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Zucker, 1998). Les espéces photopériodiques sont ainsi classées en especes dites de jours-
courts, lorsque la saison de reproduction débute avec la diminution de la durée des jours
(ovins, caprins, cervidés...) ou en especes de jours-longs, lorsque la saison de reproduction

est associée a I’accroissement de la durée des jours (équidés, rongeurs...).

v Déterminants de la réponse photopériodique
La classification des especes a reproduction saisonnées en especes de JC ou de JL, ne rend
toutefois pas compte de la réelle nature des modalités d’interprétation de la durée du jour chez
les especes photopériodiques. Si la valeur absolue de la durée du jour peut transmettre de
I’information de nature photopériodique (Woodfill et al., 1994; Gorman et Zucker, 1995;
Gorman et Zucker, 1998), la réponse des mammiferes ne peut exclusivement s’y fier, chaque
durée du jour ayant lieu deux fois au cours du cycle photopériodique annuel (solstices
exceptés). Les mécanismes d’intégration de la durée du jour permettent donc de relativiser
une valeur absolue donnée en la comparant a son historique photopériodique (Prendergast et
al., 2000). Ce mécanisme, central dans la réponse photopériodique, permet d’interpréter la
direction du changement photopériodique et d’y faire correspondre 1’état reproductif adapté
pour I’espece considérée (Robinson et Karsch, 1987; Gorman et Zucker, 1995; Gorman et al.,
2001). Selon la terminologie utilisée par Jacobs et Wingfield (2006), I’organisme est alors
assimilable a un systéme régulicrement modifié par un ensemble de stimuli exogenes
(variables environnementales) dont la réponse a une nouvelle stimulation (ici un changement
de photopériode) serait univoque et dépendante de son état actuel. Enfin, 1’expression du
rythme endogene de reproduction fait preuve d’une certaine indépendance vis-a-vis du régime
photopériodique lorsqu’il initie les transitions reproductives saisonni¢res en développant un
¢tat photoréfractaire. En conditions expérimentales, les animaux photoréfractaires peuvent
alors présenter une physiologie reproductive inverse a celle déterminée par leur classification

(Karsch et al., 1989).

Ainsi, I’interprétation de la photopériode est un phénomeéne complexe qui tient non seulement
compte de la valeur absolue de la durée du jour a ’instant ‘t’ mais également de 1’historique
photopériodique et éventuellement de la phase du rythme circannuel (Jackson et al., 1989) ou
ces deux premiers facteurs sont considérés. Afin de s’accorder avec ces notions, dans la suite
du manuscrit et conformément a 1’usage actuel, ’abréviation ‘JL’ désignera des jours plus
longs comparés aux précédents et inversement, ‘JC’ indiquera des jours plus courts comparés

aux précédents (Chemineau et al., 2008).
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v’ Le réle des différentes portions du message photopériodique
L’indépendance du moment des transitions saisonnicres d’activités de reproduction vis-a-vis
du signal photopériodique immédiat ainsi que le maintien d’activités de reproduction
synchronisées chez des especes pourtant privées d’une partie du cycle photopériodique annuel
(espéces hibernant en terrier par exemple), ont conduit a reconsidérer le rdle tenu par
I’ensemble du cycle photopériodique dans le contrdle de la saisonnalité¢ de la reproduction.
Ainsi certaines études, essentiellement réalisées chez la brebis (Wayne et al., 1990; Moenter
et al., 1991; Woodfill et al., 1994; Barrell et al., 2000), sont parvenues a établir un
cloisonnement du cycle photopériodique annuel en différentes portions eut égard a leur
potentiel & synchroniser le rythme circannuel de reproduction i.e. en fonction de leur role dans
1’¢laboration des profils saisonniers de reproduction. Selon leurs conclusions, la portion allant
du solstice d’été a 1’équinoxe d’automne (jours longs décroissants, Figure 7-3) constitue le
plus fort signal de synchronisation du rythme circannuel de reproduction alors que la portion
allant de 1I’équinoxe de printemps au solstice d’été (jours longs croissants, Figure 7-1) aurait
une influence moindre. Au sein des jours courts on distingue la portion se situant entre
I’équinoxe d’automne et le solstice d’hiver (jours courts décroissants, Figure 7-2), qui joue
un faible signal de synchronisation, de la portion allant du solstice d’hiver a I’équinoxe de
printemps (jours courts croissants, Figure 7-4) qui n’a aucune influence directe sur la
synchronisation du rythme circannuel de reproduction mais permettrait de sensibiliser a
nouveau 1’organisme a la perception des jours longs (Jackson et al., 1989). De plus, la portion
des jours décroissants située entre les deux solstices (Figure 7-2), influencerait la durée de la
saison de reproduction débutant au début de I’automne chez la brebis (Malpaux ef al., 1988a;

Woodfill ef al., 1994).

Le role essentiel tenu par les jours longs dans les mécanismes de synchronisation du rythme
circannuel de reproduction assure aux especes hibernantes, privées de la majeure partie de la
portion des jours courts du cycle photopériodique, I’expression d’activités de reproduction
synchronisées. Dans le cas des espeéces exposées en permanence a un cycle photopériodique
annuel complet comme la brebis, I’existence de certaines portions du cycle plus puissantes
pour synchroniser le rythme circannuel de reproduction permettrait d’anticiper les variations

environnementales a plus long-terme (Woodfill ef al., 1994).
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v Le modeéle de mesure du temps photopériodique
L’utilisation du caractére prédictif du cycle photopériodique annuel dépend essentiellement de
la capacité des espéces photopériodiques a déterminer leur position au sein du cycle. Le role
de la photopériode ambiante selon la portion du cycle photopériodique et 1’importance de
I’historique photopériodique pour la réponse reproductive des espéces saisonnées indiquent
que ces especes disposent de mécanismes capables de mesurer et interpréter le temps

photopériodique.

Le role de la durée du jour est central dans les mécanismes de mesure du temps
photopériodique. Ainsi, il est possible de définir pour chaque espéce une « durée de jour
critique », fonction de la latitude d’origine de I’espece considérée et relativisée entre individus
d’une méme espeéce selon leur historique photopériodique. Au-dela de ce seuil, s’opére la
transition du phénotype d’hiver au phénotype d’été (Saunders, 1977; Goldman, 2001). Cette
notion est expliquée par I’hypothése générale de Biinning (1960) qui pose les bases du
fonctionnement des mécanismes de mesure du temps photopériodique. Selon ce modele

(Figure 8-A), la lumiére a deux roles principaux :

1) celui d’entrainer un rythme endogéne circadien (i.e. dont la période est proche de
24 heures en conditions environnementales constantes) de sensibilité¢ a la lumiére

vers une période d’exactement 24 heures

1) et celui d’illuminer (ou non) la phase photosensible de ce rythme.
Schématiquement, 1’illumination de la phase photosensible (des lors que la durée
de jour critique est dépassée) est interprétée par I’organisme comme un signal de

type JL qui provoque la transition vers le phénotype de printemps/été.

Le modele de Bilinning établit un mécanisme de mesure du temps photopériodique
généralisable a I’ensemble des organismes photopériodiques (des plantes aux vertébrés en
passant par les insectes et les champignons) dont le cceur du fonctionnement est 1’interaction
du rythme lumicre/obscurité journalier avec le fonctionnement d’une horloge biologique

circadienne.

L’extension au modele initial proposée par Pittendrigh (1964; 1972) distingue, sur la méme
base d’horloge circadienne, deux formes de mécanismes de mesure du temps
photopériodique : les modéeles de coincidence externe et interne. D’un c6té, le modele de

coincidence externe conserve le role dual de la photopériode d’entrainement et de photo-
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induction. De I’autre c6té, le modéle de coincidence interne propose I’existence de deux
oscillateurs recevant chacun sa source d’information temporelle d’un événement remarquable
du rythme lumiére/obscurité, en I’occurrence du moment des transitions lumiére/obscurité
accompagnant 1’aube et le crépuscule (Figure 8-B). Chaque oscillateur du modele de
coincidence interne étant 1i¢ a un de ces événements particuliers, leur relation de phase
nycthémérale varie avec 1’évolution de la photopériode, fournissant un autre mécanisme de
traduction du «temps saisonnier ». Dans ce mécanisme, la lumiére joue un rdle unique
d’entrainement des oscillateurs. Chez les mammiféres, ce sont les deux modécles de
coincidence externe et interne qui seraient impliqués dans le mécanisme de mesure du temps
photopériodique (Saunders, 2005; Hazlerigg et Wagner, 2006). Les mécanismes

physiologiques de ce dernier point seront abordés en détails dans la suite du manuscrit.

= Le réle des autres signaux environnementaux
La classification établie par Wingfield et al. (1984; 2008) distingue quatre catégories de
facteurs ultimes selon qu’ils agissent 1) sur le développement embryonnaire (essentiellement
la température et les disponibilités alimentaires), i1) en supplément de I’information prédictive
initiale afin d’en permettre un ajustement précis (facteurs alimentaires et climatiques
essentiellement), iii) en tant que signaux de synchronisation (facteurs socio-sexuels) ou
encore iv) comme signaux imprédictibles d’interruption du processus de reproduction (ex.
prédation ou événements climatiques extrémes). L’état et les variations de ces signaux non-
photopériodiques affectent plus ou moins profondément I’expression des profils saisonniers
de reproduction (Desjardins et Lopez, 1983; Nelson et al., 1983; Malpaux et al., 1989;
Hegstrom et Breedlove, 1999; Kriegsfeld et al., 2000; Zarazaga et al., 2005) en interagissant
avec les modalités d’intégration du facteur photopériodique proximal et/ou en perturbant les

mécanismes d’expression de la saison de reproduction (Paul ez al., 2008).

D’apres le modele établi par Jacobs et Wingfield (2006) basé sur les études mathématiques de
Cohen (1967), lorsque la période idéale de mise-bas posséde une forte valeur prédictive
(lorsque la variabilité environnementale intra-annuelle est forte et la variabilité interannuelle
faible) il apparait optimal pour les espéces photopériodiques de ne répondre qu’a un minimum
de facteurs environnementaux (et en premier lieu le facteur proximal) pour I’¢laboration de
leurs profils saisonniers de reproduction. D’un autre c6té, lorsque la période idéale des mises-
bas est incertaine (lorsque la variabilité environnementale interannuelle est forte), il est

préférable pour ces especes de prendre en compte un maximum de facteurs environnementaux
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afin d’¢laborer des alternatives a un profil saisonnier de reproduction figé. Ce modele confére
aux facteurs ultimes un réle d’ajustement du facteur photopériodique proximal, plus ou moins
important en fonction des conditions environnementales (I’intensit¢ de 1’ajustement
définissant le degré de photosensibilit¢ de 1’espece considérée), et relativise ainsi la
hiérarchisation entre facteurs proximaux et ultimes pour le contrdle des profils saisonniers de

reproduction dans un contexte environnemental donné.

d. Le modéle théorique de Bronson (1989)

Les travaux de Bronson (1985; 1988; 1989) ont abouti a la création d’'un mod¢ele permettant
de relativiser le degré de photosensibilité des espéces saisonnées de mammiferes en fonction
de leur latitude d’origine et de leur espérance de vie (Figure 9) (pour revues : Bronson et

Heideman, 1994; Bronson, 2009).

Ce modele prédit que la photosensibilité globale de ces especes (intra- et inter-especes)
diminue a mesure que I’on se rapproche de I’équateur. Cette diminution de photosensibilité
s’explique par la perte progressive de la valeur prédictive du facteur photopériodique dont les
variations annuelles diminuent, en valeur absolue, sans toutefois étre accompagnées d’une
diminution de la saisonnalité¢ des habitats. En deca d’une certaine latitude le modele prédit la
généralisation de stratégies opportunistes dans le contrdle de la saisonnalité de la
reproduction ; ainsi on peut observer, pour des individus d’'une méme espece répartie sous

différentes latitudes, différents degrés de photosensibilité.

C’est I’espérance de vie de I’espece considérée qui détermine la « latitude seuil » : pour les
mammifeéres & courte espérance de vie (< 6 mois) comparés aux mammifeéres a longue
espérance de vie (> 12 mois) la latitude de transition entre opportunisme et photosensibilité
est a la fois plus ¢élevée et plus diffuse (la transition s’opere respectivement de 70° a 30°
contre de 30° a 10° de latitude ; Figure 9). Cette différence tient essentiellement aux
stratégies reproductives respectives de ces deux groupes d’especes. En effet, les mammiferes
a courte espérance de vie ont un cycle reproductif rapide qui confére une bonne valeur
adaptative au développement de stratégies opportunistes. Ces especes disposent
majoritairement de mécanismes de type I pour générer un rythme saisonnier de reproduction.
Son contrdle sur les activités reproductives étant relativement souple, il permet le
développement de stratégies reproductives opportunistes sous des latitudes relativement

¢levées (Prendergast et al., 2001; Bronson, 2009). De fait, on observe au sein de ces especes
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une forte variabilité du degré de photosensibilité (Bronson et Heideman, 1994; Prendergast et
al., 2001). Au contraire, les espéces a longue espérance de vie disposent majoritairement de
mécanismes de type II pour générer un rythme saisonnier dont la rigidité de fonctionnement

confére certains avantages adaptatifs précédemment évoqués dans ce manuscrit.

I1 existe toutefois des exceptions aux prédictions du modele (pour revue : Bronson, 2009)
lorsque sont observés des comportements opportunistes ou un fort degré de photosensibilité
indépendants de la latitude (fonctions d’écosystémes remarquables ou exceptions sans

explication apparente au modele).

3. Lasaisonnalité de la reproduction chez les ovins

Le cheptel mondial actuel d’ovins domestiques (Ovis aries) est composé de nombreuses races
(> 200) exploitées sous un large panel de latitudes (Reavill, 2000). Cette diversité refléte
I’adaptabilité¢ de cette espéce de petit ruminant située au centre de systemes d’élevages
compétitifs pouvant constituer un des seuls moyen de valorisation de certains milieux

difficiles (Ensminger et Behlow, 1978).

Les ovins domestiques sont une espece photopériodique de jours-courts (Mauléon et Rougeot,
1962; Thwaites, 1965; Ortavant et al., 1985; Thimonier, 1989). La photosensibilité¢ de
I’espéce a notamment été mise en évidence par les travaux de Hafez (1952), réalisés chez
différentes races anglaises, qui démontrent le réle primordial joué par la latitude (i.e. de la
photopériode) dans le contréle de la durée de la saison de reproduction. Ce caractére a été
généralis€ aux races ovines des zones intertropicales qui, observées dans leur habitat
d’origine, n’exhibent pas ou peu de saisonnalité¢ dans leurs activités de reproduction (Khaldi,
1984; Yenikoye, 1984; Mahieu ef al., 1989). Toutefois lorsque les especes de petits ruminants
originaires de Guadeloupe (16° de latitude Nord) sont transférées en conditions
photopériodiques tempérées, elles expriment une reproduction saisonnée normalement

stimulée par les JC et inhibée par les JL (Figure 10) (Chemineau et al., 2004).

L’espece ovine dans son ensemble apparait étre dotée d’un mécanisme photopériodique de
génération d’un rythme de reproduction saisonnier, aux propriétés comparables entre les
différentes races. Certaines études archéozoologiques (Balasse ef al., 2003) ont démontré
I’existence relativement ancienne (= 1.800 ans B.P.) d’un tel mécanisme dans 1I’historique de
domestication de I’espece ovine dont les premicres traces remontent a environ 9.000 ans B.P.,

en Asie du Sud-est dans les pays du croissant fertile (Ryder, 1984). Il s’agit probablement
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d’un héritage génétique conservé (Balasse et Tresset, 2007) des différents bassin d’origine
génétique (situés aux environs de 30° de latitude Nord) de I’espece (Rocha et al., 2011). Ce
caractere aurait été transmis au cours des différents événements de domestication des ovins
(Bruford et al., 2003) non sans subir quelques altérations liées au processus de domestication
(Thiery et al., 2002). Conformément aux prédictions du modele de Bronson (1989), la longue
espérance de vie de I’espece (la sénescence reproductive débute a 5/6 ans) (Mysterud et al.,
2002) a favorisé 1’acquisition d’un mécanisme photopériodique de type Il mis en évidence par

I’é¢tude de Karsch (1989), précédemment abordée dans ce manuscrit.
a. Manifestation du caractere saisonnier de la reproduction des ovins

= Chez la femelle
L’expression de la saisonnalité de la reproduction des brebis peut conduire a des variations
remarquables de la fréquence des ovulations au cours du cycle annuel. Fonction de la latitude
et de I’espéce considérée, la saison de reproduction peut €tre restreinte a un mois de 1’année
ou étre pratiquement continue (Hafez, 1952; Santiago-Moreno et al., 2000). Au sein d’une
méme race, les dates de début et de fin de saison possédent une certaine répétabilité

interannuelle (Thimonier et Mauléon, 1969; Quirke et al., 1986).

Observée en régions tempérees, la saison de reproduction des brebis débute a 1’automne et se
termine a la fin de I’hiver pour des mises-bas commengant au printemps (Figure 11-A) ; leur
durée de gestation étant d’environ 5 mois (Thimonier et Mauléon, 1969). L’espéce étant
polyoestrienne, sa saison de reproduction (qui débute avec l’initiation du premier cycle
sexuel) est composée d’une succession ininterrompue de cycles sexuels. Ce cycle correspond
a I’intervalle entre chaleurs successives et dure en moyenne 17 jours chez la brebis (pour

revue cf. Goodman, 1994). Deux phases principales sont identifiables :

1) la phase folliculaire, qui dure 2 a 3 jours et au cours de laquelle s’opére la
croissance folliculaire terminale aboutissant a 1’apparition des chaleurs et, 24 a 30

heures plus tard, a I’ovulation (Robertson, 1969).

i1) la phase lutéale, qui débute apres 1’ovulation et correspond au développement du
corps jaune. En I’absence de fécondation ce dernier régresse au bout de 14 a 16

jours entrainant le début d’une nouvelle phase folliculaire.
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Les chaleurs durent, en fonction de la race considérée, de 24 a 36 heures (Hanrahan et Quirke,
1975). Elles se traduisent par un ensemble de modifications physiologiques et
comportementales (Fabre-Nys et Gelez, 2007) favorisant 1’accouplement. Certains auteurs
(Thimonier et Mauléon, 1969; Ricordeau et al, 1976) rapportent la possibilit¢ d’une
dissociation entre 1’ovulation et 1’apparition des chaleurs. Ce phénomene est qualifié
« d’ovulation silencieuse » et son intensité varie au cours du cycle annuel. La succession des
cycles sexuels s’interrompt avec la fécondation de 1’ovule ou, le cas échéant, avec la mise en

place de la saison d’ancestrus.

Lorsque s’initie la transition vers la saison d’ancestrus, 1’intensité du comportement sexuel
diminue (Banks, 1964) tandis que le nombre d’ovulations silencieuses et de cycles ovariens
anormaux s’accroit (Thimonier et Mauléon, 1969; Bartlewski et al., 1999b). Enfin, lorsque la
saison d’ancestrus est établie, les brebis n’ovulent plus, n’expriment plus de chaleurs et ne
développent pas de corps jaune (Thimonier et Mauléon, 1969; Gallegos-Sanchez et al., 1998).
Au cours de cette période les ovaires restent actifs et présentent une croissance folliculaire
ralentie qui s’accélérera lors de la transition vers la saison de reproduction (Bartlewski et al.,

1998; Bartlewski et al., 1999a).

= Chezle mdle
La saisonnalité de la reproduction des béliers se manifeste par des variations au cours du cycle
annuel du poids et du volume testiculaire, reflétant les variations de la spermatogéneése, ainsi
que par des variations comportementales (Figure 11-B) (Schanbacher et Lunstra, 1976;
Lincoln et Davidson, 1977). Pour une méme race observée sous un méme cycle
photopériodique, les béliers expriment une photosensibilité moindre en comparaison aux
brebis, leur activité¢ sexuelle étant stimulée jusqu’a un mois et demi plus tot (Figure 11-B)
(Lincoln et Short, 1980; Pelletier et Almeida, 1987). Ces différences de profils saisonniers de
reproduction traduiraient des différences sexuelles au sein des mécanismes neuroendocriniens
controlant la fonction de reproduction des ovins (Lubbers et Jackson, 1993). Si la
spermatogénese des béliers est maintenue tout au long du cycle annuel, elle subit toutefois
d’importantes variations en termes de quantité (Colas, 1981; Dacheux et al., 1981; Ortavant et

al., 1985) et de qualité (nombre de spermatozoides normaux) (Colas, 1981).
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b. Facteurs génétiques de variation

Observés dans un méme environnement, les profils saisonniers de reproduction entre
différentes races peuvent étre contrastés (Hafez, 1952; Chemineau et al., 2004; Chemineau et
al., 2008). Cette observation souligne le réle joué par certains paramétres génétiques,
présentant un polymorphisme fonction de la race, dans le contrdle de sa saisonnalité (Pelletier
et al., 2000). Ces traits génétiques controleraient notamment I’initiation, la cessation et la
durée de la saison de reproduction (Quirke ef al., 1986; Al-Shorepy et Notter, 1997) ainsi que
I’aptitude des brebis a se reproduire en dehors de leur saison de reproduction naturelle (ou
aptitude au désaisonnement) (Hanocq et al., 1999). Ils agiraient ainsi sur l’intensité (ou
profondeur) de I’ancestrus de 1’espece considérée, définit comme étant la proportion de brebis
ovulant de facon spontanée (Thimonier et al., 2000), probablement en modifiant le degré de

photosensibilité de la race considérée (Martin et al., 2002).

Chez les ovins les différentes portions du signal photopériodique synchronisent et participent
a définir la durée d’expression d’un rythme endogeéne annuel de reproduction. Les profils
saisonniers définitifs sont ensuite ¢€laborés en intégrant ’ensemble des autres facteurs

environnementaux dont le réle est dépendant de 1’intensité du signal photopériodique. Ainsi

ces facteurs secondaires agiraient en ajustant et/ou perturbant les mécanismes du décodage du

signal photopériodique. Cette hiérarchisation des facteurs implique qu’une manipulation des
facteurs secondaires ne peut avoir qu’un impact limité sur les profils saisonniers de

reproduction, tout du moins sous les aires tempérées.

I[I. Mécanismes neuroendocriniens controlant la fonction de
reproduction chez la brebis

La fonction de reproduction de la brebis est dominée par I’interaction continue de deux
rythmes distincts que sont i) le cycle cestral et ii) le rythme annuel d’activité ovarienne
(Goodman et Inskeep, 2006). Aussi, ’analyse des mécanismes neuroendocriniens sous-

jacents a I’expression de chacun de ces rythmes structurera le présent chapitre.

1. Le cycle cestral

Les mécanismes neuroendocriniens aboutissant a 1’ovulation au cours du cycle cestral de la

brebis sont comparables a ceux des mammifeéres a ovulation spontanée, tout en présentant
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quelques particularités propres a I’espéce. Un dialogue hormonal entre 1’ovaire et le complexe

hypothalamo-hypophysaire est au centre de la régulation de ces mécanismes (Figure 12).
a. Le complexe hypothalamo-hypophysaire

L’hypophyse, constituée par la neurohypophyse (ou lobe postérieur de I’hypophyse) et
I’adénohypophyse (ou lobe antérieur de 1’hypophyse), est 1'une des principales glandes
endocrines des vertébrés. Elle est reliée a 1’hypothalamus dans le diencéphale par la tige
pituitaire. L’ensemble hypothalamus-hypophyse constitue un tout fonctionnel ou complexe

hypothalamo-hypophysaire (Gilles et al., 2006).

La pars distalis et la pars tuberalis sont deux parties morphologiquement distinctes de
I’adénohypophyse qui contiennent différents types cellulaires sécrétant des hormones
protéiques a effets trophiques. Plus précisément, la pars tuberalis contient majoritairement
(80 %) des cellules sécrétant de I’hormone lutéinisante (LH) et/ou de 1’hormone
folliculostimulante (FSH) (Childs et al., 1994) a effet gonadotrope (ou gonadotrophines).
L’hypothalamus controle la sécrétion de LH et FSH par la libération dans le systéme porte-
hypophysaire de facteurs stimulant (gonadolibérines ou LH/FSH-RF) ou inhibant
(gonadostatines ou LH/FSH-IF) I’activité des gonadotrophines (Gilles et al., 20006).

La GnRH est la principale gonadolibérine produite par I’hypothalamus (Schally et al., 1971).
Il s’agit d’un décapeptide dont de multiples formes ont été identifiées chez les vertébrés
(Fernald et White, 1999; Kah et al., 2007). Chez les mammiferes, seules deux a trois formes
distinctes sont exprimées (Yahalom et al., 1999). La premiére forme (ou GnRH-1) possede
une séquence fortement conservée chez la plupart des mammiferes et joue le role principal
dans le contréle de I’activité des gonadotrophines. A ce jour, les autres formes de GnRH
mammalienne (GnRH-II et IGnRH-III) n’ont pas de role in vivo définitivement établi et
généralis¢ a I’ensemble des mammiferes (Herbison, 2006). De fait et dans la suite du

manuscrit, la dénomination « GnRH » désignera la premicre forme du décapeptide.

* Les neurones a GnRH
A Dinstar des autres especes de mammiferes, les neurones a GnRH de I’espece ovine ont une
origine extra-cérébrale et migrent vers I’encéphale au cours de I’embryogénese (Wray, 2002).
Cette particularité ontogénique explique la répartition diffuse des corps cellulaires des
neurones a GnRH le long de leur couloir de migration dans I’encéphale depuis les bulbes

olfactifs jusqu’a I’hypothalamus médiobasal (Lehman ef al., 1986; Caldani ef al., 1988). Chez
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les ovins, la majorité de ces corps cellulaires sont situés dans la partie rostro-caudale du
couloir de migration, localisée au niveau du diencéphale (Lehman et al., 1986). Les neurones
a GnRH diencéphaliques sont distribués a 50 % dans 1’aire préoptique (APO), le reste se
répartissant entre la bande diagonale de Broca (BdB), I’aire hypothalamique antérieure
(AHA) et I’hypothalamus médiobasal (HMB) (Lehman et al., 1986; Caldani et al., 1988;
Boukhliq et al., 1999).

La plupart des neurones a GnRH projettent vers la zone externe de 1’éminence médiane,
organe neurohémal localisé a la base de I’hypothalamus et ce quelle que soit la région
cérébrale considérée (Polkowska, 1981; Caldani et al., 1988; Jansen et al., 1997). Ce réseau
de neurones libére le décapeptide dans les capillaires du systéme porte et est ainsi impliqué

dans le contrdle direct de 1’activité sécrétoire des gonadotrophines.

= |a sécrétion de GnRH et des gonadotrophines
La GnRH peut étre libérée dans le réseau porte sous deux formes distinctes 1) une série de
« pulses » ou ii) une unique décharge massive (encore appelée pic). Les pulses de GnRH
correspondent a des épisodes de libération brutale d’hormone dans le réseau porte,
caractérisés par leur fréquence et leur amplitude. Le pic de GnRH est quant a lui caractérisé
par une libération d’hormone de forte amplitude qui refléte la transition d’une sécrétion
pulsatile vers une sécrétion continue (Goodman et Inskeep, 2006). Ces propriétés des profils
de libération de la GnRH ont d’abord été exclusivement attribuées a la sécrétion de LH
(Dierschke et al., 1970; Butler et al., 1972) avant que le développement, chez les ovins, de
méthodes neurochirurgicales permettant le prélevement répété d’échantillon de sang porte-
hypophysaire sur des animaux vigiles (Clarke et Cummins, 1982; Caraty et Locatelli, 1988;
Caraty et al., 1994) n’¢tablisse la dépendance de la sécrétion des gonadotrophines vis-a-vis de
la sécrétion de GnRH. Le mode de sécrétion pulsatile de la GnRH apparait ainsi indispensable
pour maintenir 1’activité sécrétoire des gonadotrophines (Hotchkiss et Knobil, 1994).
Toutefois, si un pulse de LH est toujours associ¢ a un pulse de GnRH 1’équivalent n’est pas
vérifié pour la FSH. Cette régulation différentielle de la sécrétion des gonadotrophines trahit
la présence d’une gonadolibérine propre a la FSH (ou FSH-RF), qui reste non identifiée, et
qui provoquerait la sécrétion de pulses de FSH indépendants de la GnRH (pour revues cf.

Padmanabhan et McNeilly, 2001; Padmanabhan et Sharma, 2001)
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b. Les ovaires

Chez les ovins, le processus de la production d’ovocytes ainsi que les différentes étapes de la
maturation des follicules sont comparables a ceux des autres especes de mammiferes
(Richards, 1980; Scaramuzzi et al., 1993). Ils sont en partie tributaires des fonctions
endocrines et paracrines des ovaires, fonctions principalement assurées par les cellules de
granulosa et de la théque interne des follicules ainsi que par les cellules lutéales du corps

jaune (Robel, 2001).

A partir d’'un méme précurseur, le cholestérol, des cascades de conversions enzymatiques
opérent la stéroidogenese de la progestérone par les cellules lutéales du corps jaune ainsi que
d’cestrogenes (principalement sous forme de 17B-cestradiol) par les cellules de la granulosa
des follicules (Miller, 1988). Les cellules de la granulosa des follicules produisent également
des protéines, en particulier I’activine, I’inhibine (toutes deux issues de I’épissage alternatif
des mémes geénes) et la follistatine (Ying, 1988). Chez les ovins, seule la forme A de
I’inhibine est produite (Engelhardt et al., 1993). Si le role endocrinien de 1’inhibine A est
avéré (Campbell et Baird, 2001), les réles endocriniens de I’activine et de la follistatine dans

I’espece ovine restent sujet a débats (Padmanabhan et al., 2002).
c. L’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique

Les systémes endocriniens du complexe hypothalamo-hypophysaire et des ovaires sont en
dialogue permanent. Alors que les taux circulants des stéroides gonadiques sont un des
facteurs régulateurs les plus importants de la sécrétion de GnRH, les taux circulants et les
différents profils de libération des gonadotrophines influencent de fagcon concomitante le

processus de maturation folliculaire (Figure 12).

= La sécrétion de GnRH au cours du cycle cestral
Les gonadotrophines jouent un role majeur dans la régulation des fonctions ovariennes. En
effet, la libération pulsatile de LH et les taux circulants de FSH dirigent les différentes étapes
de la folliculogenese tandis que le pic de LH (ou pic préovulatoire) provoque 1’ovulation

(pour revues cf. Scaramuzzi et al., 1993; Monniaux et al., 2009).

D’un autre coté, les stéroides gonadiques exercent des rétrocontroles sur la sécrétion de
GnRH et in fine sur la sécrétion des gonadotrophines. Ainsi, la progestérone sécrétée par le

corps jaune exerce un rétrocontrole négatif en inhibant la fréquence des pulses de GnRH
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(Karsch et al., 1987). La nature du rétrocontrole exercé par la progestérone sur le pic
préovulatoire de GnRH dépend de son moment d’exposition. Lorsque la progestérone est
présente en amont du processus de génération du pic, elle stimule la libération de GnRH
(Caraty et Skinner, 1999) alors que présente au cours de ce méme processus, elle inhibe le pic
de GnRH (Kasa-Vubu et al., 1992). L’cestradiol, quant a lui, exerce un rétrocontrole plus
complexe sur la pulsatilit¢ de la GnRH. Présent a faible concentration lors des premicres
¢étapes de la croissance folliculaire, 1’cestradiol exerce un rétrocontréle négatif en altérant les
profils de libération de la GnRH ainsi qu’en diminuant I’amplitude des pulses tout en
augmentant leur fréquence et le taux basal de GnRH entre chaque pulse (Evans et al., 1994;
Evans et al., 1995). Lorsque les quantités d’cestradiol s’accroissent dans les derniéres étapes
du processus de maturation folliculaire, le rétrocontrole exercé devient largement positif, le
mode de sécrétion de GnRH passe d’épisodique a continu et s’ensuit le pic préovulatoire de
GnRH (Karsch, 1987). Par ailleurs, ces deux hormones agissent de fagon synergique
notamment lorsque la progestérone sensibilise 1’hypothalamus au rétrocontrole positif des

fortes quantités d’cestradiol (Caraty et Skinner, 1999; Skinner et al., 2000).

Le dialogue hormonal s’établissant au sein de I’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique
conduit a moduler les profils de sécrétion de GnRH tout au long des phases folliculaire et
lutéale du cycle cestral, établissant ainsi des profils caractéristiques pour chaque phase : les
pulses de GnRH sont de forte amplitude et de faible fréquence lors de la phase lutéale puis de
forte fréquence et faible amplitude lors de la phase folliculaire jusqu’au pic préovulatoire

(pour revues cf. Goodman et al., 2002; Goodman et Inskeep, 2006).

= Les systemes impliqués dans I’action centrale des stéroides sexuels
Les neurones a GnRH n’expriment pas de récepteurs aux cestrogénes de type ERa et aucun
des deux récepteurs a la progestérone (Herbison et al., 1993; Skinner et al., 2001). Si environ
50 % des neurones a GnRH expriment le second récepteur intracellulaire aux cestrogénes de
type ERB (Skinner et Dufourny, 2005), ce dernier ne semble pas jouer un role majeur dans le
controle du cycle cestral, du moins chez la souris (Krege et al., 1998; Dorling et al., 2003). De
fait il est admis que, chez les mammiferes, les rétrocontroles des stéroides sexuels sur la
sécrétion de GnRH sont indirects et transmis via des populations neuronales intermédiaires

disposant de récepteurs aux stéroides (Wintermantel ez al., 2006).

Les afférences synaptiques en provenance de populations neuronales sensibles aux stéroides

sexuels, ou de neurones intermédiaires a ces populations, sont nombreuses sur les neurones a
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GnRH (Herbison, 1998). Ainsi sont rapportées chez les mammiféres des afférences directes
depuis de nombreuses régions télencéphaliques majoritairement situé¢es dans 1’hypothalamus
(Igbal et al., 2001; Pompolo et al., 2003a; Pompolo et al., 2003b; Pompolo et al., 2005)
conjointement avec celles de neurones noradrénergiques localisés dans le tronc cérébral
(Rawson et al., 2001) ou encore de neurones sérotoninergiques du noyau du raphé (Kiss et
Halasz, 1985). Plus récemment des afférences indirectes depuis les neurones
noradrénergiques des noyaux Al et A2 du tronc cérébral, via le noyau du lit de la strie
terminale (BNST), ont ¢galement ét¢ mis en ¢évidence chez la brebis (Pereira et al., 2010).
Toutes ces populations, en transmettant le rétrocontrdle des stéroides sexuels vers les
neurones a GnRH, participent a différents degrés a la modulation d’un ou de plusieurs
parametres des profils de libération de la GnRH. Si certaines ¢tudes ont par exemple pu
déterminer que les neurones GABAergiques (Herbison, 1997) et glutamatergiques (Kuehl-
Kovarik ef al., 2002) de I’hypothalamus ont une place importante dans la transmission du
rétrocontrole négatif et positif (respectivement) des stéroides sexuels ; la découverte du role
de certains peptides de la famille des RF-amides ou RFamide-related peptides (RFRPs) (pour
revue cf. Kriegsfeld, 2006) dans le contréle de la sécrétion de GnRH a récemment permis
d’identifier le circuit neuronal majeur de I’intégration des rétrocontrdles stéroidiens (pour
revues cf. Smith, 2008; Caraty et al., 2010; d'Anglemont de Tassigny et Colledge, 2010;
Clarke, 2011; Roa et al., 2011).

v Le réle majeur des kisspeptines
Membres de la famille des RF-amides, les kisspeptines Kp-54, Kp-14, Kp-13 et Kp-10 sont
issues de régulations post-traductionnelles du produit du géne Kiss-/ (Kotani et al., 2001;
Ohtaki ef al., 2001). Les kisspeptines sont les ligands naturels du récepteur GPR54 qu’elles
stimulent avec une efficacité équivalente (Kotani et al., 2001). Chez les primates et rongeurs,
I’immunoneutralisation centrale contre le peptide (Kinoshita et al., 2005), 1’utilisation d’un
antagoniste (Roseweir et al., 2009; Pineda et al., 2010a) ou 1’étude des paramétres de fertilité
des animaux knocked-out pour GPR54 et Kiss-1 (Clarkson et al., 2008), ont démontré le
caractere essentiel de la voie des kisspeptines dans le controle central de I’ovulation. D’un
point de vue neuroanatomique, les neurones a kisspeptine de la brebis sont localisés au niveau
I’APO latérale et du noyau arqué (ARC) avec une population plus importante dans cette
derni¢re structure (Franceschini et al., 2006). Chez la brebis, le pouvoir sécrétagogue des
kisspeptines sur la GnRH (Messager et al., 2005), la présence de récepteurs aux cestrogénes

de type ERa (Franceschini et al., 2006) et de récepteurs a la progestérone (Smith et al., 2007)
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sur la majorité des neurones a kisspeptines ainsi que la présence de GPR54 sur 90 % des
neurones 2 GnRH (Smith et al., 2006b) ont conduit a considérer un role majeur pour ces

populations neuronales dans le controle de la sécrétion de GnRH au cours du cycle cestral.

Les neurones a kisspeptines de ’APO latérale projettent directement vers les neurones a
GnRH pour modifier leur activité alors que la population présente dans I’ARC, présentant peu
de projections directes vers les corps cellulaires a GnRH, agirait via d’autres populations
intermédiaires (Backholer et al., 2010). Concernant ce dernier point il a été démontré, chez la
souris, que les stéroides sexuels pouvaient sensibiliser les neurones a GnRH a 1’action des
kisspeptines via la modulation de I’activation des populations GABAergiques et
glutamatergiques au contact des neurones a GnRH (Pielecka-Fortuna et al., 2008; Pielecka-
Fortuna et Moenter, 2010). Les neurones a kisspeptines de I’ARC agiraient également
directement au niveau de I’éminence médiane, région riche en fibres a kisspeptines
(Franceschini et al., 2006), en régulant la libération de GnRH par des interaction axo-
axoniques (Amstalden ef al., 2005) sans toutefois présenter d’effets hypophysiotropes (Smith,
2008). Si les deux populations de neurones a kisspeptines sont impliquées dans 1’intégration
et la transmission des rétrocontrdles stéroidiens vers les neurones a GnRH, des différences
fonctionnelles sont rapportées. Ainsi différentes subpopulations de neurones a kisspeptines
coexisteraient dans I’ARC permettant a cette seule structure de participer a la fois aux
rétrocontroles positif et négatif des hormones stéroidiennes (Smith et al., 2006b). Il est
intéressant de noter que ce role central de I’ARC avait déja été mis en évidence chez la brebis
(Caraty et al., 1998) notamment du fait de la présence de populations neuronales béta-
endorphinergiques, catécholaminergiques, ou encore dynorphinergiques qui peuvent controler
I’activité des neurones a GnRH (Dufourny et al., 2005b; Dufourny et al., 2005a). Les
neurones de I’APO latérale interviendraient, conjointement avec la subpopulation des
neurones de la partie caudale de I’ARC, seulement lors de la transmission du rétrocontrdle

positif des cestrogenes (Campbell et al., 2009; Smith et al., 2009; Caraty et al., 2010).

v’ Leréle de la GnIH
Chez les mammiféres, le géne Gn/H code pour deux peptides de la famille des RF-amides
GnlH-1 et GnlH-3 (ou RFRP-1 et RFRP-3 selon la nomenclature) (pour revues cf. Smith et
Clarke, 2010; Tsutsui ef al., 2010). Les GnlIH sont les ligands naturels d’un récepteur couplé a
une protéine G identifi¢ comme étant GPR147 (Dockray, 2004) puis renommé GnlIH-R

(Smith et Clarke, 2010). Les ¢tudes d’immunohistochimie et d’hybridation in situ réalisées
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chez la brebis révelent une distribution neuroanatomique des corps cellulaires a GnlH
principalement localisée dans le noyau hypothalamique dorsomédian (HDM), région
disposant de projections vers de nombreux noyaux hypothalamiques, notamment vers la
région ventrale du noyau paraventriculaire (NPV) (Clarke et al., 2008; Dardente et al., 2008).
Le GnlH-R, quant a lui, est principalement localisé¢ dans les noyaux suprachiasmatiques et

supraoptiques, le NPV et I’hypophyse (Dardente et al., 2008).

La démonstration d’une forte proximité entre 40 a 80 % des neurones a GnRH et les fibres a
GnlH a suggéré un réle pour les GnlH dans la régulation de la libération de GnRH (Smith et
al., 2008). De plus, sont observées des fibres & GnlH au niveau de la zone neurosécrétoire de
I’éminence médiane (Dardente et al., 2008; Qi et al., 2009) suggérant une possible régulation
au niveau des terminaisons axoniques des neurones a GnRH. Effectivement, chez les
rongeurs, le GnlH-3 a un effet inhibiteur sur les neurones a GnRH (Ducret et al., 2009).
Cependant, alors que certaines études suggerent que de faibles niveaux de GnlH constituent
une partie du signal permettant I’expression du pic préovulatoire de GnRH (Gibson et al.,
2008; Rizwan et al., 2009) ; d’autres auteurs constatent chez les primates une stimulation de
I’expression du géne en fin de phase folliculaire (Smith et al., 2010). Chez les ovins, comme
chez la plupart des mammiferes, le réle de la GnIH-3 sur les neurones a GnRH n’est pas
encore clairement établit au moment de la rédaction de ce manuscrit (Smith et Clarke, 2010).
Une vraisemblable association fonctionnelle entre les fibres a GnIH et kisspeptines au niveau
de I’éminence médiane pour réguler la libération de GnRH étant principalement a 1’étude
(Smith et al, 2008; Smith, 2009). D’un autre co6té¢, la GnlIH-3 posséde un effet
hypophysiotropique inhibiteur plus net chez I’ensemble des mammiferes (Clarke et al., 2009;
Pineda et al., 2010b), notamment sur les niveaux de sécrétion de LH chez les bovins
(Kadokawa et al., 2009). La démonstration in vitro, sur des cellules hypophysaires ovines,
d’un effet inhibiteur de la GnlH-3 uniquement sur la FSH améne a considérer ce peptide en
tant que potentielle gonadostatine spécifique de cette gonadotrophine (FSH-IF) (Sari et al.,
2009).

= |e générateur de pulses de GnRH
La génération des pulses de GnRH est conditionnée par le fonctionnement d’un mécanisme de
coordination et de synchronisation de 1’activité neurosécrétoire de 1’ensemble des neurones a
GnRH (pour revues, cf. Moenter et al., 2003; Maeda et al., 2010). Les mécanismes

neurobiologiques impliqués auraient deux composantes principales, a savoir i) la génération
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d’une activité épisodique des corps cellulaires des neurones a GnRH et ii) la synchronisation
de la libération du décapeptide au niveau des terminaisons axoniques de ces mémes neurones
(Maeda et al., 2010). Le fonctionnement de ces mécanismes n’est pas complétement
déterminé. Cependant, il apparait désormais probable que le générateur de pulses de GnRH
associe la capacité des corps cellulaires des neurones & GnRH a auto-entretenir une activité
pulsatile (Duittoz et Batailler, 2000), a un mécanisme de synchronisation contr6lé par d’autres

neurones (pour revues, cf. Goodman et Inskeep, 2006; Lehman ef al., 2010a).

Depuis les travaux de Halasz et Pupp (1965), il est déterminé que le substrat neuroanatomique
du générateur de pulses de GnRH est I’hypothalamus médiobasal (chez les ovins, se reporter
aux travaux de Thiery et Pelletier, 1981; Whisnant et Goodman, 1994). Récemment, les
travaux de Ohkura et al. (2009a; 2009b) réalisés chez la chevre (Capra hircus) et la ratte, ont
suggéré que les neurones a kisspeptines du noyau arqué étaient au cceur du fonctionnement du
générateur de pulses. Dés lors, la plupart des études réalisées ont confirmé ces observations
(Navarro et al., 2009; Corander et al., 2010; Goodman et al., 2011). Les neurones impliqués
ont ¢ét¢ renommeés neurones & KNDy (Lehman et al., 2010a) afin de souligner qu’ils co-
expriment la dynorphine A (Dyn) et la neurokinine B (NKB) (Goodman et al., 2007), deux
peptides inhibiteurs de la sécrétion de GnRH (Goodman et al., 2002; Goodman et al., 2004;
Goodman et al., 2011). En effet, selon le modéele établit (Wakabayashi et al., 2010), les
neurones a KNDy forment un circuit neuronal dont I’activité peut étre accélérée ou freinée par
I’action respective de la NKB et de la Dyn; les actions réciproques des deux peptides
génerent ainsi une oscillation rythmique dans D’activit¢ des neurones du circuit. Ces
oscillations engendrent une libération pulsatile de la kisspeptine qui, libérée au niveau des
terminaisons nerveuses des neurones 8 GnRH dans I’éminence médiane, stimule a son tour la
libération du décapeptide de fagcon pulsatile. Dans ce modele, la sensibilité du circuit de
neurones a KNDy a I’cestradiol (Rance et Bruce, 1994; Smith et al., 2005; Navarro et al.,
2009) et probablement a la progestérone (Goodman et al., 2004), expliqueraient les effets des

rétrocontroles stéroidiens sur la pulsatilité¢ du couple GnRH/LH (Figure 13).

En plus d’étre sensible aux rétrocontrdles stéroidiens, le générateur de pulses de GnRH
constitue, au niveau central, le point d’intégration final des facteurs environnementaux
modulateurs de la fonction de reproduction. Le générateur de pulses de GnRH apparait donc
jouer un role essentiel dans le controle du rythme annuel d’activité ovarienne (pour revue, cf.

Karsch et al., 1984).
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2. Lerythme annuel d’activité ovarienne

Chez la plupart des vertébrés, l’interaction des mécanismes de mesure du temps
photopériodique et de génération du rythme circannuel aboutit a la régulation a long terme des
cycles saisonniers reproductifs (Gwinner, 1986). Le principal facteur responsable de ce
phénoméne étant la variation de la sensibilit¢é du générateur de pulses de GnRH au
rétrocontrole négatif exercé par 1’cestradiol (Legan et al., 1977). Chez les mammiferes, si le
fonctionnement du mécanisme de mesure du temps photopériodique n’est pas résolu dans son
ensemble, ses bases physiologiques sont en revanche bien déterminées. D’un autre coté,
I’existence du mécanisme de génération du rythme circannuel de GnRH n’est étayée que par
des observations indirectes de son fonctionnement dont les principes restent a ce jour

hypothétiques.
a. La mesure du temps photopériodique

Chez les mammiferes, la photopériode module 1’activité saisonni¢re du générateur de pulses
de GnRH via le rythme de sécrétion d’une hormone, la mélatonine (Bittman et al., 1985;
Robinson, 1987; Reiter, 1993). Ce rythme est lui-méme dépendant du systéme circadien
endogéne a la fois pour sa génération et son interprétation (Lincoln, 2006; Lincoln et
Hazlerigg, 2010). Les mécanismes de mesure du temps photopériodique apparaissent ainsi

étre totalement dépendant du systéme circadien endogéne (Lincoln et Hazlerigg, 2010).

= [a génération du rythme de mélatonine
La transmission de I’information lumineuse et sa traduction en un rythme de sécrétion de
mélatonine implique une voie neurale multisynaptique dont les principaux acteurs sont la
rétine, les noyaux suprachiasmatiques hypothalamiques (NSC) et la glande pinéale qui sécréte
la mélatonine (Karsch et al., 1984). La voie rétino-hypothalamo-pinéalienne (Figure 14), en
fournissant d’une part i) un signal d’entrainement circadien de l’activité sécrétoire de la
glande pinéale synchronisé¢ par le rythme lumiére/obscurit¢ ambiant et d’autre part ii) en
limitant cette méme activité aux périodes d’obscurité, conditionne une libération nocturne de
la mélatonine dont la durée est inversement proportionnelle a la photopériode (pour revue cf.

Simonneaux et Ribelayga, 2003).

v’ La rétine
Chez les mammiferes, la perception lumineuse pour le contrdle de la sécrétion de mélatonine

s’effectue au niveau de la rétine (Legan et Karsch, 1983) en partie par les photorécepteurs
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visuels classiques (cones et batonnets) mais surtout via une sous population de neurones de la
rétine interne rendue exclusivement photosensible par 1’expression de la mélanopsine, un
photopigment (Panda et al., 2005; Qiu et al., 2005). Les prolongements des neurones
impliqués forment le tractus rétinohypothalamique (RHT), tractus monosynaptique distinct du
chiasma optique, et transmettent I’information lumineuse vers les noyaux suprachiasmatiques
(Figure 14-A) (Legan et Winans, 1981; Hatter et al, 2002). Les principaux
neurotransmetteurs libérés au niveau des contacts synaptiques du RHT avec les neurones des

NSC sont le glutamate et le peptide PACAP (pour revue cf. Meijer et Schwartz, 2003).

v’ Les noyaux suprachiasmatiques
Les NSC des mammiferes sont localisés dans la partie antéroventrale de 1’hypothalamus au-
dessus du chiasma optique, de part et d’autre du troisieme ventricule. Cette structure est
capable d’¢laborer de facon autonome un message rythmique circadien persistant. Les
oscillations générées sont transmises au reste de I’organisme ou elles sont indispensables pour
synchroniser d’autres oscillateurs circadiens, présents dans la plupart des organes et tissus.
L’oscillateur des NSC est ainsi considéré comme étant 1’horloge circadienne principale (par
opposition aux horloges périphériques dépendantes) et son fonctionnement responsable des
activités comportementales et physiologiques circadiennes cohérentes au niveau des organes

et de I’organisme entier (pour revues cf. Klein et al., 1991; Hastings et al., 2007).

L’oscillation circadienne est générée au niveau des geénes par chaque cellule de 1’organisme
disposant de la machinerie moléculaire adéquate. Principalement déterminés chez les rongeurs
(pour revue cf. Reppert et Weaver, 2002), ses principes de fonctionnement (Figure 15) sont
relativement similaires chez les ovins (Dardente et al., 2009). Ainsi qu’il est observé dans les
horloges périphériques en 1’absence d’un signal de synchronisation, les oscillations
circadiennes générées par chaque cellule sont déphasées et ne permettent pas 1’émergence
persistante d’un rythme circadien cohérant au niveau tissulaire (Welsh et al., 2004). C’est la
synchronisation intercellulaire inédite des neurones des NSC via des contacts synaptiques et
des jonctions gaps qui, en ’absence d’information environnementale, permet le maintien en
phase de ces oscillations (pour revue cf. Welsh et al., 2010). Dans ces conditions, la période
du rythme endogene est d’un peu plus de 24 heures chez les différentes races ovines étudiées
(Ile-de-France : Ravault et al., 1989; Suffolk : Earl ef al., 1990; Romney Marsh : Matthews et
al., 1992).
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L’information lumineuse, transmise par le RHT, est le principal synchroniseur (ou zeitgeber)
du rythme généré par les NSC entrainant ce dernier vers une période d’exactement 24 heures
(pour revues cf. Klein et al., 1991; Dibner et al., 2010). Cette synchronisation est obtenue par
une remise a I’heure quotidienne de I’horloge principale, dépendante du moment ou la
lumiére est percue en relation avec la période endogene de 1’horloge (phase photosensible)
(Daan et Pittendrigh, 1976). Ainsi chez les ovins, du fait de leur période endogene, la
synchronisation de 1’horloge correspondrait a des avances de phase quotidiennes liées a I’aube
(Matthews et al., 1993). Au niveau moléculaire, cette réinitialisation de I’horloge s’effectue
via une activation transcriptionnelle dépendante de la lumiére des geénes Pers (pour revue cf.

Hastings et al., 2007).

En sus de leur role dans la génération et la propagation d’un rythme circadien pouvant étre
synchronisé au cycle jour/nuit (ou cycle L:D), les NSC constituent ¢galement un site de
mesure du temps photopériodique (pour revue cf. Goldman, 2001). Ainsi la phase
photosensible des NSC est affectée par la photopériode (Sumova et al., 1995) de méme que
leurs profils d’activité neuronale (Mrugala et al., 2000; VanderLeest ef al., 2007). Dans les
NSC, la mesure du temps photopériodique semble conforme au modele de Pittendrigh (1964).
Le décodage de la photopériode, via les variations des relations de phase entre les oscillateurs
de I’aube et du crépuscule (de deux : Jagota et al., 2000; a trois oscillateurs : Inagaki et al.,
2007), ne dépendrait pas d’un mécanisme intracellulaire mais d’un mécanisme intercellulaire
intimement li¢ a la structure hétérogene des NSC (Johnston, 2005; Kuhlman et McMahon,
2006) et renforcé par des phénomenes de plasticité neuronale (VanderLeest et al., 2007,

Girardet et al., 2010; Meijer et al., 2010).

Les NSC transmettent I’information concernant le rythme L:D ambiant et sa position au cours
du cycle photopériodique notamment vers la glande pinéale ou ils jouent un role majeur dans
le contrdle de son activité métabolique (Figure 14-B). La transmission du message temporel
depuis les NSC s’effectue via I’axe hypothalamo-pinéalien, une voie multisynaptique ayant
entre autres relais les noyaux paraventriculaires (NPV) puis les ganglions cervicaux
supérieurs (SCG). Les fibres sympathiques issues des SCG constituent une afférence majeure

de la glande pinéale (pour revues cf. Reiter, 1981; Simonneaux et Ribelayga, 2003).

v’ La glande pinéale
La glande pinéale, une évagination du plafond diencéphalique localisée chez les ovins entre

les commissures habénulaire et postérieure, est un tissu homogene principalement composé de
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cellules neuroendocriniennes ou pinéalocytes, capables de synthétiser et libérer 1’hormone
mélatonine (Figure 14-C) (pour revue cf. Pevet, 1983). Cette libération s’effectue
directement (les pinéalocytes ne stockent pas la mélatonine) dans la circulation périphérique
ou dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) au niveau du troisiéme ventricule via le récessus
pinéalien (Malpaux et al., 2001; Tricoire et al., 2002). Une fois libérée, la demi-vie
plasmatique de I’hormone est de I’ordre de la dizaine de minutes chez la brebis (Zarazaga et
al., 1998b). Au sein des pinéalocytes, la sérotonine est convertie en mélatonine par I’action
successive des enzymes AANAT et HIOMT, cette premicére étant considérée comme

I’enzyme limitante de cette synthese (pour revue cf. Simonneaux et Ribelayga, 2003).

Les NSC, via I’axe hypothalamo-pinéalien, conditionnent les profils de libération de la
mélatonine en entrainant le rythme d’activit¢ de ’AANAT vers la période nocturne du
nycthémeére. L’activité de cette enzyme, via un réseau neuronal distinct en provenance de la
rétine (Dafny, 1980), est également intensément inhibée par la lumiére. Ce deux mécanismes
d’entrainement et d’inhibition s’exercant sur ’activit¢ de ’AANAT sont responsables de la
libération exclusivement nocturne de la mélatonine (pour revues cf. Lincoln et al., 1985;
Schwartz et al., 2001; Simonneaux et Ribelayga, 2003). Chez les mammifeéres, les forces
relatives de ces deux mécanismes déterminent les profils de libération nocturne de I’hormone
(Reiter, 1991b; Reiter, 1991a). Chez les ovins en particulier, 1’entrainement par les NSC
(Matthews et al., 1992; Ravault et Chesneau, 1999) et la forte inhibition par la lumiere de
I’activité de ’AANAT (Picazo et Lincoln, 1995; Stehle et al., 2001) conditionnent une
sécrétion soutenue de mélatonine tout au long de la phase obscure ainsi qu’une élévation et
une chute brutales des taux au moment des transitions lumineuses (Figure 14-C) (Bittman et
al., 1983b). L’activité de I’enzyme HIOMT est quant a elle responsable de 1’amplitude du
rythme de sécrétion de mélatonine et, au moins chez les rongeurs, serait sous le controle

photopériodique des NSC (Ribelayga et al., 2000).

Ainsi que démontré par les effets d’une ablation (pinéalectomie) ou dénervation de la glande
pinéale (Barrell et Lapwood, 1979; Lincoln, 1979; Bartness et al., 1993), le rythme de
sécrétion de mélatonine est le signal essentiel dans la transduction de I’information

photopériodique vers I’hypothalamus.

= L’interprétation du signal mélatoninergique
Des trois parametres caractérisant le rythme de sécrétion de mélatonine (durée, amplitude et

phase), le role majeur tenu par la durée de sécrétion de I’hormone dans la transmission de
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I’information photopériodique recueil un large consensus (pour revues cf. Bartness et al.,
1993; Reiter, 1993). Ainsi les effets des traitements photopériodiques sur les profils
saisonniers de reproduction peuvent étre résumés quant a leurs effets sur 1’évolution de la
durée de sécrétion de la mélatonine (Illnerova, 1991; Gorman et Zucker, 1997). Chez les
ovins pinéalectomisés en particulier, les transitions reproductives peuvent étre induites par
I’infusion périphérique de mélatonine dont la durée mime celle constatée en JC (initiation) ou

en JL (suppression) (Bittman et al., 1983a; Bittman et Karsch, 1984).

Les effets de la mélatonine s’exercent via ses récepteurs a haute affinit¢ MT1 et MT2,
disposant de sept domaines transmembranaires et couplés a une protéine Gi (Reppert et al.,
1996b). Ces récepteurs ont été communément identifiés dans la pars tuberalis des
mammiferes lors d’études autoradiographiques employant de la mélatonine marquée a 1’iode
125 (Vanecek, 1988; Morgan et al., 1994). Cette méme méthode a plus particuliérement
permis I’identification de ces récepteurs dans ’HMB des ovins et des hamsters Syriens
(Mesocricetus auratus) (Maywood et Hastings, 1995; Malpaux et al., 1998; Sliwowska et al.,
2004). 11 est toutefois intéressant de noter qu’une étude récente n’en détecte pas la présence
dans ’HMB de béliers par hybridation in situ (Hanon ef al., 2008). En se fixant sur MT1, la
mélatonine régule négativement le systeme de 1’adenylate cyclase et inhibe I’accumulation
intracellulaire d’AMP cyclique (AMPc) (Morgan et al., 1989; Morgan et al., 1990). Quant a
MT2, son rdole dans la transduction du signal photopériodique semble étre limité a la
régulation de MT1 voir étre inexistant (Weaver et al., 1996; Hanon et al., 2008; Coge et al.,
2009). Plus récemment, une étude réalisée chez la souris conforte le rdle essentiel tenu par

MTT1 dans la transmission du message photopériodique (Yasuo et al., 2009).

La mélatonine étant un composé lipophile, le signal mélatoninergique atteint ses cibles au
niveau central via la circulation périphérique en traversant passivement la barriére
hématoencéphalique (Vanecek, 1998) et probablement via le liquide céphalo-rachidien par
diffusion depuis les parois du 3™ ventricule (Legros et al., 2006; Skipor et Thiery, 2008). La
contribution relative de ces voies distinctes dans la transmission du signal mélatoninergique

restant indéterminée.

v Leréle de la pars tuberalis de I’hypophyse
Les cellules de la pars tuberalis pourvues de récepteurs a la mélatonine MT1 disposent d’une
machinerie moléculaire circadienne compléte dont 1’expression est dépendante du signal

mélatoninergique (von Gall et al., 2005). Dans ce tissu, la réinitialisation du rythme généré
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par I’horloge circadienne est dépendante de la montée des taux de mélatonine au crépuscule
(Lincoln et al., 2002). De plus la mélatonine, en supprimant des taux d’AMPc, inhibe la
transcription des génes dont la région promotrice dispose de 1’¢lément de réponse circadien E-
box (Johnston et al., 2006). Ces interactions entre 1’horloge de la pars tuberalis et le rythme
de sécrétion de mélatonine permettent a 1’horloge d’en interpréter la durée de sécrétion via un
ou plusieurs mécanismes de mesure du temps photopériodique (Lincoln et al., 2002; Johnston
et al., 2006; Dupré et al., 2008; Dardente ef al., 2010). Ces mécanismes permettent d’une part
a I’horloge de la pars tuberalis de diriger les profils saisonniers de sécrétion de la prolactine
(Lincoln et Clarke, 1994) et de réguler d’autre part le catabolisme des hormones thyroidiennes
dans I’hypothalamus médiobasal pour contrdler I’initiation des transitions saisonnicres

reproductives (pour revues cf. Hazlerigg et Loudon, 2008; Morgan et Hazlerigg, 2008).

La prolactine est une hormone secrétée par les cellules lactotrophes de la pars distalis dont les
variations saisonnieres de libération controlent principalement les cycles de croissance et mue
de la toison (Lincoln, 1989). Les cellules de la pars tuberalis décodent le signal
mélatoninergique et libérent de fagon photopériode-dépendante des sécrétagogues de la
prolactine, notamment des neurokinines (Dupré et al., 2010). L’utilisation de béliers HPD,
dont I’hypophyse est isolée chirurgicalement de toute influence hypothalamique, a permis de
mettre en évidence 1’autonomie intrapituitaire de ce mécanisme (Lincoln et Clarke, 1994). Les
bases de son fonctionnement restent toutefois a déterminer. Les premieres études menées en
ce sens suggerent la présence d’un mécanisme de mesure du temps photopériodique conforme
au modele de Pittendrigh (1964) localisé au niveau intracellulaire. Le premier oscillateur li¢ a
I’aube serait la famille de geénes Pers dont la séquence promotrice E-box conduit a une
transcription dépendante de la chute des taux de mélatonine par un phénoméne de
dérépression (Messager et al., 1999; Messager et al., 2000). Les genes de la famille des Crys
constitueraient le second oscillateur, 1i¢ au crépuscule, dont la transcription est liée a
I’¢élévation des taux de mélatonine par un mécanisme restant a définir (Dupré et al., 2008).
Les variations saisonnicres de ’intervalle transcriptionnel des geénes Pers et Crys conduiraient
a plus ou moins favoriser ’interaction des protéines PERs et CRYs (Lincoln et al., 2002;
Hazlerigg et Wagner, 2006; Lincoln, 2006; Dupré et al., 2008; Wagner et al., 2008) et ainsi
réguler la transcription photopériodique des geénes contrdlés par I’horloge circadienne dont les

sécrétagogues de la prolactine (Stirland ef al., 2001).

Les cellules de la pars tuberalis disposant de récepteurs a la mélatonine sont des

thyrotrophines ; elles expriment en effet la sous-unité B de la TSH (TSHP) ainsi que la sous-
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unité o de ’hormone glycoprotéique (oo GSU) dont I’arrangement hétérotrimérique forme
I’hormone thyrotrope ou TSH (Klosen et al., 2002). Contrairement aux thyrotrophines de la
pars distalis, ces cellules ne sont pas sensibles a I’hormone thyroidienne T3 ou a la
thyrolibérine (Bockmann et al., 1997). En revanche leur activité est photopériode-dépendante
(Bockmann et al., 1996; Dardente et al., 2003; Wagner et al., 2008). Récemment, trois études
réalisées respectivement chez la caille Japonaise (Coturnix japonica) (Nakao et al., 2008a), le
bélier Soay (Hanon et al., 2008) et le hamster européen (Cricetus cricetus) (Hanon et al.,
2009), ont mis en évidence I’implication des thyrotrophines de la pars tuberalis dans le
contrdle photopériodique des transitions reproductives des vertébrés. Selon ces études, la
perception des JL provoque dans un premier temps une augmentation des niveaux de TSH via
la stimulation de I’expression de la TSHP. Les travaux concomitants de Dardente et al. (2010)
réalisés chez le bélier Soay et de Masumoto et al. (2010) réalisés chez la souris, ont mis en
¢vidence un mécanisme conforme au modele de Biinning (1960) pour ce contrdle
photopériodique de la transcription de 7SHf. D’apres leurs travaux, confirmés par une autre
étude (Dupré et al., 2010), le géne Eya3 joue un rdle central dans ce mécanisme (Hut, 2011).
En effet, la réinitialisation de 1’horloge de la pars tuberalis par la mélatonine conditionne le
moment de son pic d’expression (= 12 heures apres le crépuscule) déterminant ainsi une phase
« photosensible ». De fait, le géne Eya3 dispose de plusieurs séquences E-box dans sa région
promotrice ; des lors que la sécrétion de mélatonine empiéte sur cette phase, la transcription
du gene est inhibée. Ainsi, seules des nuits dont la durée est inférieure a 12 heures (i.e. des
JL) permettent 1’expression du pic transcriptionnel d’Eya3. Une fois exprimée, la protéine

EY A3 stimulera la transcription de 7SHp via la coactivation de la protéine TEF (Figure 16).

v Le réle des tanycytes de I’hypothalamus médiobasal
L’approche fonctionnelle des éveénements transcriptionnels induits par des changements
photopériodiques, a permis a I’étude de Nakao et al. (2008a) de déterminer que les premiers
évenements hypophysaires entrainaient une seconde vague d’expression de génes dans
I’hypothalamus médiobasal. Ces événements hypothalamiques, confirmés chez les ovins
(Hanon et al., 2008), sont notamment localisés dans la zone épendymaire paraventriculaire
(PVZ) entourant la base du 3™ ventricule et impliquent la régulation de I’expression des
enzymes du catabolisme des hormones thyroidiennes, les déiodinases 2 et 3 (DIO2 et DIO3).
L’enzyme DIO2 est le premier régulateur clé de la bioactivité des hormones thyroidiennes

puisqu’elle convertie la forme inactive et majoritairement circulante de I’hormone (T4) en
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forme biologiquement active (T3). L’enzyme DIO3, second régulateur clé, est impliquée dans

le phénomene inverse d’inactivation de la T3 (pour revue cf. Lechan et Fekete, 2005).

Dans la PVZ des vertébrés, les récepteurs a la TSH (ou TSH-Rs, récepteurs couplés a une
protéine G) et les déiodinases sont colocalisés dans des cellules gliales remarquables, les
tanycytes (Yoshimura et al., 2003; Watanabe et al., 2004; Yasuo et al., 2007; Hanon et al.,
2008). Ces cellules bipolaires, dont les projections s’étendent de la surface du 3™ ventricule
jusque dans I’éminence médiane, sont impliquées dans la captation et le transport
bidirectionnel de molécules a travers la barriére hématoencéphalique (Rodriguez et al., 2005).
Ainsi, les tanycytes permettraient une action locale et rétrograde de la TSH depuis les cellules
de la pars tuberalis. Les TSH-Rs des tanycytes, activés en JL par I’augmentation de la
production de TSH, stimulent en 10 jours la production de DIO2 via un mécanisme AMPc-
dépendant (Figure 17) (Hanon et al., 2008). Si, chez la caille et le hamster Sibérien, sont
observées des variations saisonniéres inverses de 1’activité de la DIO3 (Yoshimura et al.,
2003; Yasuo et al., 2005; Barrett et al., 2007), ces derniéres restent a identifier chez les petits
ruminants (Yasuo et al., 2006a; Hanon et al., 2008). Ainsi, chez les vertébrés, les variations
photopériodiques de I’activité des voies de conversion des hormones thyroidiennes conduisent

a favoriser la production de T3 en JL par rapport aux JC (pour revues cf. Hazlerigg et Loudon,

2008; Ono et al., 2009).

Les disponibilités hypothalamiques en T3 sont également dépendantes du passage actif de la
forme T4 produite par la glande thyroide a travers la barriere hématoencéphalique, ce dernier
¢tant assuré par de nombreux transporteurs (Kassem et al., 2007). Il s’agit notamment de
MCT-8 et Oatplcl, dont la présence dans la PVZ et I’expression photopériodique favoriserait
le transport bidirectionnel et le catabolisme des hormones thyroidiennes au niveau des

tanycytes chez les rongeurs (Herwig ef al., 2009; Ross et al., 2011).

Cette régulation hypothalamique du catabolisme des hormones thyroidiennes est 1’élément
central du mécanisme initi¢ dans I’hypophyse qui aboutit a la régulation saisonni¢re de
I’activité du générateur de pulses de GnRH (Figure 17) (pour revue cf. Hazlerigg et Loudon,
2008). Si ce mécanisme n’a été que récemment identifi¢, le role des hormones thyroidiennes
dans le contrdle des profils saisonniers de reproduction des vertébrés est en revanche connu
depuis plusieurs décennies (Nicholls et al., 1988; Webster et al., 1991a; Webster et al.,
1991b). Chez la brebis, une thyroidectomie réalisée en saison de reproduction permet de

surmonter le développement d’un état photoréfractaire aux JC et ainsi de maintenir
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perpétuellement la saison reproductive (Nicholls et al., 1988; Moenter et al., 1991; Karsch et
al., 1995). En revanche, une thyroidectomie réalisée en saison d’ancestrus n’a pas d’impact
sur le moment de la transition vers la saison de reproduction (Parkinson et Follett, 1994;

Thrun et al., 1997b).

Les études ayant procédé a I’infusion périphérique ou centrale de T4 avaient déterminé
I’action centrale et photopériode-dépendante de I’hormone (limitée au début de la saison
d’ancestrus des brebis intactes) pour le contréle du moment de transition vers la saison
d’ancestrus (Thrun et al., 1997a; Viguié et al., 1999, Billings et al., 2002). Les travaux de
Yasuo et al. (2006a) chez le bouc Saanen ont permis d’expliquer 1’existence de cette fenétre
temporelle pour I’action de la T4 au niveau central. D’apres cette étude, la perception de JL
artificiels (L:D 16:8) avant la transition vers la saison de repos sexuel (observée en Mars pour
cette race a 38°N) inhibe I’expression hypothalamique de DIO2 alors que les JL naturels (des
jours relativement courts mais croissants) la stimulent. Ainsi chez les petits ruminants, a
I’opposé des observations réalisées chez la caille (Yasuo ef al., 2006b), lorsque les JL naturels
dépassent un certain seuil (en milieu ou fin d’ancestrus) 1’absence d’effets de la T4 est

expliqué par la réduction de sa conversion en T3 liée a I’inhibition de I’expression de DIO2.

v’ Un réle pour I'aire prémamillaire de I’hypothalamus médiobasal ?
Dans un premier temps, chez les ovins, la pose centrale d’implants de mélatonine a désigné
I’aire prémamillaire de 1’hypothalamus médiobasal (HPM), et non la région hypophysaire,
comme ¢tant essentielle a 1’intégration du signal mélatoninergique pour le contrdle saisonnier
de Pactivité¢ du générateur de pulses de GnRH (Figure 18) (Lincoln et Maeda, 1992; Malpaux
et al., 1993; Malpaux et al., 1994; Malpaux et al., 1998). La vraisemblance de ces résultats
ayant été confirmée par la détection de sites de liaisons a la mélatonine et la présence de
transcrits de mt/ dans I’HPM ovin (Morgan et al., 1994; Migaud et al., 2005). Toutefois, de
récentes études remettent en cause I’existence de tels sites de liaison a la mélatonine arguant
I’impossibilité d’en détecter la présence (Hanon et al., 2008) ou leur caractére non-spécifique
(Morgan et Hazlerigg, 2008). Sans statuer sur ce dernier point, la puissance des plans
expérimentaux conduisant a I’observation d’une action hypothalamique de la mélatonine
(Malpaux et al., 1997) nous amene a considérer la pertinence physiologique d’un mécanisme

hypothalamique de mesure du temps photopériodique.

Compte-tenu des résultats expérimentaux, 1’activation de ce second mécanisme

photopériodique et exclusivement hypothalamique synchroniserait le développement de 1’état
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photoréfractaire aux JL (i.e. la transition vers la saison de reproduction). Premiérement, peut
étre envisagé un fonctionnement complémentaire des deux mécanismes photopériodiques.
Chaque transition reproductive serait alors synchronisée temporellement par I’activation de
I’un et la décompression de I’autre. L’étude précédemment abordée de Yasuo et al. (2006a)
semble toutefois en contradiction avec cette premicre hypotheése. En effet, ses résultats
indiquent clairement que la décompression du mécanisme hypophyso-hypothalamique a lieu
bien avant le moment de la prochaine transition reproductive saisonniere. Ainsi, le
fonctionnement des deux mécanismes photopériodiques pourrait s’avérer étre exclusif;
chacun contrélant le moment d’une des transitions reproductives. Cette deuxiéme hypothese
est a mettre en parallele des résultats de certaines études suggérant 1’existence de voies
distinctes pour le controle de chaque transition saisonnicre de reproduction (Hileman et al.,

1994; Yasuo et al., 2010).

Dans I’HPM, diverses populations neuronales contribueraient a transmettre le signal
mélatoninergique vers le générateur de pulses de GnRH (pour revue cf. Malpaux, 2006). Les
neurones de la partie caudale de I’ARC, déja impliqués dans le contrdle du cycle cestral, y
constitueraient alors le principal centre d’intégration du signal mélatoninergique (Yasuo et al.,
2006a). Ce mécanisme pourrait &tre propre aux mammifeéres puisque, a la différence de
I’espéce aviaire, chacun de leurs noyaux hypothalamiques exprime un rythme circadien
distinct (Yasuo et Yoshimura, 2009). Pour valider cette hypothése, la présence d’une horloge
circadienne localisée dans la partie caudale du noyau arqué et dépendante du signal

mélatoninergique reste & mettre en évidence.

v’ La modulation de 'activité du générateur de pulses de GnRH
Chez les petits ruminants le contréle photopériodique de 1’axe reproducteur se caractérise par
une réponse lente, de 1’ordre de plusieurs semaines (Thimonier, 1989; Chemineau et al., 1992;
Viguié et al., 1995). A contrario, I’axe lactotrope présente une réponse significativement plus
rapide (Thimonier et al., 1978). Tandis que le mécanisme photopériodique du contrdle des
cycles saisonniers de prolactine est exclusivement hypophysaire, la séquence hypothalamique
impliquée dans le contrdle saisonnier du générateur de pulses de GnRH apparait étre
responsable du délai de réponse supérieur (Lincoln, 1999; Lincoln et al., 2003a). De plus,
puisque le mécanisme photopériodique hypophysaire est conservé entre especes de JL et de
JC ainsi qu’entre animaux présentant différentes vitesses de réponse photopériodique (oiseaux

vs. mammifeéres par exemple), I’implication de voies neuronales hypothalamiques plus ou

Revue Bibliographique 53



moins complexes expliquerait ces différences d’interprétation du signal mélatoninergique

(Hanon et al., 2008; Hut, 2011).

In fine, cette séquence hypothalamique aboutit a la variation photopériode-dépendante de
I’activité du générateur de pulses de GnRH principalement attribuable a une augmentation du
rétrocontrdle négatif exercé par 1’cestradiol en saison d’ancestrus (Figure 19) (pour revue cf.
Goodman et al., 2010). Au niveau central ce phénomeéne a pour relais essentiel un groupe de
cellules dopaminergiques localis¢ dans 1’aire hypothalamique rétrochiasmatique (RCh)
latérale, le noyau A15 (Przekop, 1978; Thiery et al., 1995; Lehman et al., 1996). Le signal
cestrogénique serait alors intégré dans I’APO ventromédiane, région disposant de récepteurs
ERa, puis transmit via le noyau Al5 vers les neurones a GnRH (Stefanovic et al., 2000;
Anderson et al., 2001). Bien que les cellules du noyau A15 soient dépourvues de récepteurs
aux cestrogénes ERa (Lehman et al., 1993; Scott et al., 2000), certaines études y envisagent
¢galement une action directe de I’cestradiol selon un mécanisme inédit (Lehman et Karsch,
1993; Gallegos-Sanchez et al., 1997). Ces deux voies pourraient ainsi agir de fagon
synergique (Thiery et al., 2002). Si les cellules du noyau A15 projettent effectivement dans
les régions de ’HMB ou sont localisés les neurones a GnRH (Havern ef al., 1991; Gayrard et
al., 1995; Viguié et al., 1998), la transmission du signal cestrogénique impliquerait des
contacts dopaminergiques directs (Thiery et al., 1995) ainsi que des populations cellulaires

intermédiaires via un circuit neuronal multisynaptique (Bogusz et al., 2008).

Récemment, les populations de neurones a RF-amides de I’'HMB (principalement des
neurones a kisspeptines et RFRP-3) ont été identifiées comme constituant des ¢léments clés
du contrdle photopériodique de ’activité du générateur de pulses de GnRH (Greives et al.,
2008; Clarke et Smith, 2010; Smith, 2011). Ces populations participent vraisemblablement
aux dernieres €tapes de ’intégration du signal cestrogénique a titre d’intermédiaires entre les
efférences dopaminergiques du noyau Al5 et les neurones a8 GnRH (Chalivoix et al., 2010a;

Lehman et al., 2010d).

Différents mécanismes expliqueraient les variations photopériodiques du potentiel inhibiteur
du rétrocontrdle cestrogénique sur 1’activité pulsatile des neurones a GnRH. Tout d’abord
certaines ¢tudes mettent en évidence des variations photopériodiques de 1’intensité du signal
cestrogénique. Ces variations seraient liées a une stimulation par les JL 1) de I’acces des
hormones stéroidiennes au niveau central, via des modifications structurales de la barriére

hématoencéphalique (Thiery et Malpaux, 2003; Lagaraine ef al., 2011) et ii) d’une production
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centrale et localisée d’cestradiol (chez les rongeurs, Cornil et al., 2006). La photopériode fait
¢galement varier la sensibilité¢ du générateur de pulses de GnRH au rétrocontrole exercé par

I’ cestradiol.

Cette sensibilisation impliquerait des phénoménes de plasticit¢é neuronale affectant la
fonctionnalité du circuit d’intégration du signal cestrogénique (Figure 20) (Lehman et al.,
2002; Adams et al., 2006; Lehman et al., 2010b). Chez la brebis, une telle neuroplasticité
associée aux transitions saisonnicres reproductives a été mise en €vidence sur la plupart des
étapes de ce circuit (Lehman et al., 1997; Xiong et al., 1997, Viguie et al., 2001; Jansen et al.,
2003; Pompolo et al., 2003a; Sergeeva et Jansen, 2009; Singh et al., 2009; Chalivoix et al.,
2010b). De fait, sont observés des variations photopériodiques du nombre d’afférences
synaptiques stimulatrices (glutamatergiques) vers les neurones du noyau Al5 ainsi que
d’importants réarrangements morphologiques de leurs prolongements dendritiques. Ces
phénomenes seraient probablement responsables de I’augmentation de ’activité catalytique et
¢lectrique du noyau observée en saison d’ancestrus (Gayrard et al., 1994; Lehman et al.,

1996).

Cette plasticité est €également présente au niveau des neurones & GnRH ou 1’on observe 1) des
remaniements morphologiques de leurs terminaisons axoniques dans 1’éminence médiane,
régulant la libération du décapeptide (Yamamura ef al., 2006) ainsi que ii) des variations dans
la nature de leurs afférences synaptiques en provenance de populations neuronales
intermédiaires, notamment celles a kisspeptines et GnlH (Smith et al., 2008; Chalivoix ef al.,
2010a). L’ action concertée de ces populations neuronales intermédiaires, via une stimulation
dopaminergique différentielle, et leurs effets opposés sur ’activité des neurones a GnRH
aboutirait a la régulation photopériodique du générateur de pulses (Clarke, 2011; Smith,
2011). Cette neuroplasticité serait a 1’origine des délais de réponse attribués a la séquence

hypothalamique.

Compte tenu de ce qui précede, la régulation du catabolisme hypothalamique des hormones
thyroidiennes par le mécanisme photopériodique hypophysaire apparait étre un phénomene
obligatoire pour I’accroissement du rétrocontrole négatif de 1’cestradiol (Yasuo et al., 2006a).
Les deux systémes hormonaux, thyroidien et cestrogénique, sont en effet étroitement liés
(pour revue cf. Vasudevan et al., 2002). De plus, il a ét¢ démontré que I’APO ventromédiane
et la RCh constituaient des structures cibles pour 1’action des hormones thyroidiennes au

niveau central (Anderson ef al., 2003). Selon toute vraisemblance, la neuroplasticité observée
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dans le circuit d’intégration du signal cestrogénique serait sous la dépendance du signal
thyroidien (Yamamura et al., 2006; Nakao et al., 2008b; Lehman et al, 2010b). Le
mécanisme photopériodique hypophysaire agirait alors comme un levier pour la mise en place
d’un circuit neuronal fonctionnel qui permettrait au signal cestrogénique de moduler 1’activité
du générateur de pulses de GnRH. Ce modéle posseéde toutefois quelques limites puisque les
changements d’expression de DIO2 ne coincident qu’avec une des deux transitions
reproductives tandis que des mouvements de neuroplasticité symétriquement oppos€s sont

associés a chaque transition (Chalivoix, 2010).

v’ Les limites de la réponse photopériodique
En I’état des connaissances concernant le fonctionnement des mécanismes de mesure du
temps photopériodique, les bases neuroendocriniennes sous-jacentes aux concepts de
photosensibilité, de photopériode critique et d’historique photopériodique sont relativement
mal appréhendées (Teubner et al., 2008; Butler et al., 2010). Certaines études avancent que la
photopériode critique s’établirait avec une durée de sécrétion de mélatonine ayant une
influence maximale sur le pic d’expression de Perl, a la fois sur son amplitude mais
¢galement sur sa coincidence temporelle d’expression avec celui des geénes Crys (Yasuo ef al.,
2006b; Wagner et al., 2008). Concernant le degré de photosensibilité, I’étude de Dardente et
al. (2010) suggere qu’il puisse €tre en partie encodé dans la séquence en D-box du géne
TSHpP. En effet, selon cette ¢tude, des variations de séquence définiraient un potentiel a
produire de la TSHf qui serait positivement corrélé avec le degré de photosensibilité¢ de la

plupart des espéces considérées.
b. La génération du rythme circannuel

Si ’observation d’un rythme circannuel de sécrétion de LH et de prolactine (Karsch et al.,
1989; Zucker, 2001; Lincoln ef al., 2006) rend évidente 1’existence de mécanismes permettant
leur génération, les voies neuroendocriniennes impliquées ne font I’objet que d’hypothéses
restant souvent a tester. Si aucune structure hypothalamique n’a été identifiée comme étant
indispensable a I’expression du rythme circannuel de sécrétion de LH, son blocage lors d’une
thyroidectomie réalisée en JC suggere que le signal circannuel partage au moins en aval les
voies d’intégration du signal photopériodique (Nicholls et al., 1988). En revanche les études
concernant la génération du rythme circannuel de sécrétion de prolactine sont plus avancées,

essentiellement grace au modele de bélier HPD, et ont pu mettre en évidence I’autonomie de
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I’hypophyse dans ce processus (Lincoln et al., 2003a; Lincoln et al., 2003b; Lincoln et al.,
2006).

L’hypothése centrale des plus récentes études est que le mécanisme de génération des rythmes
circannuels reposerait sur de la plasticité structurale sous forme de neurogenése (Lincoln et
Hazlerigg, 2010; Hazlerigg et Lincoln, 2011). Selon cette « hypothése histogénique » un
rythme circannuel pourrait étre généré par la synchronisation génétique de certaines des
étapes critiques jalonnant le développement de cellules souches (amplification, différenciation
et apoptose). Ainsi, les différentes aires centrales présentant une activité de neurogenése
pourraient chacune contribuer a la génération d’un rythme circannuel (Wittkowski et al.,

1999; Xu et al., 2005; McNay et al., 2009).

Les transitions saisonnieres reproductives sont controlées par les variations photopériodiques
de I’activité du générateur de pulses de GnRH, ainsi 1’¢laboration des profils saisonniers de
reproduction se déroule essentiellement au niveau central. Dans un premier temps le systéme
circadien et les signaux photiques traduisent la photopériode en un rythme journalier de
sécrétion de la mélatonine par la glande pinéale. Dans un second temps le mécanisme

hypophysaire de PTM interpréte le signal mélatoninergique et initie les éveénements

hypothalamiques modulant I’activit¢ du générateur de pulses de GnRH. Les modalités

d’interaction et de synchronisation du rythme circannuel par la photopériode restant a
déterminer. Les phénomenes de neuroplasticité, présents a chacune de ces étapes, constituent
vraisemblablement un parameétre central de la génération du rythme saisonnier de

reproduction.

lll. Les effets de la nutrition sur la saisonnalité de la reproduction
chez la brebis

L’état physiologique, la nature des interactions sociales ainsi que les conditions climatiques
du milieu (i.e. I’ensemble des facteurs ultimes) participent, en fonction du degré de
photosensibilit¢ de 1’individu, a [’élaboration de son projet reproductif ou « décision
d’ovuler » (Lindsay et al., 1993; Monget et Martin, 1997). Tandis que chez les populations
non-saisonnées ces facteurs interviennent dans cette prise de décision tout au long du cycle
annuel de fagon proportionnelle a leur intensité, chez les populations saisonnées ils exercent

leurs effets via leur interaction avec le facteur photopériodique. Dans ce dernier cas, les
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facteurs ultimes sont alors considérés comme des modulateurs du signal photopériodique

(Bronson, 1989; Jacobs et Wingfield, 2000; Martin et al., 2002; Rosa et Bryant, 2003).

Le processus décisionnel mis en ceuvre dans 1’¢laboration du projet reproductif s’apparente a
I’atteinte d’un certain équilibre, fonction de la stratégie reproductive de 1’espeéce considérée,
entre régulations homéostatiques et téléophorétiques (Bronson, 1985; Blanc et al., 2006). Des
que Dl’animal a accés a son alimentation les flux énergétiques mis a I’ceuvre sont
principalement dirigés depuis les apports nutritionnels (principale voie d’entrée) vers les
activités de reproduction (principale voie de sortie) conduisant les systémes nutritionnel et
reproductif a entretenir des liens trés étroits (Bronson et Manning, 1991; Schneider, 2004).
Ainsi, chez les espéces saisonnées, la nutrition est considérée comme le principal facteur
modulateur du signal photopériodique (pour revues cf. Bronson, 1989; Swanson, 1989;
Lindsay et al., 1993; Knobil et Neill, 1994; Martin et Walkden-Brown, 1995; Forcada et
Abecia, 2006).

Le terme nutrition renvoie a deux composantes, une quantitative (apports énergétiques et
protéiques) qui semble expliquer la majorit¢ des effets de la nutrition sur les profils
saisonniers de reproduction et une qualitative (équilibre des nutriments) dont les effets restent
peu étudiés (Bronson, 1985). Aussi, dans la suite du manuscrit, le terme nutrition renverra
uniquement a sa composante quantitative excepté dans les cas ou le protocole expérimental de

référence ne permet d’identifier qu’un effet nutritionnel global.

1. Analyse descriptive

a. Définition du statut nutritionnel

Le statut nutritionnel d’un individu peut étre apprécié a un instant ¢ par son bilan énergétique,
soit le différentiel entre les apports énergétiques d’origine alimentaire et I’ensemble des
dépenses énergétiques de l’organisme, combiné a I’état de ses réserves corporelles qui
correspond a la quantité d’énergie stockée et mobilisable par I’organisme (sous forme de
triglycérides, glycogéne et protéines). Selon leur valeur ces deux parameétres renseignent
diverses informations sur la quantit¢ totale d’énergie disponible pour 1’organisme et son
affectation. A ces deux parametres peut s’adjoindre une notion temporelle (ex. le taux
d’utilisation énergétique) qui permet d’effectuer des prévisions simplifiées a plus ou moins
long terme quant a 1’évolution du statut nutritionnel, on parle également de statut métabolique

(Blache et al., 2000; Blache et al., 2006; Scaramuzzi et al., 2006).
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Les réserves corporelles directement mobilisables se retrouvent essentiellement sous la forme
de lipides dans le tissu adipeux ce qui permet de résumer 1’état des réserves corporelles d’un
individu & une mesure de son état d’engraissement. Chez les ovins différentes méthodes
permettent d’apprécier 1’état d’engraissement de 1’animal de facon plus ou moins raffinée
(Mendizabal et al., 2003). La plus couramment utilisée, du fait de sa praticité et sa fiabilité,
est la mesure de la note d’état corporel (NEC ; Annexe 1) déterminée par une estimation de
I’épaisseur de gras sous-cutané par palpations au niveau de la région lombaire (Russel et al.,
1969) ou caudale chez certaines races (Atti, 1991). Ces réserves adipeuses sont mobilisables

plus ou moins efficacement selon la race considérée (Chilliard et al., 2000; Atti et al., 2004).

D’un autre coté différentes méthodes de rationnement dont celle développée par 'INRA
(INRA, 2010), permettent de raisonner les apports alimentaires (essentiellement énergétiques
et protéiques) selon 1’état corporel (poids, NEC) et le stade physiologique des animaux afin
d’équilibrer leur bilan énergétique. Les manipulations des apports alimentaires permettent
ainsi de diriger le statut nutritionnel de 1’animal et de le maintenir a plus ou moins long terme

au niveau déterminé.
b. Statut nutritionnel et fonctions reproductives

Une situation nutritionnelle idéale, c’est-a-dire lorsque ’état d’engraissement de I’animal
permet sa mise a la reproduction (établi en fonction de standards pour chaque race) et que son
bilan énergétique est équilibré, est un parametre majeur dans I’expression du potentiel
zootechnique de la race ovine considérée. Cependant de nombreux facteurs (offre alimentaire
variable, rationnement au lot, dépenses énergétiques imprévues, ...) imposent des contraintes
nutritionnelles de plus ou moins forte intensité qui limitent les performances reproductives.
Ces conséquences des effets de la nutrition sur la reproduction ont justifi¢ de nombreuses
¢tudes chez I’espece ovine visant a limiter leur impact économique par le développement de
pratiques nécessitant peu d’intrants, respectueuses de l’environnement et socialement
acceptables (Downing et Scaramuzzi, 1991; Forcada et Abecia, 2006; Scaramuzzi et Martin,

2008).

= Dynamiques nutritionnelles
Le degré et la durée de variation des apports énergétiques conduisent a différentes situations
nutritionnelles dont les effets sur la reproduction varient en fonction de 1’état initial des

réserves corporelles (Downing et Scaramuzzi, 1991; Archer et al., 2002; Zhang et al., 2005;
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Blache et al., 2006). Ainsi une variation des apports alimentaires de courte durée entrainant
un déséquilibre du bilan énergétique peut ne pas étre accompagnée d’un changement dans
I’état des réserves corporelles ; lors de cette phase sont observés les effets aigus de la
nutrition. Les effets dynamiques sont observés dés que ce déséquilibre se prolonge et
s’accompagne de modifications de 1’état des réserves corporelles. Sous peine d’atteindre des
états pathologiques cette derniére phase est nécessairement transitoire et sollicite
I’adaptabilité de I’individu pour le recouvrement d’un état homéostatique ou seront observés
les effets dits statiques du statut nutritionnel (Figure 21) (adapté de Scaramuzzi ef al., 2006).
Un tel dynamisme du statut nutritionnel est inhérent aux systémes d’¢élevage de ruminants en
général. Il peut étre utilisé a 1’avantage de I’éleveur ayant soucis des colits de production,
maitrisé afin d’améliorer les performances zootechniques du troupeau ou encore étre subi
(conséquence involontaire d’un environnement contraignant ou de pratiques alimentaires

inadaptées) et affecter négativement ces mémes performances.

v' Vers un bilan énergétique positif
Les effets dynamiques d’un bilan énergétique positif sont essentiellement mobilisés lorsque
I’environnement alimentaire des animaux est trés contraignant et ne permet pas de maintenir
un niveau des réserves corporelles suffisant pour 1’expression du potentiel génétique de la
race considérée (Bishaw et Melaku, 2008; Dessie et al., 2010). Chez le bélier il a été
démontré que I’augmentation rapide et transitoire du poids vif par une augmentation des
apports énergétique pouvait s’accompagner d’une augmentation de 1’activité de I’axe

hypothalamo-hypophysaire (Martin et al., 1994; Archer et al., 2002).

D’un autre c6té les effets aigus d’un bilan énergétique positif visent & maximiser ce potentiel
génétique et sont de facto particulierement étudiés. Exploités dans le cadre de pratiques
zootechniques consistant a apporter aux femelles mises a la reproduction un aliment a haute
valeur énergétique sur une courte durée (en plus de leur ration habituelle), ils permettent
d’améliorer sensiblement le taux d’ovulation. Ces pratiques de supplémentation (Nottle et al.,
1990; Downing et al., 1995; Nottle et al., 1997; Letelier et al., 2008; Vinoles et al., 2009)
nécessitent un pilotage précis en termes d’intensité, de moment et de durée afin d’obtenir une
efficacité maximale a colts réduits (Scaramuzzi et Martin, 2008). Les signaux nutritionnels et
métaboliques issus de la supplémentation énergétique stimulent 1’activité ovarienne, en
particulier les premiéres étapes de la folliculogenese (Downing et Scaramuzzi, 1991; Webb et

al., 2004; Robinson et al., 2006; Scaramuzzi et al., 2006). Selon la plupart des études ces
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effets impliquent une action ovarienne directe par 1’augmentation des taux circulants de
glucose et d’insuline (Vinoles et al., 2005; Somchit et al., 2007; Gallet et al., 2011);
I’implication des gonadotrophines restant a démontrer (pour revue cf. Scaramuzzi et al.,
2006). Enfin il est intéressant de noter qu’une supplémentation est toujours plus efficace chez
les individus ayant un plus faible état d’engraissement (Downing et Scaramuzzi, 1991; Zhang
et al., 2005). Cette interaction entre effets statiques et aigus de la nutrition suggere une
confluence des voies de signalisation du glucose et de I’insuline avec les voies d’intégration
des signaux meétaboliques liés a 1’état d’engraissement au niveau des follicules ovariens

(Dupont et al., 2008).

v' Vers un bilan énergétique négatif
A Topposé, les effets aigus et dynamiques d’un bilan énergétique négatif sont rarement
volontairement recherchés. Ils sont généralement observés au gré des fluctuations des
contraintes environnementales ou de facon plus systématique lors des premicres semaines de
lactation. En effet la baisse de la capacité¢ d’ingestion de la femelle a I’approche de la mise-
bas ne permet pas de satisfaire les besoins énergétiques importants liés a 1’allaitement. Aussi
cette période correspond a une forte mobilisation des réserves corporelles (Atti ef al., 1995;
Chilliard, 1999). Le fait est remarquable que chez les petits ruminants, lorsque les réserves
corporelles sont suffisantes, un bilan énergétique négatit de courte durée n’a peu voire pas
d’impact sur les performances reproductives. Ce phénomene est 1i¢ a la rapide mise en place
d’une réponse adaptative efficace permettant de contrer les effets potentiellement négatifs
associés au déficit énergétique (Chilliard et al., 1998). Toutefois, lorsque la saison de
reproduction est établie, il semblerait qu'un faible niveau d’apports nutritionnels tende a

rallonger I’intervalle intercestral de brebis de race Salz (Robinson et al., 1991).

v L’adaptabilité des ruminants aux contraintes énergétiques
L’adaptabilit¢ des ruminants résulte d’une combinaison de processus physiologiques et
comportementaux visant a rétablir I’homéostasie énergétique (pour revue cf. Blanc et al.,
2010). Ces processus physiologiques impliquent la mobilisation des réserves corporelles, la
mise en place de mécanismes d’épargne énergétique et la réduction du métabolisme basal
(pour revues cf. Chilliard ef al., 1998; Chilliard et al., 2000; Blanc et al., 2006). Les réserves
adipeuses y jouent un role central ; la capacité d’une race donnée a les mobiliser efficacement
contribue a sa plus ou moins bonne adaptabilité (Panaretto, 1964; Bocquier et Chilliard, 1994;

Bocquier et al., 2000; Atti et al., 2004). Une bonne adaptabilité permet de maintenir des
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performances zootechniques correctes face a des contraintes énergétiques de plus forte
intensité (Bocquier et al., 2002). Elle confere également de 1’¢lasticité a 1’organisme lui
permettant de reconstituer a 1’issue d’une phase de réalimentation I’ensemble des réserves
mobilisées au cours d’une précédente période de restriction alimentaire ; ce phénoméne étant
connu sous le nom de « croissance compensatoire » (Hoch et al., 2003; Atti et al., 2004;

Blanc et al., 2010).

= Fffets statiques de la nutrition sur la saison de reproduction
Chez les ruminants les mécanismes du maintien de 1’homéostasie énergétique limitent
I’impact des effets dynamiques de la nutrition dans le processus décisionnel d’ovulation ; en
agissant au niveau ovarien ils modulent essentiellement I’intensité de son expression (Monget
et Martin, 1997). Ce sont les signaux nutritionnels et métaboliques liés a 1’état des réserves
corporelles qui interagissent avec le facteur photopériodique au niveau central et influent sur
la prise de décision en elle-méme (Martin et al., 2004). Ainsi se distinguent deux voies selon
lesquelles la nutrition module la fonction de reproduction, une voie dite indépendante de la
GnRH qui transmet les effets a court-terme de la nutrition et une voie dite dépendante de la
GnRH transmettant les effets a long-terme (Martin et Walkden-Brown, 1995). 1l est important
de noter que les régulations téléophorétiques de I’organisme ne se basent pas uniquement sur
I’état des réserves corporelles a un instant ¢ mais intégrent également des informations
concernant les dynamiques passées ayant engendré la situation nutritionnelle actuelle
(Friggens, 2003). Chez les ovins en particulier, différents auteurs ont suggéré ou mis en
évidence 1’existence d’une telle mémoire nutritionnelle (Archer et al., 2002; Blache et al.,
2006; Miller et al., 2007; Miller et al., 2011). Les conclusions de ces ¢tudes sonnent comme
un avertissement pour 1’intégration de notions temporelles dans 1’interprétation des effets de
I’interaction entre le statut nutritionnel et la photopériode sur les profils saisonniers de

reproduction.

L’¢état d’engraissement aurait un effet biphasique sur la saison de reproduction c¢’est-a-dire
négatif des lors qu’il serait trop faible ou trop important (Forcada et Abecia, 2006; Caldeira et
al., 2007; Clarke, 2008). Principalement du fait de la lourdeur des plans expérimentaux,
relativement peu d’études ont été réalisées dans le but de déterminer les effets statiques de la
nutrition sur les profils saisonniers de reproduction chez 1I’ensemble des espéces de rente dont
la brebis (Figure 22-A) (Smith, 1965; Knight ef al., 1983; Hulet et al., 1986; Forcada et al.,
1992), les caprins (Figure 22-B) (Walkden-Brown et al., 1994; Zarazaga et al., 2005; De
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Santiago-Miramontes et al., 2009; Estrada-Cortes et al., 2009; Urrutia-Morales et al., 2009;
Zarazaga et al., 2011) et la jument (Figure 22-C) (Salazar-Ortiz ef al., 2011). Ces études ont
d’ailleurs était réalisées en comparant les effets de réserves corporelles restreintes a ceux d’un
¢tat d’engraissement standard ; si certains points de résultats divergent il est tout de méme
possible de ressortir des similitudes essentielles. Ainsi les cas d’ancestrus nutritionnels
complets liés a un faible état d’engraissement sont anecdotiques, dans la plupart des cas le
principal effet observé est une réduction de la durée de la saison de reproduction. Chez la
brebis (pour revue cf. Forcada et Abecia, 2006) cet effet découle d’une fin précoce de la
saison d’activité ovarienne (Forcada ef al., 1992) ; I’absence d’effets sur la transition depuis la
saison d’ancestrus vers la saison de reproduction étant probablement liée a une

synchronisation des femelles via des signaux socio-sexuels (Zarazaga et al., 2003).

Conformément au modele développé chez le bélier (Blache ef al., 2000), I’interaction entre la
nutrition et les fonctions reproductives se déroule essentiellement au niveau de I’activité de
I’axe hypothalamo-hypophysaire (Figure 23). En effet chez le bouc un faible état
d’engraissement provoque de la méme mani¢re une réduction de la durée de la saison
d’activité neuroendocrinienne (LH et FSH) en agissant, concernant les profils saisonniers de
sécrétion de la LH, de fagon équivalente sur chaque transition saisonniere (Walkden-Brown et
al., 1994). Ces résultats ont été confirmés chez la chévre (Zarazaga et al., 2011) ou une
réduction globale des concentrations plasmatiques de LH était également observée sans
toutefois affecter la pulsatilit¢ de 1’hormone. Chez la brebis, les effets de 1’¢état
d’engraissement sur les profils saisonniers d’activité neuroendocrinienne sont supposés étre
similaires a ceux observés chez la chévre. Ces effets ont toutefois été moins examinés et
pourraient apparaitre plus contrastés (Barker-Gibb et Clarke, 1996). Il a en revanche été
démontré que I’état corporel pouvait affecter I’activité de 1’axe hypothalamo-hypophysaire
(pulsatilité et concentrations) en agissant principalement au niveau de I’hypothalamus
(Tatman et al., 1990; Kile et al., 1991; Rhind et al., 1991; Renquist ef al., 2008b). D’un autre
coté, probablement du fait des conditions expérimentales, certaines études n’identifient que
peu ou pas d’effets du statut énergétique sur ces mémes parametres (Schillo, 1992; Barker-

Gibb et Clarke, 1996).

Tout indique qu’un faible état d’engraissement agit en accentuant I’expression du caractere
saisonnier de la reproduction chez les petits ruminants. Ce phénomene est particulicrement
mis en évidence chez des races peu photosensibles ou le facteur nutritionnel joue un réle

relativement plus important dans le controle photopériodique des activités de reproduction
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(Martin et al., 2002; Hotzel et al., 2003). A I’extréme, chez des especes considérées comme
non photosensibles, un faible état d’engraissement serait susceptible de faire ressurgir un

caractere saisonnier ancestral (Walker et Bethea, 1977; Montgomery ef al., 1985; Hut, 2011).

2. Mécanismes neuroendocriniens impliqués dans l'intégration des effets
statiques de la nutrition

Les facteurs hormonaux, nutritionnels et métaboliques liés a 1’état d’engraissement
interagissent avec les mécanismes photopériodiques centraux élaborant les profils saisonniers
d’activité neuroendocrinienne (Klaus, 2004; Schneider, 2004; Blache et al., 2006) ; le centre
d’intégration ultime étant le générateur de pulses de GnRH (Karsch et al., 1984; Schillo,
1992). Le fruit de cette interaction i.e. I’expression de profils saisonniers de reproduction plus
ou moins accentués, serait essentiellement issu de variations photopériode-dépendantes du
potentiel inhibiteur du rétrocontrdle cestrogénique (Forcada et Abecia, 2006).
Schématiquement ces variations pourraient étre liées a des modifications strictes du pouvoir
inhibiteur du signal cestrogénique et/ou a des variations de la sensibilité du générateur de
pulses de GnRH a ce méme signal. D’un autre c6té la photopériode peut moduler, au niveau
central, I’intensité des signaux hormonaux périphériques (Zieba et al., 2008a; Zieba et al.,
2008b). Le rdle de ces différents mécanismes dans la transmission des effets de la nutrition

sur ’¢laboration centrale des profils saisonniers de reproduction est ainsi présenté.
a. Variations de 'intensité du rétrocontréle cestrogénique

Chez les ruminants la masse et le degré d’activité métabolique des tissus splanchniques
s’adaptent au statut nutritionnel afin d’ajuster les dépenses énergétiques de 1’organisme ; une
réduction du statut nutritionnel s’accompagnant d’une diminution de ces deux parameétres.
Cette adaptation a pour conséquence directe une diminution de la clairance hépatique et rénale
liée a la diminution du flux sanguin (Burrin et al., 1989; Chilliard et al., 1998). Il a ainsi été
démontré chez la brebis qu’une restriction alimentaire réduisait la clairance de la LH et de
I’cestradiol (Adams et al., 1994; Adams ef al., 1997; Renquist et al., 2008a; Renquist et al.,
2008b). Concernant la LH si une augmentation des taux plasmatiques est effectivement
observée suite a un jeline de courte-durée, a plus long terme cet effet s’estompe, probablement
du fait d’une diminution du pool de LH libérable dans I’hypophyse (Kile et al, 1991;
Renquist et al., 2008b). En revanche des concentrations plasmatiques élevées d’cestradiol sont
maintenues chez des brebis subissant une restriction a long-terme du statut énergétique

(Adams et al., 1994; Renquist et al., 2008a).
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L’idée séduisante selon laquelle cette baisse du métabolisme de 1’cestradiol transmettrait les
effets statiques du statut énergétique sur le générateur de pulses de GnRH reste toutefois peu
concluante (Renquist et al., 2008a; Renquist et al., 2008b). En effet, ainsi que précédemment
évoqueé, les concentrations périphériques d’cestradiol ne reflétent pas nécessairement les
concentrations observées au niveau des tissus cibles dans I’hypothalamus ; d’une part du fait
de variations photopériode-dépendante de la perméabilit¢ de la BHE aux cestrogénes et
d’autre part du fait d’une probable synthése locale d’cestradiol (Thiery et Malpaux, 2003;
Cornil et al., 2006). De plus cet effet du statut nutritionnel sur le métabolisme de 1’cestradiol
n’est pas systématique (Archer ef al., 2002) et des variations de I’activité du générateur de
pulses liées au statut nutritionnel peuvent étre observées indépendamment des concentrations

plasmatiques d’cestradiol (Renquist ef al., 2008b).

Ces variations de la clairance de 1’cestradiol ne sont probablement pas un événement critique
dans la modulation nutritionnelle de ’activit¢ du générateur de pulses de GnRH. Ainsi il
apparait étre plus probable que la nutrition agisse en modulant la sensibilité hypothalamique
au rétrocontrole négatif exercé par 1’cestradiol. Concrétement cet effet pourrait s’exercer a
différents niveaux, soit i) en inhibant directement le fonctionnement du générateur de pulses
de GnRH, ii) en altérant le fonctionnement des mécanismes de mesure du temps

photopériodique ou encore iii) en inhibant leur expression.
b. Modulation de la sensibilité hypothalamique au rétrocontréle cestrogénique

Tout au long de la voie centrale d’intégration du signal photopériodique des systémes
senseurs/effecteurs distincts sont capables d’intégrer les signaux nutritionnels, métaboliques
ou nerveux liés a I’état d’engraissement ; in fine ces systémes seraient susceptibles d’affecter
I’activité du générateur de pulses de GnRH en le sensibilisant aux effets négatifs des stéroides
(Rhind et al., 1991; Forcada et al., 1997). Ces différents systémes ou voies de signalisation
sont interconnecté(e)s et forment un réseau global visant a maintenir [’homéostasie

énergétique (Marshall, 2006).

=  Fn amont du décodage du signal mélatoninergique
v' Sur I’horloge circadienne
Des connexions entre la génération des rythmes circadiens et la nutrition ont été établies chez
la plupart des organismes (Figure 25-1) (pour revues cf. Kovac et al., 2009; Delezie et

Challet, 2011). Chez les mammiferes, les perturbations de la machinerie circadienne par la

Revue Bibliographique 65



nutrition ont ét¢ essentiellement étudiées chez les rongeurs (pour revues cf. Challet et al.,
2003; Mendoza, 2007). Ces études se basent sur deux types de protocole nutritionnel, dans le
premier cas il s’agit d’une restriction calorique ou est imposée une quantité limité de
nourriture de facon chronique et dans le second cas d’une restriction temporelle pour
laquelle le temps d’accés a la nourriture est limité a quelques heures fixes par jour. Dans les
deux cas, malgré la perception du rythme lumiére/obscurité journalier, la nutrition apparait
comme un synchroniseur puissant des rythmes circadiens tout en agissant a des niveaux

différents (Damiola et al., 2000; Pardini et Kaeffer, 2006).

Dans le cadre d’une restriction temporelle, les signaux nutritionnels et métaboliques
provoquent des décalages de phase des rythmes des horloges périphériques indépendamment
de I’horloge principale des NSC (Hara ef al., 2001; Mendoza, 2007; Waddington Lamont e?
al., 2007). Ce type de restriction synchronise notamment 1’activité d’une horloge circadienne
dédiée au rythme d’expression des activités comportementales et physiologiques liées a la
prise alimentaire (Feillet et al., 2006; Feillet, 2010), probablement localisée dans le cervelet

(Mendoza et al., 2010).

D’un autre coté, lors d’une restriction de type calorique les patrons temporels d’expression
des genes et protéines de I’horloge principale des NSC peuvent étre perturbés (Figure 24-A-
B) (Challet et al., 2003). Le conflit ainsi engendré entre synchroniseurs lumineux et
nutritionnel (Mendoza et al.,, 2005) perturbe 1’ensemble des éveénements circadiens
physiologiques et comportementaux orchestrés par les NSC (Figure 24-C) (Challet et al.,
1997a; Challet et al., 1997b). Chez les especes saisonnées ce type de conflit serait susceptible
de perturber I’ensemble du fonctionnement du mécanisme de mesure du temps
photopériodique. En effet ce dernier est entierement fondé sur I’expression d’un rythme
circadien par 1’horloge principale des NSC, I’horloge périphérique localisée dans la pars
tuberalis et éventuellement une horloge périphérique localisée dans ’HMB (cf. chapitre

précédent).

Parmi les différents signaux nutritionnels potentiellement impliqués, les taux circulants de
glucose semblent affecter plus ou moins directement les mécanismes de génération du rythme
circadien, du moins chez les rongeurs (pour revue cf. Pardini et Kaeffer, 2006). Tout d’abord
directement lorsque les variations du statut redox cellulaire qui accompagnent le catabolisme
du glucose perturbent la liaison des protéines de 1’horloge aux éléments E-box (Rutter et al.,

2001). Les nutriments tels le glucose sont également susceptibles d’influencer indirectement
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le fonctionnement du cceur de la machinerie circadienne via différentes voies de signalisation
(pour revue cf. Marshall, 2006). Ainsi il a ét¢ démontré que trois des voies majeures de la
signalisation des disponibilités en nutriments — la voie AMPK (Um et al., 2007), la voie
mTOR (Cao et Obrietan, 2010) et la voie de I’hexosamine (Durgan et al., 2011) — sont
capables d’interagir avec certaines horloges circadiennes périphériques pour en modifier la
période. Ces voies sont interconnectées et capables d’intégrer les signaux en provenance des
différentes hormones du tissu adipeux (leptine, adiponectines, ...) et de ’insuline (pour revue
cf. Marshall, 2006). De cette mani¢re peut étre envisagé, notamment chez les espéces
saisonnées dont la glycémie reste relativement indépendante des effets a long terme du statut
nutritionnel, un réle pour ces différentes voies dans la détermination du rythme circadien

généré au niveau central.

v Sur la synthése de la mélatonine par la glande pinéale
Chez certains mammiféres a reproduction saisonnée dont le hamster européen (Vivien-Roels
et al., 1992; Vivien-Roels et al., 1997), le cerf ¢élaphe (Cervus elaphus) (Garcia et al., 2003)
ou encore la brebis Suffolk (Arendt ef al., 1981), I’observation de variations saisonnieres de
I’amplitude du rythme de sécrétion de la mélatonine a suggéré que ce parametre pouvait
intégrer une information de nature photopériodique. De la méme fagon, ce phénomene est
observé chez la plupart des ectothermes vertébrés (Vivien-Roels et Arendt, 1983; Pévet et al.,

1991).

Si certaines ¢tudes lui suggerent une implication dans 1’¢élaboration des profils saisonniers de
reproduction (Pévet et al., 1991); d’autres études réalisées chez la brebis Ile-de-France
réfutent cette hypothése en identifiant une absence de variations saisonnicres (Chemineau et
al., 1996), une forte variabilité interindividuelle (Zarazaga et al., 1998a) ainsi qu’une absence
de corrélation de ce parametre avec les dates de début et de fin de saison d’activité ovarienne
(Zarazaga et al., 2003). D’un autre c6té a pu étre reporté chez la brebis, au sein d’'une méme
race (race mixte 50 % Dorset, 25 % Mérinos de Rambouillet et 25 % Finnois), une association
étroite entre le degré de saisonnalité d’un individu et ses concentrations plasmatiques de
mélatonine (Notter et Chemineau, 2001). Le role tenu par I’amplitude du rythme de sécrétion
de la mélatonine dans le controle des profils saisonniers de reproduction demeure par
conséquent sujet a caution (pour revue cf. Malpaux, 2006). Il est toutefois intéressant de noter
que ce parametre peut €tre sensible a un ou plusieurs facteurs environnementaux chez certains

vertébrés ectothermes (pour revue cf. Vivien-Roels, 1999). De la méme facon chez le rat
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(Chik et al., 1987) ou chez la brebis Salz (Forcada et al., 1995) une dégradation du statut
nutritionnel est associée a des concentrations plasmatiques de mélatonine élevés tandis que,
au moins chez le rat, le contenu pinéalien en est réduit. Chez les mammiféres ce phénoméne
reste a confirmer puisqu’une récente €tude réalisée chez la chévre « méditerranéenne »
n’établit aucune corrélation entre statut nutritionnel et concentrations plasmatiques nocturnes
de la mélatonine (Zarazaga et al., 2011). Si une telle sensibilité est avérée, elle apparaitrait
alors comme un candidat potentiel a I’intégration d’une partie des effets de la nutrition sur les
profils saisonniers de reproduction (Figure 25-2). Tandis que [’augmentation des
concentrations plasmatiques pourrait s’expliquer par une variation du catabolisme de
I’hormone selon les mécanismes précédemment abordés, chez le rat, la réduction des niveaux
de mélatonine du contenu pinéalien suggere une action des signaux nutritionnels le long du

circuit neuronal contrdlant la synthése de la mélatonine par la glande pinéale.

Chez les rongeurs, les variations photopériodiques de synthése de la mélatonine sont
principalement entrainées par des variations d’activit¢ de I’AANAT (Garidou et al., 2003).
D’un autre coté, la transmission des effets des facteurs environnementaux sur la synthése de
mélatonine semble impliquer les deux enzymes AANAT et HIOMT (Welker et Vollrath,
1984; Garidou et al., 2003). Chez le rat en particulier, les mécanismes de maintien de
I’homéostasie glucidique reposent en partie sur les niveaux de sécrétion de la mélatonine (la
Fleur et al., 2001) ces deniers étant notamment sensible a ’insulinémie (Lynch et al., 1973;
Tannenbaum et al., 1987). Chez la brebis les concentrations plasmatiques de mélatonine sont
fonctions de la taille de la glande pinéale (i.e. du nombre de ses pinéalocytes) ; cette dernicre
possédant un fort déterminisme génétique (Coon et al., 1999; Gomez Brunet et al., 2002).
Ainsi DPactivité enzymatique des pinéalocytes apparait étre, in vitro, sensible a différents
signaux nutritionnels dont la leptine et cela de fagon photopériode-dépendante (Zieba et al.,
2011). En JL la leptine, en agissant probablement directement sur la glande pinéale via son
récepteur spécifique OB-R (Chelikani et al, 2003), inhibe la sécrétion de mélatonine et
inversement en JC (Zieba et al., 2007; Zieba et al., 2008a). Les variations d’expression du
neuropeptide orexigénique Y (NPY), déja impliquées dans la transmission des effets de la
photopériode sur la sécrétion de la mélatonine chez les rongeurs (Reuss et Schroder, 1987;
Simonneaux et al, 1994; Garidou et al., 2003), pourraient également participer a ce
phénomene chez la brebis. En effet ’expression centrale du NPY y est influencée par le statut
nutritionnel (McShane et al., 1992; Polkowska et Gladysz, 2001) et inclut un réseau dense de

fibres entourant la glande pinéale (Williams ef al., 1989).

Revue Bibliographique 68



v’ Sur l'intégration du signal mélatoninergique par les cellules cibles
Le récepteur membranaire GPR50 appartient au sous-type des récepteurs a la mélatonine
(MTT1 et MT2) avec lesquels il posseéde environ 45 % d’homologie de séquence nucléotidique
(Reppert et al.,, 1996a). Ce récepteur localis¢ au niveau central dans diverses aires
hypothalamiques (Reppert et al., 1996a; Barrett et al., 2006; Bhattacharyya et al., 2006),
possede trois caractéristiques particuliérement remarquables. En premier lieu, bien qu’il soit
phylogénétiquement proche des récepteurs a haute affinité pour la mélatonine, GPR50 ne lie
pas la mélatonine et ne posseéde pas de ligand connu (Levoye ef al., 2006). D’un autre coté il
peut former des hétérodimeéres avec MT1 et MT2 lui conférant de probables fonctions
ligands-indépendantes (Barrett et al., 2006; Bhattacharyya et al., 2006; Ivanova et al., 2008).
En effet, si la formation du couple GPR50-MT2 semble étre sans conséquences sur 1’activité
de ce dernier, celle du couple GPR50-MT1 conduit en revanche a inhiber I’activit¢ de MT1
(Levoye et al, 2006). Cette inactivation constatée in vitro pourrait, en situation
physiologique, perturber I’intégration du signal mélatoninergique au niveau de ses cellules

cibles et son interprétation par 1’axe reproducteur.

Enfin D’expression centrale de GPR50 est dépendante de parameétres liés au métabolisme
lipidique (Bhattacharyya et al., 2006), notamment au niveau de la couche épendymaire du
3™ ventricule (Barrett et al., 2006). De fait, chez la souris, un jetine ou une supplémentation
énergétique de 48 heures entrainent une diminution de I’expression de GPR50 dans "HDM

ainsi qu’au niveau de la PVZ du 3%

ventricule ou sont localisées les tanycytes (Ivanova et
al., 2008). La sensibilit¢ de GPR50 au statut nutritionnel de I’individu pourrait participer a la
transmission des effets de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction (Figure 25-
3). En modulant in vivo la formation du couple GPR50-MT1, notamment dans les zones clés
de I’intégration du message photopériodique, elle serait susceptible de perturber 1’intégration

et I’interprétation du signal mélatoninergique par 1’axe reproducteur.

=  Fn aval, sur l'interprétation du signal mélatoninergique
v’ Sur le mécanisme hypophysaire de mesure du temps photopériodique
Ainsi que précédemment abordé, les signaux nutritionnels constituent un synchroniseur
puissant des rythmes circadiens particuliérement dans certaines horloges périphériques ou leur
action est plus flagrante (Figure 25-3) (Bur ef al., 2010; Feillet, 2010). A ce titre I’hypophyse
apparait étre une structure hétérogéne ou I’horloge de la pars tuberalis ne montre peu ou pas

de synchronisation aux signaux nutritionnels (Cokelaere ef al., 1996; Bur et al., 2010; Feillet,
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2010). De fait, chez les rongeurs, les profils circadiens de sécrétion de la TSH ne sont pas
affectés par une restriction alimentaire calorique ou temporelle (Armario et Jolin, 1986;
Cokelaere et al., 1996). En revanche, lors d’une restriction calorique, les principaux éléments
de I’axe thyroidien (TRH, TSH, T4 et T3) sont inhibés et voient leur production diminuée
(Ooka et al., 1978; Boelen et al., 2008).

Plusieurs ¢léments semblent concourir a I’inhibition de 1’axe thyroidien par le statut
nutritionnel dont une variation de la clairance hépatique et rénale des hormones thyroidiennes,
une perturbation du fonctionnement de la glande thyroidienne et enfin une modulation de
I’activité des déiodinases (pour revues cf. St Germain et al., 2009; Araujo et Carvalho, 2011).
La participation de cette derniere, bien qu’elle soit sujette a controverse (St Germain et al.,
2009), pourrait occuper une place prépondérante dans ce phénomene (Figure 25-4) (Diano et
al., 1998; Coppola et al., 2005a). Ainsi P’activité centrale des déiodinases apparait Etre
sensible a la leptine (Araujo et al., 2009) notamment dans les tanycytes via certains neurones
a NPY du noyau arqué (Coppola et al., 2005b). Ces effets démontrés chez les rongeurs
pourraient prendre place de la méme facon chez les ruminants ou, chez la chévre Criollo par
exemple, statut nutritionnel et taux circulants de T3 sont strictement corrélés (Urrutia-Morales

et al.,2009).

Les hormones thyroidiennes hypothalamiques en général, et la régulation de ’activité des
déiodinases en particulier, occupent une place importante dans les mécanismes de maintien de
I’homéostasie énergétique (pour revues cf. Herwig et al., 2008; Araujo et Carvalho, 2011).
Ces relations pourraient directement affecter le catabolisme hypothalamique des hormones
thyroidiennes, contrdlé par le mécanisme hypophysaire de mesure du temps photopériodique,
et ainsi participer a I’intégration des effets du statut nutritionnel sur les profils saisonnier de

reproduction.

v' Sur la séquence hypothalamique contrélant le générateur de pulses de

GnRH
Les transitions saisonnieres d’activité du générateur de pulses de GnRH sont finalement
imputables aux modifications d’une part électrophysiologiques et d’autre part plastiques
(plasticité synaptique et neurogenése) d’un circuit neuronal hypothalamique spécifique
(Hofman et Swaab, 2002; Lehman et al., 2002; Thiery et Malpaux, 2003). Récemment, chez
le hamster Sibérien, le mécanisme photopériodique initiant les modifications plastiques du

circuit (cf. plus haut) a également été¢ impliqué dans le contrdle des variations saisonnicres du
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poids vif et de I’ingestion volontaire d’aliments (Ebling et Barrett, 2008). Ces observations
suggerent une interaction hypothalamique entre ces deux systémes photopériodiques du
controle de I’homéostasie énergétique et de I’activité du générateur de pulses de GnRH ; tout
particuliérement sur les phénomenes de neuroplasticit¢ (Figure 25-5). Ces interactions
seraient une des composantes impliquées dans les régulations téléophorétiques de 1’organisme

(Ebling et Barrett, 2008).

Considérons dans un premier temps les potentiels effets du statut nutritionnel sur les
modifications de nature électrophysiologiques du circuit. En amont du noyau arqué, la
pertinence physiologique des effets du statut nutritionnel sur Dactivité des systémes
dopaminergique et sérotoninergique reste a déterminer (Forcada ef al., 2002b). En revanche, il
apparait beaucoup plus clairement que le noyau arqué constitue un centre d’intégration majeur
des signaux métaboliques et hormonaux liés au statut nutritionnel pour un controle direct de
I’activité du générateur de pulses de GnRH (Figure 25-6) (Backholer et al., 2010; Barrett et
Bolborea, 2012). Cette structure dispose en effet de certains des principaux peptides
impliqués dans la régulation de ’homéostasie énergétique (peptides orexigéniques : NPY et
AgRP, peptides anorexigéniques : POMC et CART) (Schwartz et al., 2000; Archer et al.,
2004; Crown et al., 2007).

Parmi les signaux potentiellement impliqués, la leptine est un facteur essentiel (Zieba et al.,
2008b). Secrétée par le tissu adipeux blanc, elle agit au niveau du noyau arqué ou elle tient le
role « d’adipometre » (Banks et al., 2006) pour influer de facon permissive sur 1’activité du
générateur de pulses de GnRH (Cunningham et al., 1999; Blache et al., 2000). Cette action
sur les neurones a GnRH est indirecte (Quennell et al., 2009) et implique des populations
neuronales récemment identifiées. Il s’agit vraisemblablement des populations de neurones a
RF-amides et principalement des neurones a kisspeptines du noyau arqué (Tena-Sempere,
2006; Roa et al., 2008; d'Anglemont de Tassigny et Colledge, 2010) ou, chez la souris,
environ 40 % de ces neurones coexpriment le récepteur a la leptine (Smith et al., 2006a). En
¢tablissant des interactions complexes avec les neurones 8 POMC, NPY et AgRP les neurones
a kisspeptines du noyau arqué forment un circuit neuronal capable de diriger le controle
métabolique de I’activité des neurones a GnRH (Figure 25-6) (Castellano et al., 2009;
Backholer et al., 2010; Fu et van den Pol, 2010). A ce sujet, I’intervention des fibres a GnIH

dans le noyau arqué reste a déterminer (Clarke, 2011).
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Des modifications de neuroplasticité¢ du circuit, liées au statut nutritionnel, ont également été
mises en €vidence et sont principalement localisées dans le noyau arqué (Figure 25-6). Au
sein de ce dernier, une neuroplasticité indépendante du statut nutritionnel est inhérente au bon
fonctionnement des voies de signalisation du maintien de I’homéostasie énergétique (Horvath
et Diano, 2004; Kokoeva et al., 2005; Pierce et Xu, 2010). Les hormones métaboliques
périphériques (leptine, ghrelin, ...) interviendraient en perturbant ces phénomenes de
plasticité synaptique (pour revue cf. Horvath, 2006) et de neurogenése (McNay ef al., 2012) ;

la plupart des mécanismes sous-jacents a ces effets restant a identifier.

Le statut nutritionnel perturbe les modifications ¢électrophysiologiques et plastiques du circuit
hypothalamique impliqué dans le controle photopériodique de I’activité du générateur de
pulses de GnRH. Les effets de cette interaction se concentrent essentiellement au sein du
noyau arqué ou les hormones périphériques modifient 1’activité et la fonctionnalité d’un
réseau neuronal continuellement renouvelé et remodelé. Ces interactions récemment
découvertes représenteraient donc un aspect essentiel du controle métabolique de I’activité du
générateur de pulses de GnRH. Ainsi le noyau arqué constituerait un des principaux éléments

d’un centre hypothalamique d’intégration des signaux métaboliques (Blache ez al., 2002).
c. \Variations centrales de I'intensité des signaux hormonaux périphériques

Le principal moyen pour la leptine, I’insuline et la ghréline d’agir sur les voies
hypothalamiques du maintien de 1’homéostasie énergétique est de traverser la barriére
hématoencéphalique via un mécanisme de transport actif et saturable (Banks et al., 1997,
Ziylan et al., 2009; Castaneda et al., 2010). Chez les ovins, a la mani¢re des hormones
stéroidiennes (Thiery et Malpaux, 2003), la photopériode contrdle le transport de la leptine au
travers de la BHE (Adam et al., 2006). Le passage de 1’hormone anorexigénique est alors
freiné en JC, contrebalancant ainsi la diminution saisonni¢re de 1’ingestion volontaire

d’aliments (Adam et al., 2006).

Ce processus dynamique apparait étre dépendant du statut nutritionnel chez les ovins (Adam
et Findlay, 2010), les rongeurs (Kastin et Akerstrom, 2000; Banks er al, 2004), les
lagomorphes (Karonen et al., 1998) ainsi que chez I’homme (Caro et al., 1996; Schwartz et
al., 1996). Cette dépendance se traduit par une diminution du passage vers le liquide céphalo-
rachidien pour des situations nutritionnelles « extrémes » (jeline ou obésité). Chez les

rongeurs ce phénomene est réversible (Banks et Farrell, 2003) et associ¢ a la chute des taux
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circulants de triglycérides (Banks et al., 2004) tandis que chez les ovins ces deux paramétres
ne sont pas vérifiés (Adam et Findlay, 2010). Alors que la méme dépendance vis-a-vis du
statut nutritionnel s’applique au transport de I’insuline et de la ghréline chez rongeurs
(Gerozissis et al., 1993; Banks et al., 2008) ; chez les ovins le passage de I’insuline au niveau

central est indépendant du statut nutritionnel (Adam et al., 2012).

La BHE apparait étre un site dynamique pour la régulation des communications hormonales
entre la circulation sanguine et le LCR (Kastin et Akerstrom, 2000). Elle apporte ainsi une
réponse biphasique au statut nutritionnel sur 1’intensité du signal leptinémique transmis au
niveau central. Dans le cas d’une restriction alimentaire soudaine il peut s’agir d’une réponse
adaptative visant a atténuer les effets anorexigéniques de 1’hormone et assurer 1’homéostasie
énergétique de l’organisme. Dans les cas d’obésité, le développement d’une résistance
centrale a la leptine serait une conséquence inappropriée du fonctionnement de ces mémes

mécanismes (Banks et al., 2006).

Les signaux hormonaux, nutritionnels et métaboliques liés a [’état d’engraissement
interagissent avec les principales étapes du processus d’intégration du signal photopériodique
pour le contrdle de I’activité du générateur de pulses de GnRH. Ces interactions consistent en
des modifications de ’intensité d’expression de certains mécanismes (sur la syntheése de la
mélatonine et son intégration par les cellules cibles, sur I’activité des déiodinases et sur les
différents éléments de la séquence hypothalamique) mais également en des perturbations de
leur fonctionnement (sur I’horloge circadienne des NSC et sur le PTM hypophysaire). Si

I’ensemble de ces interactions peuvent expliquer la majorité des effets de la nutrition sur les

profils saisonniers de reproduction, leur intervention en situation physiologique et leur

contribution individuelle restent souvent a déterminer.
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Figure 1 Un environnement présentant une variabilit¢ importante favorise le
développement d’étapes distinctes au cours du cycle biologique. L’expression de chacune de
ces étapes correspond a un changement de 1’état physiologique des individus ayant valeur

adaptative : saisonnalité de la reproduction, mue, migration... (d'aprés Wingfield, 2008).
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Figure 2 Les profils saisonniers de reproduction de lagomorphes observés sous
différentes latitudes (% de femelles gestantes) : proche de I’équateur les profils reproductifs
ne suivent pas un rythme particulier, a mesure que la latitude augmente les profils de

reproduction se font saisonniers et de plus en plus marqués (Bronson, 1985).
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Figure 3 Sous les aires tempérées la période favorable aux mises-bas correspond au

printemps, selon la durée de gestation de 1’espéce considérée la période propice aux

accouplements (ou saison sexuelle) varie en conséquence (d'aprés Ortavant ef al., 1985).
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Figure 4 Schéma de fonctionnement des mécanismes photopériodiques de type I (A) et
de type II (B). A : un premier signal photopériodique provoque un changement phénotypique
(1) et initie la mise en marche du mécanisme endogene de mesure du temps (2), arrivé a terme
ce dernier initie une transition phénotypique inverse (3). Un second signal photopériodique est
nécessaire pour sensibiliser I’ensemble du systéme a ’action du premier signal (4). B: le
fonctionnement de 1’horloge circannuelle provoque de facon autonome les changements entre

phénotypes d’hiver et d’été (Paul et al., 2008).
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Figure 5 Mise en évidence du controle exercé par [’horloge circannuelle sur les
transitions saisonnieres reproductives chez les especes saisonnées (ici la brebis) disposant
d’un mécanisme photopériodique de type Il : développement de I’état photoréfractaire. A :
maintenir la photopériode expérimentée au solstice d’hiver (n = 5) n’empéche pas la mise en
place «normale » (n = 6) de la saison d’ancestrus (ici représentée par des concentrations
plasmatiques de LH < 1 ng/mL). B : les résultats sont comparables pour le maintien de la
photopériode du solstice d’été (n = 6) qui n’empéche pas la mise en place « normale » (n = 6)
de la saison de reproduction (LH > 1 ng/mL) (d'aprés Malpaux et al., 1988b; Malpaux et al.,
1989).
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Figure 6 Mise en évidence de la synchronisation du rythme circannuel par la

photopériode : les brebis placées en jours courts constants (droite, n = 5) étant privées
d’information photopériodique expriment un rythme reproductif généré de fagon endogene,
qualifié¢ de circannuel. Ce rythme n’est pas synchronisé entre animaux et sa période est proche
de 365 jours. Les brebis soumises aux conditions photopériodiques éprouvées au niveau des
régions tempérées (gauche, n = 5) expriment un rythme reproductif circannuel synchronisé
par la photopériode (i.e. un rythme reproductif saisonnier). Ce rythme est synchronisé entre

animaux et d’une période égale a une année (Karsch ef al., 1989).
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Figure 7 Le cycle photopériodique (45°N) et ses différentes portions identifiées quant a

leur réle respectif dans 1’élaboration des profils saisonniers de reproduction. 1, 2, 3 et 4 : se

référer au paragraphe correspondant.
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Figure 8 Les deux modeles de mesure du temps photopériodique. A : modele de

coincidence externe. La courbe sinusoidale représente le rythme circadien. L’illumination de
la phase photosensible en jours longs (zone rouge) provoque la transition phénotypique
(d'apres Saunders, 2005). B : modéle de coincidence interne. Les variations de rapports de
phase (¥ et W) entre les deux oscillateurs (M : aube et E : crépuscule) en fonction de la durée

du jour rendent compte des variations photopériodiques.
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Figure 9 Le modele de Bronson : les aires grisées représentent 1’évolution du degré de
photosensibilité¢ des populations animales en fonction de I’espérance de vie des espéces

considérées (Bronson, 2009).
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Figure 10 Mise en évidence de la photosensibilit¢ des races de petits ruminants
originaires des latitudes intertropicales. Exposées aux conditions photopériodiques tropicales
(n = 17), les profils annuels de reproduction des cheévres créoles n’expriment pas de rythme
saisonnier. En revanche lorsque des chévres de cette méme race sont observées en parallele en
conditions photopériodiques tempérées (n = 16), les profils annuels de reproduction suivent

un rythme saisonnier, stimulé par les jours courts et inhibé par les jours longs (Chemineau et

al., 2004).
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Figure 11 Concurrence des périodes fertiles et infertiles chez les brebis (A) et les béliers
(B) de race Ile-de-France. A, profils saisonniers de reproduction des femelles : variations des
proportions de brebis Ile-de-France (n = 17) ovulant et exprimant un comportement d’cestrus
(Thimonier et Mauléon, 1969). B, profils saisonniers de reproduction des maéles : variations
saisonniéres du poids testiculaire et de la production de spermatozoides chez des béliers ile-

de-France (n = 26) (d'aprésDacheux et al., 1981).
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Figure 12 Représentation schématique de certains des principaux ¢léments du dialogue
endocrinien au sein de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique. A gauche : certains profils
hormonaux observés au cours du cycle cestral de la brebis (d'aprés Karsch et Evans, 1996;
Driancourt, 2001). A droite : représentation schématique de I’axe hypothalamo-hypophyso-

gonadique.
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Figure 13 Diagramme schématique des populations de neurones a KNDy du noyau arqué
et de leurs relations avec les neurones a GnRH et les hormones ovariennes pour le controle de
la libération pulsatile de GnRH. Les populations neuronales sont représentées dans le plan

rostro-caudal (d'aprés Lehman et al., 2010a; Lehman et al., 2010c).
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Figure 14 Schéma d’une coupe sagittale d’un cerveau de brebis et représentation
simplifiée du circuit neuronal impliqué dans le contréle photopériodique de [’activité
sécrétoire de la glande pinéale (trait vert). Le profil journalier des concentrations plasmatiques
de mélatonine est également illustré en mettant en évidence ses deux composantes

principales : la période (7) et ’amplitude (A). La zone bleue représente les ventricules.
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Figure 15 Les principaux ¢léments de 1’horloge circadienne des mammiferes et leurs

B e S

interrelations (Gallego et Virshup, 2007).

Le cceur du fonctionnement de I’horloge circadienne dépend d’une boucle de feedback négatif
autorégulée et retardée ou les produits protéiques de certains génes régulent négativement leur
propre transcription. Les activateurs transcriptionnels de cette boucle principale sont les
produits protéiques des genes clock et bmall et ses régulateurs négatifs appartiennent a la
famille des génes Pers (Perl, Per2 et Per3) et Crys (Cryl et Cry2).

Une fois transloquées dans le cytoplasme les protéines PERs et CRY's sont phosphorylées par
différentes enzymes (casé€ine kinase epsilon, glycogéne synthéase kinase 3 beta, ...) ce qui
influencent a la fois leur stabilit¢ et leur taux d’entrée dans le noyau sous forme
d’hétérodimeres. Il s’agit d’un processus central dans 1’¢laboration de la période du rythme
circadien.

Au sein du noyau régulations transcriptionnelles s’effectuent via I’élément E-box, une
séquence promotrice clé de la réponse circadienne. Cette séquence interconnecte la boucle
principale avec deux boucles accessoires qui impliquent les génes Rev-erba. / Rora et Dbp /
E4bp4 (ces deux derniers éléments n’étant pas représentés sur cette figure) et régulent leurs
séquences promotrices associces, les éléments RORE et D-box. Ces boucles accessoires
stabilisent la boucle principale et constituent le premier produit de I’expression de ’horloge
circadienne. La régulation temporelle de I’expression des genes porteurs d’une ou plusieurs de
ces séquences promotrices forme un réseau transcriptionnel complexe qui in fine dirige

I’activité circadienne des cellules (pour revue cf. Reppert et Weaver, 2002).
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Figure 16 Le mécanisme de mesure du temps photopériodique dans I’hypophyse : un

modele de coincidence externe. Le fonctionnement de ce modele (cf. texte pour plus de

détails) aboutit aux variations photopériodiques de la transcription de la TSHp.
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Figure 17  Représentation schématique du lien entre le mécanisme hypophysaire de
mesure du temps photopériodique et la variation du catabolisme hypothalamique des
hormones thyroidiennes pour la mise en place des transitions saisonnieres reproductives

(d'apres Hut, 2011; Barrett et Bolborea, 2012).
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Figure 18 Mise en ¢évidence d’un role pour [I’hypothalamus médiobasal dans
I’interprétation du signal mélatoninergique dans le contréle de 1’activité de 1’axe gonadotrope.
A gauche : des micro-implants de mélatonine placés au niveau de la pars tuberalis [symboles
pleins : mélatonine (n= 5), symboles creux: témoins (n = 5)] ne provoquent pas
d’augmentation des concentrations plasmatiques de LH. A droite : la mise en place d’implants
de mélatonine au niveau de I’HMB stimule la libération de LH [symboles pleins : mélatonine

(n=7), symboles creux : témoins (n = 5)] (Malpaux et al., 1996).
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Variations photopériodiques du rétrocontrdle cestrogénique sur 1’activité de

I’axe hypothalamo-hypophysaire mises en évidence chez la brebis ovariectomisée et recevant

un implant sous-cutané d’cestradiol (d'apres Karsch et al., 1980; Karsch et al., 1993).
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Figure 20 Représentation du circuit neuronal impliqué dans la transmission du signal

vers GnRH, |

Kiss |

cestrogénique vers les neurones a GnRH (en haut). Des phénomeénes de neuroplasticité sont
observés 1. sur les contacts synaptiques au niveau des neurones du noyau AlS5, 2. sur la
morphologie des dendrites des neurones dopaminergiques du noyau A15 et 3. sur les corps
cellulaires des neurones a kisspeptine. En bas: les variations photopériodiques de la
morphologie des dendrites des neurones du noyau Al5 et de leurs afférences
glutamatergiques (en bleu) seraient en partie responsables de la mise en place d’un circuit

neuronal fonctionnel pour la transmission du signal cestrogénique (Lehman ez al., 2010b).
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Figure 21 Les effets aigues, dynamiques et statiques de la nutrition: effets d’une
supplémentation énergétique sur le taux d’ovulation (axe des ordonnées de gauche) et le poids

vif (axe des ordonnées de droite) des ovins (d'apres Scaramuzzi ef al., 2006).
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Figure 22 Les effets statiques de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction
des deux especes saisonnées de jours courts (A : brebis et B : chévre) et d’une espece de jours
longs (C : jument). Les principaux effets d’un faible état d’engraissement en comparaison a
un état d’engraissement supérieur sont :

A. Un rallongement de la durée de la saison d’ancestrus de 49 jours (p < 0,05) ainsi
qu’une chute du pourcentage de brebis détectées en cestrus aux périodes de transitions
saisonnicres reproductives (Avril : 74 vs. 34 % et Juillet : 92 vs. 50 % ; ps < 0,01)
(Forcada et al., 1992).

B. Un rallongement de la durée de la saison d’inactivité ovarienne de 32 jours (p < 0,01)
provoqué par une mise en place retardée (5-Aolt vs. 17-Aoit ; p < 0,05) et une fin
précoce (11-Fév vs. 17-Jan ; p < 0,01) de la saison d’activité¢ ovarienne (Zarazaga et
al., 2005).

C. Une saison d’inactivité ovarienne généralisée a 1’ensemble du groupe (100 % vs. 44
%) et rallongée de 148 jours (p < 0,001). La reprise et la fin de la saison d’inactivité
ovarienne étaient respectivement avancées (31-Déc vs. 22-Sep ; p< 0,01) et retardées
(28-Mars vs. 15-Mai ; p < 0,001). Entre les deux groupes la date de mi-saison restait

inchangée (6-F¢év ; p > 0,05) (Salazar-Ortiz et al., 2011).
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Figure 23 La transmission des effets de la nutrition sur I’activité gonadique des ovins

(d'apres Blache et al., 2000; Martin et al., 2004; Martin et al., 2010).

Revue bibliographique - Figures 95



nuit

restriction
caloriqgue

ARNm perl
T-Y3d uewdxa sauoinan

heures

~
C Obscurité constante

restriction
calorique

Mélatonine

=

heures

Figure 24 Les effets d’une restriction calorique sur le fonctionnement de 1’horloge
circadienne principale.

A. Les interactions entre régulateurs métaboliques (en jaune) et la machinerie circadienne
(en jaune et rouge : ¢éléments de la boucle transcriptionnelle positive et négative
respectivement). L’AMPK, enzyme de régulation du métabolisme cellulaire, affecte
directement la stabilité des protéines CRY (active les protéines FBXL3 et B-TRCP,
membres du complexe de 1’'ubiquitine ligase) et indirectement celle de PER2 via la
CKle. Les protéines SIRT1 et PARP-1 sont des senseurs des niveaux de NAD"
(indicateur du statut redox cellulaire), ’activation de SIRTI1 affecte la stabilité de
PER2 et BMALI (via PGC-1a) tandis que les mécanismes d’action de PARP-1,
notamment sur les protéines CLOCK, restent a déterminer (Asher et Schibler, 2011).

B. Un régime hypocalorique provoque des avances de phase des profils circadiens des
ARNm du geéne perl (lignes) et des neurones immunoréactifs a la protéine PERI1
(histogrammes) dans les NSC de souris (Mendoza, 2007).

C. Profils du rythme circadien du contenu pinéalien en mélatonine chez des souris
nourries ad-libitum (en rouge, n = 3 par point) ou subissant une restriction calorique
(en bleu, n = 4 par point). Le principal effet de la restriction calorique consiste en une

avance de phase de ce rythme (Mendoza et al., 2005).
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Figure 25 Mécanismes neuroendocriniens impliqués dans le contrdle saisonnier de 1’axe
hypothalamo-hypophysaire et interactions identifiées ou probables avec la nutrition. Sont
distinguables trois principaux compartiments ou le facteur nutrition est susceptible d’interagir
pour moduler la transmission du signal :

A. Sur la génération du signal mélatoninergique.

B. Sur les cellules cibles de la mélatonine intégrant, interprétant (PTM) et transmettant le

signal pour contrdler I’activité des neurones a GnRH.

C. Sur Pactivité neurosécrétoire de I’hypophyse (effets restant a déterminer).
La partie de gauche illustre les sites centraux et hypophysaires impliqués dans la transmission
du signal saisonnier tandis que la partie de droite schématise la nature de la transmission du
signal, de la perception de la lumiére aux variations d’activité du couple GnRH/LH. Les
différents points d’interactions entre cette transmission du signal avec les signaux
nutritionnels, hormonaux et métaboliques liés a I’état d’engraissement de I’individu sont
figurés par des ronds noirs dont les chiffres (de 1 a 6) renvoient au texte du manuscrit. Les

fleches pleines indiquent des étapes de transmission du signal par voie nerveuse.
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Objectifs du travail de these

Notre revue bibliographique a permis de souligner un certain manque de données concernant
les effets du statut nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction chez la brebis. De
maniére plus générale en considérant I’ensemble des especes a reproduction saisonnée, peu
d’informations sont disponibles a propos des sites et des mécanismes impliqués dans la
transmission des effets du statut nutritionnel sur le contréle photopériodique de I’activité de

I’axe reproducteur.

En conséquence les études expérimentales engagées au cours de ces travaux de theses se sont

articulées autour d’un protocole alimentaire commun afin d’identifier :

1) d’une part les interactions entre les effets statiques de la nutrition et la voie

photopériodique du contrdle de I’axe reproducteur de la brebis

i1) et d’autre part les effets de cette interaction sur la réponse a des signaux permettant
de stimuler une transition reproductive précoce chez des brebis en ancestrus vers la

saison de reproduction.

L’objectif de ces travaux consistait donc a améliorer nos connaissances des paramétres de
controle de la saisonnalité de la reproduction chez les ruminants en vue de maitriser ce
caractere par I’intervention du facteur nutrition. Répondre a cet objectif participerait a définir
I’importance du « levier nutrition » dans la gestion de la reproduction des élevages de petits
ruminants et de facon plus large a alimenter des modeles prédictifs multicritéres
(économiques, techniques, environnementaux, ...) de l’expression phénotypique de ces

especes.

La premiére partie de nos travaux est donc consacrée a la caractérisation des effets du statut
nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction de la brebis. Le programme alimentaire
mis en ceuvre visait a obtenir deux groupes d’animaux ayant des états d’engraissement
contrastés et maintenus sur le long terme. En conséquence les effets du statut nutritionnel
correspondaient au suivi des effets dits statiques de la nutrition sur la saisonnalit¢ de la

reproduction des brebis. Ces suivis ont concerné deux races ovines de différents degrés de
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saisonnalit¢ afin d’identifier d’éventuels effets génétiques dans les modalités de cette
interaction entre facteurs photopériodique et nutritionnel. La réalisation de ces suivis devait
permettre de déterminer si les effets statiques de la nutrition affectaient la génération et/ou

I’expression du rythme reproductif saisonnier.

Dans la deuxiéme partie nous avons émis et testé I’hypothese selon laquelle certains des effets
de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction étaient transmis en amont de I’axe
d’intégration du signal photopériodique contrélant 1’activité des neurones a GnRH au niveau
de I’horloge circadienne principale des NSC. Cette hypothése a été testée en observant
indirectement le fonctionnement de 1’horloge circadienne principale via le suivi du rythme
endogene de sécrétion de mélatonine et selon deux conditions, d’une part il s’agissait
d’identifier les effets de 1’état d’engraissement des animaux et d’autre part de vérifier si ces

effets pouvaient étre mimés par 1’activation centrale et pharmacologique de la voie AMPK.

Enfin les objectifs de la troisiéme et derni¢re partie consistaient a identifier I’amplitude de la
variabilit¢ imputable aux effets du statut nutritionnel dans la réponse des brebis a un
traitement (implants de mélatonine ou effet male) visant a contrdler les profils saisonniers de
reproduction. L’origine de cette variabilité était ensuite analysée en fonction des résultats des

deux premigéres parties.
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Premiere partie

Etablir les effets de I'interaction entre facteurs

nutritionnel et photopériodique sur les profils

saisonniers de reproduction des brebis

La premicere partie de ces travaux de thése a été consacrée a la mise en évidence des effets
statiques de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction des ovins. L’objectif ultime

de ces études consistait en la caractérisation de ces effets afin de :

1) Les comparer avec les données bibliographiques existantes chez les ovins et autres
espéces de mammiféres disposant d’un mécanisme de mesure du temps

photopériodique comparable.

1) Identifier des sites d’interaction probables ainsi que des contraintes zootechniques
apparentes en vue de les exploiter dans la suite de nos expérimentations (deuxiéme

et troisiéme parties du manuscrit).

Chez les ovins relativement peu d’études ont contribué a la détermination des effets de la
nutrition sur les profils saisonniers de reproduction. Selon notre revue bibliographique,
chez I’ensemble des espéces étudiées (essentiellement ovins, caprins et équins), le statut
nutritionnel agit pour modifier le moment d’une ou des deux transitions saisonnicres entre
¢états reproductifs. D’un autre coté est observé plus de variabilité quant aux effets de la
nutrition sur I’activit¢ de I’axe gonadotrope. Tandis que 1’activité sécrétoire de
I’hypophyse est plus ou moins affectée, au niveau ovarien la séquence des évenements
endocriniens et physiologiques conduisant a I’ovulation peut étre modulée mais rarement

interrompue.
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|. Caractériser les effets de Vlinteraction entre facteurs
photopériodique et nutritionnel chez la brebis Tle-de-France :
observations sur plusieurs cycles photopériodiques, identification
du niveau des interactions

Pour I’ensemble de nos études les effets du statut nutritionnel ont été étudiés par le maintien a
long terme de groupes d’animaux a des états d’engraissements contrastés : tandis qu’un
premier lot de brebis était maintenu dans des conditions d’¢levage standard (objectif de NEC
de 3,00), un second lot subissait une restriction alimentaire énergétique pilotée par la mesure
régulicre de la NEC des animaux en vue d’atteindre puis de maintenir un faible état
d’engraissement (objectif de NEC de 1,50). La restriction alimentaire s’effectuait en limitant
les quantités d’un méme aliment complet offert a chaque groupe nutritionnel. Les animaux
¢taient suivis individuellement afin de controler le processus de perte d’état corporel (Annexe
2). En parallele la réponse reproductive des animaux était suivie et comparée entre ces deux
groupes. Ce protocole expérimental a été standardisé, principalement du point de vue des
conditions d’¢levage et des interventions sur les animaux, afin de constituer une base

commune a I’ensemble de nos expérimentations.

Dans cette premiere ¢tude 31 brebis ont été utilisées (19 bien nourries et 12 restreintes). Les
objectifs de cette étude consistaient dans un premier temps a identifier et caractériser les effets
de I’état d’engraissement, représenté par les objectifs de NEC que nous avions fixés pour
chaque groupe, sur les profils saisonniers d’activité ovarienne des brebis. Dans un second
temps il s’agissait de vérifier si la magnitude de ces effets pouvait étre résumée a une

interaction centrale entre facteurs nutritionnel et photopériodique.

La pertinence de la notation de I’état corporel pour rendre compte de 1’état d’engraissement
des brebis a été préalablement vérifiée par la mesure échographique au niveau de la zone de
palpations (dernicres vertébres lombaires) de 1’épaisseur de gras sous-cutané. Dans un
premier temps c¢’est la méthode de mesures par échographie de 1’épaisseur de gras sous-cutané
qui a elle-méme été vérifiée en confrontant, chez 4 brebis destinées a 1’abattage, la mesure
échographique réalisée in vivo et la mesure post mortem directe de 1’épaisseur de la couche de
gras sous-cutan¢é (Tableau 1). La validation de cette méthode a permis dans un second temps
la comparaison nos notations d’état corporel avec la mesure échographique de 1’épaisseur de
gras sous-cutané réalisée sur chacune des 31 brebis et a 5 reprises en début d’expérimentation

(Figure 26).
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Au cours des deux premicres années de suivi les brebis étaient soumises a un cycle
photopériodique contrdlé et reproduisant les variations annuelles telles qu’enregistrées a la
latitude de la station expérimentale (48°N). La premicre année €tait entierement consacrée au
suivi des profils saisonniers d’activité ovarienne. A la fin de cette période la moitié¢ des brebis
de chaque groupe a été ovariectomisée. Au cours de la seconde année alors que les profils
saisonniers d’activité ovarienne étaient toujours suivis chez les brebis laissée intactes, en
paralléle les profils saisonniers d’activité neuroendocrinienne (sécrétion de LH) étaient suivis

chez les animaux ovariectomisés.

Lors d’une année supplémentaire a 1’approche du solstice d’été¢ (11-Mai), les brebis
ovariectomisées €taient soumises a une transition photopériodique abrupte vers des jours

courts (8h:16h) afin de stimuler une reprise d’activité¢ neuroendocrinienne.

En parallele de ces suivis des activités de reproduction, un suivi des concentrations
plasmatiques a jeun de glucose et d’insuline était réalisé au cours des deux premicres années
de Dexpérimentation. Au cours de I’année supplémentaire, seules les concentrations

plasmatiques d’insuline étaient suivies.

1. Résultats

La forte corrélation entre les mesures échographiques de I’épaisseur de gras sous-cutané et la
NEC attribuée a permis de valider cette derniére mesure comme représentative de 1’état

d’engraissement des animaux (Figure 26).

Au cours des deux premicres années d’expérimentation, les résultats du suivi des profils
d’activité ovarienne et neuroendocrinienne ont révélé des caractéristiques similaires. Ainsi
I’instauration d’une activité reproductive généralisée a I’ensemble des animaux de chaque
groupe nutritionnel était observée (a 1’exception d’une brebis restreinte n’ayant pas exprimé
d’activité ovarienne lors de la premiere année de suivi). De plus la durée de la saison de
reproduction des brebis restreintes €tait significativement plus courte en comparaison de celle
des brebis bien nourries (p < 0,01). Cet effet d’un faible état d’engraissement était
équitablement répartit entre chaque transition saisonnieére reproductive (p < 0,01). En
conséquence la date de mi-saison de reproduction était similaire entre groupes nutritionnels

lors de ces deux années de suivi.
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Lors de la seconde année a quelques jours du solstice d’hiver (11-Déc), la détermination des
parametres de la sécrétion pulsatile de LH a mis en évidence un effet d’un faible état
d’engraissement sur une diminution de I’amplitude des pulses de LH (p < 0,05) ainsi que sur
la chute des concentrations plasmatiques moyennes de LH (p < 0,001) en comparaison des

brebis maintenues a un état d’engraissement moyen.
y

Enfin au cours de 1’année de suivi supplémentaire, la réponse des brebis au traitement
photopériodique stimulateur en fonction de leur état d’engraissement présentait des
caractéristiques similaires aux réponses reproductives suivies sous photopériode « naturelle ».
Ainsi un faible état d’engraissement provoquait une reprise retardée de la période d’activité
neuroendocrinienne (p < 0,001) et une fin précoce (p < 0,01). En conséquence la période
d’activité neuroendocrinienne €tait plus courte (p < 0,001) chez ces brebis en comparaison de

celle des brebis maintenues a un état d’engraissement moyen.

Concernant les paramétres métaboliques et hormonaux liés a I’état d’engraissement des
animaux, les effets du statut nutritionnel sur les concentrations plasmatiques de glucose ont
varié en fonction des années. Lors de la premiere année de suivi elles étaient plus importantes
chez les brebis maintenues a un faible état d’engraissement (p < 0,05) en comparaison aux
brebis maintenues a un état d’engraissement moyen. Cet effet c’est inversé lors de la seconde
année (p < 0,05). Les effets du statut nutritionnel sur les concentrations plasmatiques
d’insuline sont restées consistants entres les différentes années de suivi, c’est-a-dire qu’elles
¢taient plus faibles chez les brebis maintenues a un faible état d’engraissement en
comparaison aux brebis maintenues a un état d’engraissement moyen (année 1: p < 0,05 ;

année 2 : p < 0,001 ; année supplémentaire : p < 0,05).

2. Conclusion

Les résultats de cette premicre €tude caractérisent le role strictement modulateur de la
nutrition sur les profils saisonniers de reproduction des ovins. Ainsi les différents signaux liés
a I’état d’engraissent agissent pour moduler le moment des transitions saisonnicres
reproductives sans affecter la synchronisation annuel du rythme reproductif. Parmi ces
signaux, les concentrations plasmatiques d’insuline apparaissent étre un bon indicateur des

effets de I’interaction entre signaux photopériodique et nutritionnel.

e remarquable parallélisme établit entre profils d’activités ovarienne et neuroendocrinienne
L bl 11él tablit ent fils d’activit t d

suggere que la majorité de ces effets de la nutrition sont intégrés au niveau central pour
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affecter le controle photopériodique de I’activité de 1’axe hypothalamo-hypophysaire. La
réponse reproductive des brebis au traitement photopériodique stimulateur en fonction de leur

¢tat d’engraissement semble confirmer cette hypothese.
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Tableau1  Comparaison de mesures par échographie ou mesure directe post-mortem de

I’épaisseur de gras sous-cutané au niveau des dernicres vertebres lombaires chez 4 brebis de

race Romanov. Les deux mesures étaient significativement corrélées, r = 0,99 (p < 0,05).

Mesure échographique

Mesure post-mortem

Animal

(cm) (cm)

35405 1,50 1,41

35427 1,40 1,38

35434 1,20 1,14

35442 1,00 1,00

* % % * % %
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Figure 26 Comparaison d’estimation de I’état d’engraissement par mesure échographique

(barres hachurées ; moyenne + sem) ou attribution d’une NEC (barres pleines ; médiane +

interquartile) chez 31 brebis Ile-de-France (19 bien nourries en bleu et 12 restreintes en rouge)

au début de la premicre année d’étude (de Janvier a Novembre, chaque barre représente 5

points de mesure par animal). Les résultats des deux méthodes sont significativement corrélés,

r=0,83 (p <0,001). *** : différence significative entre les groupes nutritionnels (p < 0,001).

Premiere Partie Figures

105



BIOLOGY OF REPRODUCTION (2012) 86(2):52, 1-12
Published online before print 2 November 2011,
DOIL 10.1095/biolreprod. 111092817

The Interaction Between Photoperiod and Nutrition and Its Effects on Seasonal

Rhythms of Reproduction in the Ewe'

Jean-Baptiste Menassol,”***® Armelle Collet,**** Didier Chesneau,>*** Benoit Malpaux,***® and Rex J.

Scaramuzzi®**67

JINRA, Nouzilly, France

*CNRS, Nouzilly, France

SUniversite Francois Rabelais de Tours, Tours, France
°IFCE, Nouzilly, France

‘Department of Veterinary Basic Sciences, Royal Veterinary College, Herts, United Kingdom

ABSTRACT

In sheep, the seasonal patterns of reproductive activity are
driven primarily by the annual photoperiodic cycle, but can also
respond to other environmental factors, such as nufrition, yet
little is known about the mechanisms underlying this interaction.
This study was designed to define the interaction between
photoperiodic and nutritional cues on seasonal patterns of
ovarian activity, and to determine if there is a central interaction
between these cues. Groups of lle-de-France ewes were
maintained in two nutritional states (restricted and well fed)
under a simulated annual photoperiod of 8-16 h of light per day
over two breeding seasons. At the end of the first breeding
season, half of the animals of each group were ovariectomized
(OVX) and fitted subcutaneously with estradiol implants. Low
nutritional status shortened the season of ovarian activity,
determined from the pattern of progesterone concentrations,
by modifying the timing of seasonal transitions between periods
of ovarian activity and anestrus. The same results were observed
for the seasonal rhythm of neuroendocrine activity, assessed in
the OVX ewes, from the pattern of luteinizing hormone
concentrations. These results were then confirmed for neuroen-
docrine activity induced by a photoperiodic treatment. We
conclude that nutrition centrally modulates the interpretation of
photoperiod to affect seasonal reproductive transitions. The
mechanisms of this interaction are discussed in the paper.

hypothalamus, metabolism, nutrition, ovary, photoperiod,
seasonal reproduction, sheep

INTRODUCTION

Most mammals from temperate regions that experience
seasonal fluctuations in their food supply have evolved patterns
of reproduction that restrict their breeding activity to a defined
period of the year. This adaptive phenomenon, often referred to
as the seasonality of reproduction, ensures that births occur at
the most appropriate time of the year, that is, when the quantity
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and quality of naturally available feed is sufficient to support
the nutritive demands of the mother and her offspring [1].

In temperate latitudes, the principal environmental factor
controlling the pattern of seasonal reproductive activity is
photoperiod, which synchronizes an endogenous circannual
rhythm of reproduction with the time of year [2-4].
Photoperiodic information generated from the light-dark cycle
exerts its effects on the hypothalamus-pituitary axis through the
rhythmic, diurnal secretion of melatonin by the pineal gland
[5]. This rhythm is driven by the circadian pacemaker located
in the suprachiasmatic nucleus (SCN) [6], via a multisynaptic
pathway. Thus, in the absence of light-dark cycles, the rhythm
of melatonin secretion corresponds to that of the endogenous
circadian rhythm generated by the SCN [7]. The perception of
light both entrains the activity of the circadian pacemaker in the
SCN 1o a period of 24 h and restricts melatonin secretion (o
periods of darkness [8, 9]. A consequence is the production of
an annual rhythm in the pattern of melatonin secretion that
functions as the neuroendocrine signal linking the annual
rhythm of photoperiod with the reproductive axis [10, 11]. This
signal links to the reproductive system at the level of the
hypothalamo-pituitary axis, modifying its neuroendocrine
activity in response to the negative-feedback action of estradiol
[12].

The seasonal pattern of reproduction is the result of the
integration of several secondary environmental stimuli that
interact dynamically with the primary photoperiodic signal,
and, as a consequence, they are considered as “‘modulators”™ of
the primary photoperiodic signal [13]. Nufrition, acting through
numerous hormonal signals (insulin, leptin, growth hormone,
etc.) that reflect long-term changes in metabolic status, is one
of the most significant of the secondary modulating factors
[13]. Interactions between photoperiodic and nufritional factors
on the seasonal pattern of ovarian activity have recently been
established for the mare [14] and the doe [15], as examples of
long-day (I.D) and shori-day (SD) breeding species, respec-
tively. These studies were descriptive, and at this point there is
little available evidence that establishes either the level or the
mechanism of the interaction between these two factors.

In this study, we have used a sheep model 1o investigate the
interactions between photoperiodic and nutritional factors on
the pattern of ovarian activity in the ewe. This was achieved by
maintaining two groups of ewes in different metabolic states
(i.c., well fed and restricted) over a long period, and monitoring
their patterns of reproductive seasonality over two breeding
and nonbreeding scasons. Because we hypothesized, on the
basis of previous studies [16], that the effects on ovarian
activity were centrally mediated, we also monitored the
seasonal transitions in luteinizing hormone (LH) secretion
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under natural photoperiodic conditions in the same ewes
following ovariectomy and estradiol replacement treatment.
Finally, in the ovariectomized (OVX), estradiol-treated sheep,
the neuroendocrine activity of the hypothalamo-hypophysial
axis was also artificially driven by a transfer from LD to SD.
This well-defined model of photoperiodic response [17, 18]
was used to firmly distinguish the specific effects of nutrition.
Along with the monitoring of the seasonal patterns of
progesterone and LH secretion, we also estimated the
metabolic state of the ewes by monitoring serum concentra-
tions of glucose and insulin.

MATERIALS AND METHODS

All procedures were approved by the French Agricultural and Scientific
Research Agencies for Animal Ethics, and were all conducted in accordance
with Buropean Union guidelines for Care and Use of Agricultural Animals in

Apgricultural Research and Teaching.

General

A total of 37 sexually mature Ile-de-France ewes from the Institut National
de la Recherche Agronomique (INRA) breeding flock were assigned to two
groups balanced for live weight (LW), body condition score (BCS), and age,
and housed in one of four light-controlled rooms starting 1 mo prior to the
beginning of the feeding program. Each room of 21 m’ housed between five
and nine animals as a single group, and the animals were free to interact with
each other. The lighting program mimicked the local ambient photoperiod
(48°N), and was operated by fluorescent lighting that provided at least 300 lux
at head level and total darkness at night. Contacts with rams and bucks or their
odors (e.g., on clothing) were rigorously avoided during the study, and social
interactions among ewes were limited to ewes of the same treatment group,
because they are factors known to modify the seasonal patterns of reproduction
[19].

Diets and Nutritional Management

The ewes were weighed (LW) and their BCS recorded regularly; BCS was
determined using a scale of () {femaciated) to 5 (grossly obese) [20]. The feeding
system in each room was designed to provide individual access to feeders, thus
limiting competition for access to feed and variations in feed consumption.

During the pre-experimental period, which lasted 17 wk, the ewes were
acclimated to their new feeding system for 3 wk and then fed individual diets
designed to produce the two experimental groups, with target median BCSs of
1.5 (restricted [R] group) and 3.0 (well-fed [WEF] group). The diet consisted of a
single feed made from pelleted, dehydrated luceme, straw, and sugar cane
treacle with nutritional values of 0.97 Mcal of net energy and 63.6 g of
metabolizable protein per kilogram of dry matter. The diet was designed using
the INRA recommendations for the growth and maintenance needs of adult,
nonpregnant ewes [21]. The quantity of the diet offered was adjusted to the
mean LW of the animals in each room. Therefore, the ewes of the R group were
fed at 40%—55% of their energy maintenance needs (0.73 = 0.11 kg of feed per
animal), which corresponded to an average daily intake of 0.60 £ 0.07 Mcal of
net energy and 39.3 * 4.4 p of metabolizable protein, and the ewes in the WF
group were fed at 85%—140% of their energy maintenance needs (1.72 * 0.42
ke of feed per animal), which corresponded to an average daily intake of 1.42
+ (.24 Mocal of net energy and 93.0 £ 16.1 g of metabolizable protein. The
diets were designed to have a reduced impact on protein requirements, and the
daily protein intake averaged 70% of requirements for the ewes in the R group
during this period. At 1 mo after the start of the feeding program, the initial
number of ewes was reduced to 31, since 6 ewes in the R group reached one of
the humane endpoints defined for this experiment (i.e., an LW loss higher than
309% of the initial LW and/or a loss of more than 1 unit of BCS between two
records).

Once the target BCSs were reached, the experimental period began and the
groups were fed the diet at a level designed to maintain the desired nutridonal
status of the animals over a long period. For the R group, the diet provided, on
average, 80% of the animals’ maintenance needs for energy, as determined at
the end of the pre-experimental period (1.04 = 0.10 kg of feed per animal); that
is to say, a daily intake of 0.86 = 0.06 Mcal of net energy and 56.2 = 3.8 g of
metabolizable protein. This diet provided 116% of the daily protein needs of
these animals. For the WF group, the maintenance diet provided, on average,
1209 of the animals maintenance needs for energy, as determined at the end of
the pre-experimental period (1.77 *+ 0.15 kp of feed per animal), which is a
daily intake of 1.45 * 0.09 Mcal of net energy and 954 * 38 p of

metabolizable protein. These data rep the overall pe intake, since the
diet was consistently readjusted to maintain the desired median BCS of the
group. During winter, for example, feed intake was increased to account for low
temperatures [21]. Feed was offered once a day, in the moming, and ewes had
free access to water and mineral licks to provide essential micronutrients.

Experimental Design

Year 1. Ovarian activity was monitored in ewes from the WF (n = 19) and
R (n=12) groups by determining the concentration of progesterone in samples
of jugular venous blood collected twice a week for the duration of the stdy.
The same samples were used to monitor insulin. Glucose concentrations were
monitored by determining the concentration of glucose in an additional sample
of jugular venous blood collected weekly immediately before feeding.

Year 2. After the end of the breeding season in Year 1 (12 mo into the
experimental period), half of the animals from each group were OVX and fitted
subcutaneously with implants containing 17p-estradiol (E,: Sigma-Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, Prance). The implants consisted of sealed 10-mm
lengths of silastic tubing (3.3 mun i.d., 4.6 mm o0.d.; Dow Corming, USA). The
experiment now comprised four groups as follows: WE (n = 10), WF-OVX (n=
9), R (n = 5), and R-OVX (n = 7). The ewes continued to be monitored for
ovarian activity, insulin secretion, and glucose levels as described for Year 1,
while the OVX groups were also monitored for LH secretion by measuring the
concentration of LH in twice-weekly samples of jugular venous blood. In the
OVX groups, the frequency and other charactenistics of pulsatile LH secretion
were determined near the winter solstice, when both proups had elevated
concentrations of plasma LH.

Year 3. At 2 mo after the end of the breeding season (May) in Year 2 (25
mo into the experimental period) when the ewes were experiencing long days
(15L:9D), the OVX groups were abruptly switched to short days (S8L:16D), a
treatment known to stimulate LH secretion in ancestrus ewes within 45-60
days [22]. After transition to short days, LH concentrations were measured
fram Day 0 to Day 40 in twice-weekly samiples, from Days 40 to 110 in thrice-
weekly samples, and from Day 110 to the end of the experiment in twice-
weekly samples. Insulin concentrations were measured as described for Year 2.

Blood Sampling and Assays

Blood samples (3 ml), taken by jugular venipuncture, were used to
determine the concentrations of progesterone, LI, and insulin. They were
always collected before feeding and placed in heparinized tbes (17 IU/ml
sodium heparin, Vacutainer, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes,
NI). Glucose was monitored in the same way, but the blood was placed in tubes
containing inhibitors of glycolysis (2.5 mg/ml sodium fluoride and 2 mg/ml
potassium oxalate, Vacutainer). After sampling, the plasma was separated by
centrifugation (3700 X g for 30 min at 4°C) and stored at —20°C. For periods of
more frequent sampling (i.e., for monitoring LH pulsatility), blood (2.5 ml) was
collected via an indwelling jugular catheter, placed in tubes containing 100 TU
heparin, and managed as described above.

Progesterone. Progesterone was assayed in singlicate measures of 10 pl of
plasma using a double antibody ELISA [23]. The sensitivity of the assay
averaged 0.25 = 0.09 ng/ml (16 assays), the intra-assay coefficient of variation
(CV) was 7% (16 assays), and inter-assay CV was 9%.

Luteinizing hormone. The concentration of LH was assayed in sinplicate
measures of 20 pl samples of plasma using a double antibody ELISA
immunoassay [24]. The sensitivity of the assay averaged 0.10 = 0.01 ng/ml
(four assays), the intra-assay CV was 7% (four assays), and interassay CV was
T%.

The pulsatility of LH secretion was monitored in the OVX, estradiol-treated
groups by measuring the concentrations of LH in plasma samples collected
every 15 min for 6 h from 1000 to 1600 h. The concentrations of LH were
determined in duplicate 100-pl samples of plasma in a single assay using a
radioimmunoassay [25]. The sensitivity of the assay averaged 0.10 * 0.02 ng/
ml and the intra-assay CV was 4%.

Clucose. Ghicose levels were determined in singlicate measures (50 pl
samples) using a standard glucose enzymatic assay kit (GAGO20; Sigma-
Aldrich). The sensitivity of the assay averaged 0.020 = 0.003 mg/ml and the
intra-assay CV was 3%.

Insulin. The concentrations of insulin were determined in duplicate 100-pl
samples of plasma in a single assay using a radioimmunoassay developed in
our laboratory. A commercial antibody to porcine insulin raised in guinea pig
(Sigma, 5t. Louis, MO) was used as the primary antibody, and the secondary
antibody was an anti-puinea pig IgG raised in horses. Porcine insulin was
iodinated by the chloramine T method [26]. The assay buffer was 0.025 M
barbital buffer (0.01% diethylbarbiturate, 0.05% sodium diethylbarbiturate)
containing bovine serum albumin (3%:; Sipma). Plasma samples were incubated
(24 h at4°C) with the primary antibody (300 pl; final dilution, 1:80 000), Triton
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FIG. 1. The pattern over two breeding seasons of LW and BCS in WF and R groups of ewes, housed in light-controlled rooms that simulated the ambient
photoperiod of 16L:8D at the summer solstice and 8L:16D at the winter solstice. Two groups of ewes, WF ({ [n=19]) and R (# [n=12]), were monitored
during the pre-experimental period and Year 1, then each group was divided into an OVX (WF-OVX, 0 [n=9] and R-OVX, m [n=7]) and intact (WF, { [n
=10} and R, 4 [n = 5]) groups for Year 2. Upper panel, mean = SEM LW; lower panel, median * interquartile range of BCS. The LW and BCS were
assessed twice a month at the beginning of the pre-experimental period, then once every 2 mo. The arrow indicates the time of the beginning of the

feeding program. The x axis indicates sidereal months.

X-100 (final dilution, 1:1000; Sigma), and normal rabbit serum (final dilution,
1:1250). Samples were then incubated (24 h) with 20000 cpm of iodinated
porcine insulin (200 pl). The secondary antibody was added (2 ml; final
dilution, 1:333), with CaCl, (36 mmel/L) and polyethylene glycol (4 mmol/L)
as precipitating factors, and incubated for 48 h at 4°C. Tubes were then
centrifuged (3000 X g for 30 min at 4°C), the supematant was removed, and the
radioactivity in the precipitate was counted with a Wallac Wizard gamma
counter (PerkinElmer Inc., Waltham, MA) for | min. Assay sensitivity
averaged 1.59 *+ (.11 ng/ml. Intra-assay CV was 12%.

Estradliol. The concentrations of estradiol were determined in plasma
samples collected twice weekly during the month following ovariectomy, in a
single assay, using the "I E2 Diasorin RIA kit (Estradiol-2 kit P2210;
Diasorin SA, Antony, France), modified for the analysis of estradiol in ovine
plasma [27]. The sensitivity of the assay averaged 0,78 * (.06 pg/ml and the
intra-assay CV was 6%.

Methods Used to Calculate End Points

Owvarian activity. An animal was considered cyclic if the plasma
conceniration of progesterone was above 1 ng/ml in at least two consecutive
samples, suggesting the presence of a functional corpus luteum [28]. The period
of ovarian activity (breeding season) was defined for each animal as the time
clapsed between the start of ovarian cyclicity in the autumn and the last plasma
samples with a concentration of progesterone above 1 ng/ml, and that was
followed by at least four consecutive samples in which the concentration of
plasma progesterone was below 1 ng/ml. Using these data, we caleulated, for
each ewe, the dates of the start and end of the breeding season, as well as the
duration of the breeding season and its midpoint.

Reproductive neuroendocrine activity. In OVX, estradiol-treated ewes,
periods of LII secretion above 1 ng/ml were considered analogous with the
breeding season of intact ewes [15, 17]. Similarly, we have defined, for each
OVX, estradiol-treated animal, the period of reproductive neuroendocrine
activity as the period between the first plasma sample with a concentration of
LH above 1 ngfml and the last plasma sample with a concentration of LH above
1 ng/ml that was followed by at least four plasma samples with a concentration
of LI below 1 ng/ml. Using these data, we calculated, for each OVX, estradiol-
treated ewe, the dates of the start and end of the period of reproductive
neurcendocrine activity, as well as its duration and its midpoint.

LH pulsatility. The concentrations of LH were analyzed for pulses using the
Munro algorithm (Zaristow Software, West Morham, Haddington, East
Lothian, UK.}, a modified version of the Pulsar algorithm [29]. The G
parameters G1-G5 were set at 398, 2.40, 1.68, 1.24, and (.93, respectively,
and the Baxter parameters B1-B3 were (L0355, 0.025, and 0.00039, respectively
[304]. Thus, we calculated the pulse frequency, the mean pulse amplitude, and
the mean concentration of LH for each profile.

Statistical Analysis

Data are presented as the mean = SEM, except for BCS data, which are
presented as medians * interquartile ranges. All analvses were performed
using SPSS statistical analysis software (SPSS Inc., IBM). Correlations
between variables were measured using the Pearson correlation and presented
as the Pearson product-moment correlation coefficient (r). Data were analyzed
using either a one-way or a two-way ANOVA; post hoc paired comparisons
were carried out, where appropriate, using the Bonferroni correction. Data that
were not normally distributed were analyzed using the nonparametric Kruskal-
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Wallis ANOVA followed by the Mann-Whitney £ -test for paired companisons.
IDhfferences or correlations were regarded as mpgmificant at £ < (.05,

RESULTS

BCS and Weight

Year 7. At the start of the pre-experimental peried, both
groups had similar LW and BCS values (Fig. 1}. During this
pericd, the median BCS was higher for the ewes in the WF
group compared with those in the B group (3.15 = 0.08 vs.
260 = 0.10; P < 0.001), and there was no significant
difference in LW between nutritional groups (WF, 51.3 = 1.5
kg vs. R, 474 = 1.8; P =0.08). In beth groups, BCS and LW
significantly decreased with time (P < 0.001}; there was a
significant interaction between nutritional status and time for
LW only (P < 0.001), indicating that this decrease was higher
for the ewes in the R group. The abmupt drop in LW and BCS
observed in both groups after the start of the feeding program
(Fig. 1} may be explained by two factors. First, the ewes were
shorn right after the dietary transifion, causing a direct drop of
4 6 kg in LW, possibly associated with a further loss of LW
and BCS due to heat stress. Second, the abrupt transition in the
quality of the feed offered required a pericd of adaptation for
the ewes, during which they had a reduced feed intake.

During the experimental pericd in Year 1, BCS and LW
were higher for the ewes in the WF group compared with those
in the R group (BCS, 2.69 = 0.04 vs. 1.67 * 0.05; LW, 60.3
* 15 kg vs. 51.8 = 19 kg; P < 0.001 and P < 0.01,
respectively). During this pericd, there was a significant effect
of time on both BCS and LW (P <2 (.001}, and the interaction
between time and nutritional status (2 << 0.001) indicated that
BCS and LW increased in the ewes In the WF group, while
only BCS decreased in the ewes in the R group (Fig. 1)

Year 2. Duning Year 2, BCS and LW were significantly
higher for the ewes in the WF groups compared with those in
the K groups (BCS: WE, 3.08 * 0.07 and WE-OVX, 3.06 =
0.08 vs. R, 1.70 = 006 and R-OVX, 1.79 * 0.05; LW: WE,
721 £ 2.1 kgand WF-OVX, 70.1 = 22 kg vs. R, 48.5 = 2.6
kg and R-OVX, 493 = 22 kg; P < 0.001). During this period,
BCS and LW did not differ with ovariectomy, but In each
group there were significant variations of BCS and LW with
time (P <X 0.001}), and the interaction between time and
nutriticnal status (7 << 0.001} indicated that BCS and LW
significantly decreased in the R groups. Considering repro-
ductive state (OVX or intact}, the significant interaction with

time (7 < 0.001) cn median BCS indicated that the ewes In the
OVX groups experienced more prencunced variations in BCS
during this peried (Hg. 1}.

Year 3. During Year 3, BCS and LW were higher for the
ewes in the WF-OVX group when compared with these in the
R-OVX group (both P =2 0.001; Fig. 2, A and B). During this
pericd, BCS and L'W significantly increased with time (P <
0.001 and P < 0.05, respectively), and the interaction between
time and nutritional status (7 < (.01} on the median BCS
indicated that this increase was significantly higher for the
ewes in the WF-OVX group.

Seasonal Ovaran Activity

Year T and Year 2. Within Years 1 and 2 of the study, the
cffects of dietary treatiment on the seascnal pattems of ovarian
activity were similar, and, thus, data for both years are
presented together. The duration of ovarian activity (Fig. 3)
was significantly longer for the WF ewes compared with R
ewes (Year 1, 133 = 5vs. 63 = 12 days and Year 2, 176 = 13
vs. 81 = 21 days; both P < 0.01). This difference was caused
by a delayed onset of the breeding season (Year 1, 29 August
* 2 days vs. 8 October = 10 days and Year 2, 22 August = 6
days vs. 12 October = 19 days; both £ == 0.01) and an earlier
end to the breeding season (Year 1, 9 January * 5 days vs. 10
December * 10 days and Year 2, 14 February = 11 days vs. 1
January * 6 days; both £ < .01} for the ewes in the K group.
The two groups had indistinguishable midseason dates (Year 1:
WE, 4 November = 3 days vs. K, 8 November = 8 days and
Year 2: WE, 18 Novemntber * 6 days vs. K, 21 November = 10
days; both P > 0.05). There were ne significant differences in
the proportion of cycling ewes between nutritional groups
(Year 1: WF, 19/19 vs. R, 11f; Year 2: WF, 10/10 vs. R, 5/5).
There was a significant correlation between BCS and LW
(Year 1, r=0.57; Year 2, r=0385 2 < 0.0] and 2 < 0.001,
respectively). The start and end times of ovarian activity were
significantly correlated with BCS (Year 1, r=—0.69; r=0.42%;
P < 0.001 and P << 0.05, respectively; Year 2, r=—0.73 and r
=0.74; both P < 0.01} and with LW only in Year 2 (r=—0.81
and r =0.64; P < 0.001 and P < 0.05, respectively). Finally,
only in Year 2 was there a significant correlation between the
dates of the start and end of ovaran activity ¢ =—0.54; P <
0.05).

Year T vs. Year 2. The periods of ovarian activity were
comparable for individual animals between the 2 yr of the
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FIG. 3. The seasonal pattern over two breeding seasons of ovarian activity in WF and R groups of ewes, housed in light-controlled rooms that simulated
the ambient photoperiod of 161L:8D at the summer solstice and 8L:16D at the winter solstice. Upper panel: the pattern of day length provided by the
lighting program during the experimental pericd. Middle panel: percentage of ewes with ovarian activity in the WF (¢ [n=19]) and R {¢ [n=12]) groups
during the pre-experimental period and Year 1. Note that, in Year 2, the number of intact ewes in each group is lower, because half of the ewes in each
group were OVX at the end of Year 1 (WF, & [n=10] and R, 4 [n=5]). The arrow indicates the beginning of the feeding program. Lower panel: individual
periods of ovarian activity, with each row representing a single animal; periods of ovarian activity are represented by the gray {WF) or black (R} lines.
Horizontal dotted lines separate the animals into their two (Year 1) or four (Year 2) experimental groups, and the time of ovariectomy is indicated by the
arrows. The cross indicates the time of death for one ewe in the R group.

experiment (£ = 0.05). There were also no within-group one ewe, this period did not overlap with the midseason date
differences for the dates of the start, middle, and end of the calculated for the ewes in the R group) before experiencing
period of ovarian activity (P > 0.05). During Year 1, three another ovarian cycle near the winter solstice, and another ewe
ewes in the R group exhibited erratic patterns of cyclicity; two exhibited only one ovarian cycle near the winter solstice (Fig.
ewes had a short and delimited period of ovarian activity (for 3). Additionally, during Year 1, one ewe in the R group did not
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have any ovarian activity, but was retained only in the data set
for Figure 2. During Year 2, all of the ewes showed a clear and
consistent seasonal pattern of ovarian activity (Fig. 3).

It is noteworthy that the anovulatory ewe in the R group
during Year 1 had ovarian activity in Year 2 despite having a
similar median BCS (Year 1, 1.63 = 0.20; Year 2, 1.50 +
0.50; P = 0.05).

The Pattern of IH Secretion During Seasonal Transitions

At 1 mo after ovariectomy, the WF-OVX and R-OVX
groups had circulating concentrations of estradiol that were not
significantly different (1.2 = 0.1 pg/ml and 1.4 = 0.1 pg/ml,
respectively: P = 0.03). The presence of the implants was
regularly confirmed over the period of the experiment, and
none had to be replaced.

There was a difference between groups in the seasonal
pattern of LH sccretion (Fig. 4), with ewes in the WF-OVX
group displaying a longer period of high concentrations of LH
(>1.0 ng/ml) compared with ewes of the R-OVX group (188
+ 10 vs. 132 + 3 days; P << 0.001). This difference was
caused both by a delay in the onset of neuroendocrine activity
(14 August + 6 days vs. 5 September * 3 days; P < 0.01) and
an advance in the end of neuroendocrine activity (19 February
+ 8 days vs. 16 January = 3 days; P << 0.01) in the R-OVX
group. The two groups had indistinguishable midperiod dates
(WF-OVX, 16 November = 4 days and R-OV X, 10 November
+ 2 days: P = 0.05), and there were no differences in
circulating concentrations of LH between groups during the
period of neuroendocrine activity (WF-OVX, 5.1 = 0.2 ng/ml
and R-OVX, 4.5 &= 0.2 ng/ml; P = 0.05). BCS and LW of the
OVX animals were highly correlated (r = 0.94; P < 0.0001).
The beginning and end of the period of neuroendocrine activity
were significantly correlated with BCS (r =—0.62 and r=0.71;
both P << 0.01), but only the end was significantly correlated
with LW (r = 0.76; P < 0.001). There was a significant
comrelation between the dates of the start and end of the period
of neuroendocrine activity {r = —=0.51; P < 0.03).

LH Pulsatility

There was no difference in LH pulsatility between the ewes
in the WF-OVX and R-OVX groups (1.04 = 0.09 pulses/h vs.
0.76 = 0.12 pulses/h; P = 0.05). However, the mean
amplitude of the pulses was higher in the WF-OVX group
(1.9 = 0.1 ng/ml vs. 1.4 = 0.3 ng/ml; P << 0.05), but there was
no significant difference between groups in the nadir
concentration of LH. The mean plasma concentration of LH
was significantly higher in the WF-OVX group (5.2 = 0.4 ng/
ml vs. 4.6 = 0.9 ng/ml; P < 0.001).

The Pattern of LH Secretion after Transfer to SD
Photoperiod

The period of increased neuroendocrine activity induced by
the photoperiodic switch from LD to SD (Fig. 5) was
significantly longer for the WF-OVX ewes compared with
the R-OVX ewes (159 = 7 days vs. 86 = 10 days; P << 0.001).
In the latter group, the onset of neuroendocrine activity after
transfer to SD was significantly delayed (P << 0.0001; Fig. 5),
and its end significantly advanced (203 = 8 days vs. 164 = 7
days; P << 0.01). During the periods of increased neuroendo-
crine activity, the time to midperiod was not different between
groups (WF-OVX, 124 = 4 days and R-OVX, 121 * 4 days;
P > 0.05), and there were no differences in circulating
concentrations of LH between groups (WF-OVX, 4.9 = 0.2
ng/ml and R-OVX, 3.9 = 0.2 ng/ml: P > 0.05). By the end of

the experimental period in Year 3, half of the ewes in the WF-
OVX group did not end their breeding season. Considering that
their plasma LH concentrations were low (=1 ng/ml) and
decreasing, the date of the end of the experimental period in
Year 3 was used as their breeding season end date. One ewe in
the R-OVX group did not have plasma LLH concentrations over
1 ng/ml after transfer to SD photoperiod, and was excluded
from the data set. The onset and the offset of LH secretion,
following pheotoperiodic transition, were significantly correlat-
ed with both BCS (r=—=0.78 and r = 0.70; both P < 0.01) and
LW (r=-0.82 and r = 0.78; both P < 0.001).

Glucose

Year 1. From the start of the feeding program to the end of
the pre-experimental period, the ewes in the WF group had
lower plasma concentrations of glucose compared with ewes in
the R group {(0.55 = 0.01 mg/ml vs. 0.57 = 0.01 mg/ml; P <
0.01). In both groups, the plasma concentrations of glucose
significantly decreased with time (P < 0.05) and there was no
interaction between nutritional status and time on the plasma
concentrations of glucose.

During the experimental period in Year 1, the differences
between groups in plasma concentrations of glucose observed
during the pre-experimental period persisted, and ewes from
the WF group had lower concentrations of plasma glucose
compared to ewes from the R group (£ <0 0.05; Fig. 6A). In
both groups, the plasma concentrations of glucose significantly
increased with time (£ << 0.001); the interaction between
nutritional status and time (P << 0.001) indicates that this
increase was significantly higher for the ewes in the WF group.
During Year 1, concentrations of plasma glucose were not
correlated with either BCS or LW.

Year 2. The ewes in the WF and WF-OVX groups had
higher plasma concentrations of glucose when compared with
the ewes in the R and R-OVX groups (P << 0.05; Fig. 6A).
During this period. the concentrations of plasma glucose did
not differ significantly with ovariectomy, but, in each group,
the plasma concentrations of glucose significantly decreased
with time (P << 0.001), and the interaction between time and
nutritional status (P << 0.001) indicates that this decrease was
higher for the ewes in the R groups. There were significant
interactions with time and the reproductive state of the ewes
(OVX or intact; P < 0.05) and with nutritional status (P <
0.05), indicating that this decrease was higher with ovariecto-
my, but only for the ewes in the WF-OVX group. During Year
2, plasma concentrations of glucose were significantly
correlated with BCS (r =041; P < 0.05) and LW (r = 0.48;
P < 0.01).

Insulin

Year 1. From the start of the feeding program to the end of
the pre-experimental period, there was a trend toward
significance for the ewes in the WF group to have higher
concentrations of plasma insulin when compared with the ewes
in the R group (0.84 = 0.04 ng/ml vs. 0.64 * 0.04 ng/ml; P =
0.06). In both groups, the plasma concentrations of insulin
significantly decreased with time (P < 0.001), but there was no
interaction of time with nutritional siatus.

During the experimental period, the ewes in the WF group
had higher plasma insulin concentrations when compared with
the ewes in the R group (P << 0.05; Fig. 6B). In both groups.
the plasma concentrations of insulin significantly increased
with time (P << 0.001) the interaction between nutritional
status and time (P < 0.01) indicates that this increase was
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FIG. 4. The seasonal pattern of reproductive neuroendocrine activity (LH [ng/ml]) in OVX ewes fitted with estradiol implants from the WF (WF-OVX) and
R {R-OVX) nutritional treatment groups. The ewes were housed in light-controlled rooms that simulated the ambient photoperiod of 16L:8D at the summer
solstice and 8L:16D at the winter solstice during Year 2. Upper panel: the pattern of day length provided by the lighting program during Year 2. Middle
panel: mean = SEM plasma concentrations of LH in ewes from the WF-OVX {01 [n = 9]) and R-OVX (m [n =7]) groups in Year 2 of the experiment. The
arrow indicates the time when LH pulses frequencies were determined. Note that the LH data are plotted on a logarithmic scale. Lower panel: individual
periods of reproductive neurcendocrine activity {i.e, LH = 1 ng/ml), with each row representing a single animal; periods of ovarian activity are
represented by the gray (WF-OVX) or black (R-OVX) lines. Horizontal dotted lines separate the animals into their two experimental groups.
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FIG. 5. The concentrations of LH in the ewes from the WF-OVX and R-OVX groups following the sudden transition from an inhibitory LD photoperiod to
a stimulatory SD photoperiod. Upper panel: the pattern of day length provided by the lighting program during Year 3. Middle panel: mean = SEM plasma
concentrations of LH in ewes from the WF-OVX (D [n=9]} and R-OVX (B [n =7]} groups in Year 2 of the experiment. The arrow indicates the time when
LH pulse frequencies were determined. Note that the LH data are plotted on a logarithmic scale. Lower panel: individual periods of reproductive
neuroendocrine activity (i.e., LH > 1 ng/ml}, with each row representing a single animal; periods of ovarian activity are represented by the gray (WF-OVX)
or black (R-OVX} lines. Horizontal dotted lines separate the animals into their two experimental groups. Note that an ewe in the R group did not respond
to the photoperiod transition, and eventually died (indicated by a cross).

significantly higher for the ewes in the WF group. There were Year 2. The ewes in the WF groups had higher plasma
significant correlations between the plasma concentration of — concentrations of insulin when compared with the ewes in the
insulin and both BCS {r = 0.60) and LW {r = 0.50) (both P < R groups (P <¢ 0.001; Fig. 6B). Surprisingly, there was an
0.01). effect of ovariectomy on the plasma concentrations of insulin
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FIG. 6. The mean + SEM plasma concentrations of zlucose (A} and insulin {B} in Year 1 for the ewes in the WT (white bars [n=19]} and R {black bars [n
=12]} groups and in Year 2 for the ewes in the WF (white bars [n = 10]), WF-OVX {white hatched bars [n=9]}, R (black bars [n= 5]}, and R-OVX {black
hatched bars [n= 7]} groups. All statistical comparisons are with years. *F <2 0.05 and ***F < 0.001.

(P <0 0.05), with the animals of the WI group displaying
higher concentrations when compared with the ammals of the

WEF-OVX group (P < 0.05; Fig. 6B). This effect of

ovariectomy on the plasma concentrations ol msulin, although
following the same trend, was not significant for the R groups
(£ = 0.05). There was a significant effect of time on the plasma
concentrations of insulin (P <2 0.001), and the mteraction
between time and nuintional status (P << (0L001} indicates that
the plasma concentrations of insulin increased, but only in the
ewes in the WF group. Considering reproductive stale (OVX or
intact), there were significant interactions with time (P <
0.001y and nutritional status (P <= 0.01}), indicating that this
increase was lower for the ewes of the WF-OVX group. There
were significant correlations between concentrations of insulin
in plasma and both BCS (r = 0.77) and LW (r = (.78} (both P
<2 0.001).

Year 3. The ewes in the WF-OVX group had higher plasma
concentrations of insulin when compared with the ewes in the
R-OVX group (P < 0.05; Fig. 2C). There was no effect of
time, nor were there any interactions, but there were significant
correlations with BCS (r —00.61; P << 0.05) and LW (r— 0.67;
P < 0.01).

DISCUSSION

This study describes an mieraction between the daily
photoperiod in a tfemperate zone and nutritional status,
estimated from the animals’ BCSs, and its subsequent effect
on the seasonal patterns of ovarian and reproductive neurcen-
docrine activity in a seasonal breed of sheep.

During the first year of this study, we established an ovine
model to investigate the effect of the interaction between
photoperiod and nutritional status on the seasonal pattern of
ovarian activity in the Ile-de-France breed of sheep. This model
confirms most of the previous findings in other breeds of sheep
(Rambouillet [31]; Rasa Aragonesa [32]) and in other seasonal
species, including SD breeders (the doe [15]) and LD breeders
(the mare [14]). Moreover, the model has determined that the
main cffect of nutrition was on seasonal transitions of ovarian
activity, with no effect on the midpoint of the seasons of
ovarian activity and ovarian quiescence. The same experiment,
repeated in the second year of the study, but with only half of
the animals from Year 1, again confirmed these results.

In order to explain the model, our hypothesis was that the
interactions between photoperiodic and nutritional cues were
centrally mediated. Therefore, we went on to assess the effects
of the same nufritional and photoperiodic treatments on the
seasonal pattern of reproductive neuroendocrine activity in the
OVX groups as a reflection of the photoperiod-driven changes
in the activity of the hypothalamo-pituitary axis [33]. The
results of this experiment clearly show similar effects of the
interaction between nutritional and photoperiodic cues at the
level of the activity of the hypothalamo-pituitary axis, and
confirm our hypothesis. Interestingly, in this ovine model of
long-term  diefary restriction, the so-called *‘'gonadotropin-
releasing hormone [GnRHJ-mdependent™ effect ol nutrition
[34] had a minor influence, at best, on seasonal reproductive
patterns.

In sheep, the seasonal changes m LH secretion from the
gonadotroph cells of the anterior pituitary are controlled by
photoperiod-driven changes in the neurosecretory activity of
the GnRH neurons within the hypothalamus [35]. Thus, the
effects of the interaction between photoperiodic and nutritional
cues on the seasonal patterns of LI secretion likely reflect the
upstream legration of these cues with the neurosecretory
activity of the hypothalamic GnRH neurons. The fact that, in
the OVX groups, each ewe had a sustained period of elevated
LH secretion, with similar average concentrations of LH
between nutritional groups, strengthens this suggestion.
However, from these results, we cannot exclude effects
downstream of the GnRH neurones, such as a direct effect of
nutritional cues on the activity of the gonadotroph cells (see
[36] for review).

The reproductive neuroendocrine activity of the OVX
groups was further analyzed by determining the pulse
frequency of LH, a parameter known to reflect the pulsatile
output of GnRH from the hypothalamic GnRH neurons [37].
The results suggest that the site of integration is hypothalamic.
However, in our study, as for similar experiments [38—40], the
conclusion concerning direct effects of nufrition on the
characteristics of LII pulsatility may be biased, because it
was not determined at the same physiological moment in the
annual reproductive cycle for each nutritional group (i.e., the
sampling window was closer to the termination of the active
reproductive neurvendocrne season for the R-OVX group than
it was lor the WE-OVX group}, a factor known to influence the
characteristics of LIT pulsatility [41]. In this regard, the only
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suitable sampling window would have been the middate of the
neuroendocrine active season, but this could not be determined
until afterwards. Thus, the differences between nutritional
groups in the amplitude of the LH pulses and the mean plasma
concentration of LH have to be interpreted cautiously, because
they may account for a direct effect of nufrition, the stage of the
annual reproductive cycle, or both. On the other hand, the
dietary restriction had no effect on LH pulsatility, which argues
for little or no effect of nutritional cues on the expression of
reproductive activities during the breeding season, and its
effects appear to be confined to the seasonal transitions from
the breeding season to anestrus and vice versa.

The comparison of the patterns of reproductive neuroendo-
crine activity between the ewes in the OVX groups, induced by
the shift from LD to SD, confirmed that the effects of
nutritional cues are on the seasonal reproductive mechanisms
that initiate and terminate the breeding season. Indeed, while
for the ewes in the WF-OVX group this pattern was in
accordance with previous studies [17, 18], for the ewes in the
R-OVX group the transitions between the start and the end of
LH secretion were respectively delayed and advanced without
significant effects on the average concentrations of LH or on
the mid-date of the period of reproductive neuroendocrine
activity.

Throughout the study, the overall significant correlations of
BCS with the dates of seasonal reproductive transitions suggest
that the circulating levels of fat-bome signals (e.g.. leptin and/
or adiponectin) are critical factors in the interaction between
nutritional status and photoperiod. As expected, the mean
plasma concentration of insulin, one endocrine mediator of
adiposity [42, 43], was positively associated with the
nutritional status of the animals, and may therefore also have
a significant function in this interaction. The changes in the
plasma concentrations of glucose and insulin reflect the long-
term metabolic adaptations of the ewes in the WF and R groups
to their respective nutritional statuses. These adaptations were
particularly evident in the ewes of the R group, and confirmed
the results of a previous study [44]. Thus, these animals had
higher plasma concentrations of glucose, which increased with
time during Year 1. probably as a consequence of the glucose-
sparing mechanisms developed by ruminants to cope with
nutritional challenges [42]. Indeed, the ewes in the R groups
never were hypoglycemic. On the contrary, most of these ewes
have experienced transient periods of hypoinsulinemia at the
beginning of the experimental period. This was likely the
consequence of the abrupt drop in energy intake and the
subsequent mobilization of adipose tissue observed after the
start of the feeding program that reciprocally favored
gluconeogenesis [42, 45]. Interestingly between Years 1 and
2, despite apparent changes in nutrient signaling pathways, the
seasonal reproductive patterns of the ewes in the WF and R
groups were impacted in the same manner. This probably
reflects the central integration of interactions between the level
of adiposity (which appears to be the strongest signal in our
model) and nutritional plane within a nutritional/metabolic
memory [43, 46]; the latter in turn influences the activity of the
GnRH pulse generator to produce the appropriate neuroendo-
crine response. This metabolic memory is likely involved in the
erratic patterns of ovarian activity observed during Year 1 in
three ewes of the R group (Fig. 3) that experienced a
particularly significant loss of BCS in terms of amplitude,
duration, or absolute value. Moreover, the low nutritional
status of the ewes in the R group did not prevent the
establishment of the breeding season, and had little effect on
the pulsatile pattern of LH secretion. In accordance with a
previous work by Miller et al. [47], it is then likely that

hormones, such as leptin and insulin, ultimately impacted the
functioning of the GnRH pulse generator, but in a photoperiod-
dependent manner. Together, these observations tend to
confirm that the hypothalamus integrates both endogenous
and environmental signals to modulate the effects of metabolic
status on seasonal reproductive activities [46].

Our results confirm the role of nutritional cues as intrinsic
modulators of the photoperiod-driven pattems of seasonal
reproductive activitics [13] and. tentatively, locate the level of
interaction centrally, along the hypothalamic pathway of
integration of the photoperiodic signal. Twe mechanistic
hypotheses may account for our observations. First, nutritional
cues may act upstream in the integrative photoperiodic
pathway (i.e., directly on the circannual rhythm that entrains
the seasonal reproductive transitions [3, 48, 491). Indeed, in
rodents, the restriction of dietary energy can alter the function
of the SCN clock [50]. If such an effect is confirmed in sheep,
considering the putative dependency of circannual rhythms on
the circadian system [51], then nutritional cues may directly
alter the seasonal reproductive transitions. In this case, nutrition
would act mainly as a disruptor of the seasonal breeding
strategy (e.g., the erratic patierns observed in three ewes from
the R group; Fig. 3). However, such alterations in the
circannual reproductive rhythm would probably interfere with
its correct decoding of the photoperiodic signal [52]; however,
interestingly, in our study, the effects of nutrition were
observed at both ends of the breeding season and, overall,
the midpoint of the breeding season was not affected by
nuftrition, nor was the midpoint of anestrus. This indicates that
the phase of the annual reproductive thythm was not modified,
and, as a consequence, the decoding of the photoperiodic eyele
was not altered [4. 49]. The second hypothesis is that nutrition
controls the width of the window of activity around the optimal
period for breeding. In this case, nutritional cues would act on
the integration of photoperiodic cues with GnRH-releasing
neurons, possibly by modulating the threshold of stimulation
necessary to switch the “on-off” mechanisms involved in
seasonal reproductive transitions. In the ewes of the R group,
this threshold would be greater compared with the ewes in the
WEF group: therefore, it would “‘mask” the expression of the
photoperiodic drive until this latter became stronger, yielding a
shorter breeding season centered on the same photoperiodic
moment. One extreme situation would be a threshold so high
that it could not be exceeded by the photoperiodic drive: this
would lead to a complete loss of seasonal reproductive
activities, as observed in one ewe of the R group in Year 1
(Fig. 3).

Potential integrators for metabolic cues involved in seasonal
reproductive transitions in sheep include the Kisspeptin [533, 54]
and thyroid-hormone [35] systems, both of which, in rodents,
are responsive to metabolic cues, as well as the mechanism
regulating the sensitivity of the hypothalamo-pituitary axis to
the negative-feedback action of estradiol that is responsive to
nufrition [56]. This latter mechanism would be independent of
the circulating concentrations of estradiol, because, in our
study, the plasma concentrations of I before (data not shown)
and 1 mo after ovariectomy were not significantly different
between the OVX groups.

In conclusion, nutritional cues interact with the photoperi-
odic cycle to modulate the seasonal patterns of reproductive
activities, and we have determined that this interaction takes
place mainly in central pathways that determine the seasonal
patterns of the neurosecretion of GnRH. Further analyses are
now required to determine whether nutritional cues act as
disruptors of the seasonal reproductive rhythms (hypothesis 1),
or as a final gateway controlling the emergence of the seasonal
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reproductive thythm to restrict breeding activity to an optimal

period of the year (hypothesis 2).
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Il. Caractériser les effets génétiques de l’interaction nutrition /
photopériode chez les ovins: étude comparative des effets du
statut nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction chez
la brebis Mérinos d’Arles

Tel que mentionné dans la revue bibliographique, les effets de la génétique dans le contrdle de
I’expression de la saisonnalité de la reproduction des ovins sont relativement bien établis. Si
les activités de reproduction des races ovines originaires des latitudes intertropicales et
observées leur environnement naturel sont essentiellement dirigées par un ensemble de
facteurs environnementaux ultimes, il n’en demeure pas moins que ces mémes animaux
disposent d’un mécanisme de mesure du temps photopériodique fonctionnel capable
d’interpréter un certain niveau de variations photopériodiques pour entrainer leurs activités de
reproduction vers un rythme saisonnier. Toutefois, pour une latitude donnée, cette
interprétation entraine des profils saisonniers de reproduction moins prononcés en
comparaison de ceux de brebis originaires des zones tempérées. Ce phénomene a composante
génétique représente le « degré de saisonnalité » des especes, plus les races sont originaires de

latitudes ¢élevées et plus ce degré est important.

En revanche relativement peu d’études ont abordé dans des conditions expérimentales
comparables le role du degré de saisonnalité¢ des races ovines dans les effets de 1’interaction
entre facteurs nutritionnel et photopériodique sur ’expression des profils saisonniers de
reproduction. Selon les travaux de Martin ef al. (2002) le moindre degré de saisonnalité des
béliers Mérinos octroie a leur rythme reproductif une plus grande sensibilité¢ aux effets du
statut nutritionnel en comparaison a celui de béliers Suffolk. Ainsi la transmission des effets
de la nutrition chez les béliers Mérinos, probablement via la voie GnRH-indépendante
(Figure 23), permet a leur rythme reproductif d’étre relativement indépendant de la

photopériode pour suivre le rythme des disponibilités alimentaires.

Afin de vérifier le role du degré de saisonnalité (i.e. de la génétique) dans les effets de
I’interaction entre statut nutritionnel et photopériode sur les profils saisonniers de
reproduction des brebis, nous avons entrepris de déterminer les effets d’un faible état
d’engraissement sur I’expression des profils saisonniers d’activit¢ ovarienne de brebis

Meérinos d’Arles. Les traits caractéristiques de cette interaction étaient ensuite comparés a
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ceux de notre étude réalisée chez la brebis Ile-de-France, une race présentant un plus fort

degré de saisonnalité.

Pour cette ¢tude 21 brebis Mérinos d’Arles ont été utilisées. Deux groupes d’animaux ayant
des états d’engraissement contrastés (10 brebis bien nourries vs. 11 brebis restreintes) ont été
obtenus en utilisant un protocole alimentaire similaire a celui de notre précédente étude (cf.
ci-dessus). Les profils saisonniers d’activité ovarienne de ces brebis étaient suivis en fonction
du statut nutritionnel pendant une année sous le régime photopériodique naturel de la station
expérimentale (48°N). Ce suivi réalis¢ chez les brebis Mérinos d’Arles a été réalisé en
paralléle de la seconde année de notre précédente étude. D’une manicre générale nous nous
sommes efforcés de maintenir ces animaux dans des conditions d’élevage (alimentation,

interventions, ...) comparables a cette précédente étude.

1. Résultats

Un faible état d’engraissement a eu pour principal effet une réduction significative (p < 0,001)
de la durée de la saison d’activité ovarienne en comparaison de celle observée chez des brebis
maintenues a un état d’engraissement moyen. Cet effet était imputable a deux tendances
observées chez les brebis restreintes a savoir une entrée en saison d’inactivité ovarienne
précoce (p = 0,09) et une sortie tardive de cette méme saison (p = 0,06) en comparaison des

brebis bien nourries.

A statut nutritionnel comparable, les profils saisonniers d’activit¢ ovarienne des brebis

Meérinos d’Arles étaient moins marqués en comparaison de ceux des Ile-de-France.

2. Conclusion

En dépit du moindre degré de saisonnalité des brebis Mérinos d’Arles, les principaux traits de
I’interaction entre facteurs photopériodique et nutritionnel sur les profils saisonniers d’activité

ovarienne établis chez les brebis Ile-de-France ont été retrouvés dans cette expérimentation.

Cette similitude peut suggérer des modalités d’intégration des effets statiques de la nutrition
sur P’activité saisonniere de 1’axe hypothalamo-hypophyso-gonadique indépendantes du degré
de saisonnalité de la race considérée et par conséquent généralisables a I’ensemble de I’espéce

ovine.
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Abstract

In a previous experiment we established that in temperate zone the nutritional status interacts
with the photoperiodic signal to modulate the seasonal patterns of reproduction in the Ile-de-
France breed of sheep. The present study was conducted in a similar environment to
determine and compare the effects of this interaction on the seasonal patterns of ovarian
activity in a less seasonal breed of sheep, the Merinos d’Arles. Twenty-one Merinos d’Arles
ewes were transferred from a breeding flock located in the south of France (43°N) to our
experimental facility (48°N) and were subjected to a nutritional program designed to achieve
groups with contrasting nutritional statuses (well fed vs. restricted). The ovarian activity was

monitored by determining concentrations of plasma progesterone.

The effect of a low nutritional status was a lengthening of the breeding season (p < 0.001) that
essentially originated from shifts in the timing of reproductive transitions (both p < 0.10). In
fact there was no difference between the groups in the mid-point of the season of ovarian

quiescence.

Despite being less seasonal, in the Merinos d’Arles breed of sheep the effects of the
interaction between the nutritional status and the photoperiod were similar to those from our
previous experiment in the Ile-de-France breed. We conclude that the differences between

breeds in the expression of seasonal patterns of ovarian activity are likely to lie within central
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differences in the sensitivity of the hypothalamo-hypophyseal axis to a given nutritional

status.

Introduction

Most mammals cope with variability of food in the environment by restricting their breeding
activities to defined periods of the year. This adaptive phenomenon often referred as the
seasonality of reproduction, results in the central integration of environmental inputs to drive
reproductive activities. In temperate zones seasonal reproductive patterns are mainly driven
by the photoperiod and other environmental factors merely act as “modulators” of the primary
photoperiodic signal (Malpaux, 2006). However when considering seasonal mammals at low
latitudes or seasonal mammals originating from these latitudes, the driving force of
photoperiod becomes less evident and the role of secondary environmental cues in the control

of reproductive activities is reinforced (Bronson, 1985; Bronson, 1988).

Small ruminants are seasonal breeders in which the main role of photoperiod is to synchronize
an endogenous circannual rhythm of reproduction (Karsch et al., 1989); however a minimum
amplitude of photoperiodic change is required to elicit the seasonal response. As a matter of
fact, breeds from low latitudes display weak seasonality of reproduction in their native
environment but can exhibit more pronounced seasonal patterns of reproduction when
transferred into temperate photoperiodic conditions (Chemineau et al., 2004). In these species
there is a strong effect of genotype (i.e. breed) upon the expression of seasonal reproductive
patterns observed at the same latitude (Hafez, 1952). Since the endogenous circannual rhythm
of reproduction is likely to be similar between breeds (Martin et al., 1999), these breed-
differences in the expression of the seasonality of reproduction probably originate from
differences in the central integration of environmental factors. However the modality of
integration and the interactions among environmental factors in the control of seasonal

reproductive activities according to breed, are not established.

In a recent study we have identified that in a temperate zone (48°N), nutritional status
interacts with photoperiod at a central level to phase-shift both seasonal reproductive
transitions in the Ile-de-France breed of sheep (Menassol et al., 2012). Therefore this study
was conducted to identify the interaction between nutritional status and photoperiod upon the
expression of seasonal reproductive patterns in a less seasonal breed of sheep, the Merinos

d’Arles, in the same environmental conditions i.e. similar nutritional and photoperiodic
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conditions. In order to achieve this, two groups of Merinos d’Arles ewes were maintained in
different metabolic states (i.e. well-fed and restricted) at our experimental station (48°N) and
their patterns of reproductive seasonality were monitored over one breeding and non-breeding

season.
Material and methods

All procedures were approved by the French Agricultural and Scientific Research Agencies
for Animal Ethics and they were all conducted in accordance with EU guidelines for Care and

Use of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching.
General

Twenty-one sexually mature Merinos d’Arles ewes were transferred from the breeding flock
of the domaine du Merle (INRA Montpellier SupAgro) an experimental facility located in the
south of France (43°N), to a semi-open building of our experimental facility (48°N). These
ewes were assigned to two groups balanced for live weight, body condition score and age,
housed in one of two pens from one month before the beginning of the feeding program. Each
pen of 35m2, housed 11 and 10 animals as a single group and the animals were free to interact
with each other. Contacts with rams or their odours (for example on clothing) were rigorously
avoided during the study and social interactions among ewes were limited to ewes of the same

treatment.
Diets and nutritional management

The ewes were weighed (LW) and their body condition score (BCS) recorded regularly at the
beginning of the feeding program. Then, when the target BCS was reached for each group,
BCS and LW were monitored at longer intervals. BCS was determined using a scale of 0
(emaciated) to 5 (grossly obese) (Russel et al., 1969). The feeding system in each room was

designed to provide individual access to feeders.

A pre-experimental period that lasted 24 weeks was used. The first 6 weeks were dedicated to
the acclimatization of the animals (building, feed and feeding system) then during the
following 18 weeks the ewes were fed individual diets designed to produce the two

experimental groups with target median BCSs of 1.5 (restricted group; Rya) and 3.0 (well-fed
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group; WFya). The diet consisted of a single feed made from pelleted dehydrated lucerne,
straw and sugar cane treacle with nutritional values of 0.97 Mcal of net energy and 63.6 g of
metabolizable protein per kilogram of dry matter (DM). The diet was designed using the
INRA recommendations for the growth and maintenance needs of adult, non-pregnant ewes
(INRA, 2010). The quantity of the diet offered was adjusted to the mean LW of the animals in
each room. The ewes of the Rya group were fed at 65 % of their energy maintenance needs
(0.92 kg of feed per animal), which corresponded to an average daily intake of 0.61 Mcal of
net energy and 53.0 g of metabolizable protein and the ewes in the WFya group were fed at
120 % of their energy maintenance needs (1.69 kg of feed per animal), which corresponded to

an average daily intake of 1.39 Mcal of net energy and 91.4 g of metabolizable protein.

Once the target BCSs were reached, the experimental period began and the groups were fed
the diet at a level designed to maintain the desired nutritional status of the animals over a long
period. For the Rya group, the diet provided on average, 90 % of the animals maintenance
needs for energy as determined at the end of the pre-experimental period (0.94 kg of feed per
animal), that is to say a daily intake of 0.94 Mcal of net energy and 61.7 g of metabolizable
protein. For the WFy4 group, the maintenance diet provided on average, 120 % of the animals
maintenance needs for energy as determined at the end of the pre-experimental period (1.46
kg of feed per animal), corresponding to a daily intake of 1.46 Mcal of net energy and 95.9 g
of metabolizable protein. The diet was consistently readjusted to maintain the desired median
BCS of the group, for example, during winter, feed intake was increased to account for low
temperatures (INRA, 2010) Feed was offered once a day, in the morning, and ewes had free

access to water and mineral licks to provide essential micro-nutrients.
Experimental design

Ovarian activity was monitored in ewes from the WFya (n = 10) and Rya (n = 11) groups by
determining the concentration of progesterone in samples of jugular venous blood collected

twice a week for the duration of the study (1 year and 3 months).
Blood sampling and assays

Blood samples (3 mL) taken by jugular venepuncture, were used to determine the
concentrations of progesterone. They were always collected before feeding and placed in

heparinised tubes (Sodium Heparin 17 IU/mL; Vacutainer®, Becton Dickinson and
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Company, Franklin Lakes, USA). After sampling, the plasma was separated by centrifugation
(3700g for 30min at 4°C) and stored at -20°C.

Ovarian activity was monitored by following the pattern of progesterone concentration in
jugular venous plasma. Progesterone was assayed in single replicates of 10 uL of plasma
using a double antibody enzyme-linked immunosorbent immunoassay (ELISA) (Canepa et
al., 2008). The sensitivity of the assay was 0.25 £ 0.11 ng/mL (19 assays), the intra-assay

coefficient of variation was between 3 and 9 % (19 assays) and inter-assay CV was 6 %.
Method used to calculate end points of ovarian activity

For each ewe we calculated the date of the end and start of the breeding season as well as the
duration of the non-breeding season and its mid-point. An animal was considered as cycling
whenever the plasma concentration of progesterone was above 1 ng/mL in at least two
consecutive samples. Using these data, the period of anovulation was calculated for each
animal, as the time elapsed between the end of ovarian cyclicity and the first plasma sample
with a concentration of progesterone above 1 ng/mL and that was followed by at least 4
consecutive samples in which the concentration of plasma progesterone was above 1 ng/mL.
Using these criteria two animals in the WFya group did not experience a cessation in ovarian
activity; therefore a threshold of 50 % of cycling animals within each group was used to

determine the dates of end and start of the breeding season.
Statistical analysis

Data are presented as the means =+ the standard error of the means (SEM) except for BCS
data, which are presented as medians =+ inter-quartile ranges. All analyses were performed
using the statistical analysis software SPSS (SPSS Inc., IBM Company Headquarters, Illinois,
USA). Correlations between variables were measured using the Pearson’s correlation and
presented as the Pearson product-moment correlation coefficient (r). Data were analysed
using either a one-way or a two-way ANOVA. Differences or correlations were regarded as

significant at p < 0.05.
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Results

Body Condition Score and Weight

At the start of the pre-experimental period, the WFya group had a median BCS of 2.83 + 0.44
and an average LW of 56.8 = 1.9 kg while the Rya group had a median BCS of 2.67 + 0.25
and an average LW of 58.1 £ 1.6 kg, these differences were not significant (Figure 1).

At the end of the pre-experimental period, after 4 months of nutritional management, groups
had achieved markedly and significantly different nutritional states with median BCSs of 2.81
+ 0.34 and 1.88 = 0.25 (p < 0.001) and mean LWs of 61.2 + 1.9 kg and 49.8 + 1.9 kg (p <
0.001) for the WFya and Rya groups respectively (Figure 1). During this period there was a
significant effect of time (p < 0.001) and a significant interaction between time and nutritional

group (p <0.001) on both LW and BCS (Figure 1).

During the experimental period, median BCSs were 3.03 + 0.27 and 1.68 + 0.35 (p < 0.001)
for the WFyva and Rya groups respectively while average LWs were 60.4 = 1.1 kg for the
WFua group and 51.7 £+ 1.0 kg for the Ryia group (p < 0.001; Figure 1). During this period
there was a significant effect of time on both LW and BCS in each group (both p < 0.01) but

there was no interaction between time and nutritional group.
Seasonal ovarian activity

The duration of ovarian inactivity (Figure 2) was significantly reduced for the WFya ewes
compared to Ry ewes (81 £ 18 vs. 159 + 18 days; p < 0.001). This difference was caused by
a trend toward significance for both a delayed onset of the anoestrus season (15-Apr + 12 d
vs. 09-Mar £ 13 d; p = 0.09) and an earlier beginning of the breeding season (16-Aug + 8 d;
R: 24-Sep £4 d; p = 0.06). The two groups had indistinguishable mid-anoestrus dates (WFya:
04-Jun £+ 5 d and Rya: 28-May + 7 d; p > 0.05). During both seasonal transitions, in the ewes
of the Rma group the proportion cycling was lower than in the WFya group (end: 9/10 vs.
5/11, start: 9/9 vs. 6/11; both p <0.05).

Only the resumption of ovarian activity was significantly correlated with BCS, r =-0.55 (p <

0.05) and LW, r =-0.47 (p < 0.05). There was a significant correlation between BCS and LW,
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r=10.73 (p <0.001), and between the dates of end and resumption of ovarian activity, r = -

0.50 (p < 0.05).

Discussion

This study establishes that nutritional status and photoperiod interact to modulate the length
of the breeding season in the less seasonal Merinos d’Arles breed of sheep and that this
interaction mainly impacted the timing of both seasonal reproductive transitions. As a result
the season of ovarian inactivity for the ewes in the Rya group was 78 days longer on average
in comparison with the ewes in the WFy5 group; as a consequence there was a corresponding
shortening of the season of ovarian activity in the ewes of the Rya group. There were no
differences between nutritional groups in the time of the mid-point of the season of ovarian
quiescence and therefore on the mid-point of the season of ovarian activity. With a short
period of ovarian inactivity close to 3 months on average, and with 20% of the ewes not
experiencing any period of anovulation, the seasonal pattern of ovarian activity in the WFya

group is in agreement with previous studies (Chanvallon et al., 2011).

Strikingly, these results can be compared to those of our previous study conducted during the
same year in a similar nutritional and photoperiodic environment in the Ile-de-France breed of
sheep (Menassol et al., 2012). While this latter breed exhibited more pronounced patterns of
ovarian activity, the effect of a low nutritional status on these patterns were very similar
between breeds. This suggests that the nutritional and photoperiodic factors interacted in a
same manner independently of the breed to modulate the seasonal patterns of reproduction. In
fact if we consider that the endogenous reproductive rhythm is independent of breed and that
photoperiod is transduced into a common melatonin signal (Martin et al., 1999), then one can
hypothesize that these differences between breeds originate from differences in the central
interpretation of nutritional and metabolic cues related to a given nutritional status. Therefore
the results of both experiments indicate that nutritional status may act by defining a threshold
that is breed-dependent for the expression of the photoperiodic-driven rhythm of reproduction

in sheep.

This interpretation is not inconsistent with the conclusions of a previous study that dealt with
the comparison of the effects of an annual cycle in food supply on the seasonal patterns of
gonadal activity in two breeds of ram (Martin et al., 2002). In this latter study the authors
have highlighted the involvement of GnRH-independent pathways that could be essential to
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the control of seasonal reproductive activities in less seasonal breeds of ram. In fact when the
animals are exposed to annual variations in the food supply they are confronted by the
dynamic influences of nutrition upon reproductive activities which are known to directly alter
the gonadal environment (Scaramuzzi et al., 2006). However by maintaining the animals at a
given body condition score throughout the study, our experiment mainly with the static
influence of nutrition on reproductive activities that is centrally-mediated (Blache et al., 2006;
Menassol et al., 2012). It is then probable that the main effects of the static and dynamic
influences of nutrition on the seasonal patterns of gonadal activity are mediated through

different pathways in sheep.
Conclusion

To conclude the photoperiod and nutritional status interacted to modulate the length of the
breeding season in ewes of the Merinos d’Arles breed. When the results of this study are
compared to those of our previous experiment (Menassol ef al., 2012), it appears on one hand
that the physiological mechanisms controlling the depth of anestrus are likely not to interfere
in this interaction and its effects on the seasonal reproductive patterns in sheep. On the other
hand it seems that these species differ in the interpretation of a given nutritional state that
would act to define a threshold dependent on breed, for the expression of the photoperiod-
driven rhythm of reproduction. In the Merinos d’Arles ewe, further analyses are required to

assess whether these effects of nutritional status are integrated mainly at a central level.
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Figure 1 The patterns of live weight (LW) and body condition score (BCS) in the ewes
of the well fed (WFya - ¢; n = 10) and restricted (Rya - ¢; n = 11) groups, housed in a semi-
open building (48°N). Upper panel: Mean + SEM live weight. Lower panel: Median +
interquartile range of body condition score. The LW and BCS for the experimental period are
representatives of four measurement points. The arrow indicates the beginning of the feeding

program. The x-axis indicates sidereal months.
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Figure 2 The seasonal pattern of ovarian activity in well fed (Wya) and restricted (Rya)

groups of ewes over the experimental period, ewes were housed in a semi-open building and
experienced the natural photoperiod. Upper panel: The pattern of day length experienced at
the experimental station (48°N). Middle panel: Percentage of ewes with ovarian activity in the
WFua (0; n = 10) and Rya (¢; n = 11) groups during the experimental period. The arrow

indicates the end of the feeding program. Lower panel: Individual periods of ovarian activity.
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Each row represents a single animal and nutritional groups are identified by the grey (WFya)

or black (Rya) lines. The cross indicates the time of death for one ewe in the Rya group.
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Deuxieme partie

Un effet de la nutrition en amont de la voie

d’intégration du signal photopériodique ?

La premicre partie du manuscrit nous a permis de caractériser les effets de I’interaction entre
statut nutritionnel et photopériode sur les profils saisonniers de reproduction des ovins ainsi
que d’identifier le niveau central en tant que site privilégié pour ces interactions. Le long de la
voie d’intégration du signal photopériodique sont ainsi envisageables différents niveaux pour
ces interactions, de la perception du signal lumineux a la libération hypophysaire de LH

(Figure 25), c’est-a-dire au niveau de :
1) la transduction du signal photopériodique
1) I’intégration du signal mélatoninergique
1i1) le fonctionnement du ou des mécanisme(s) de mesure du temps photopériodique
v) I’activité de I’hypophyse.

Notre approche expérimentale s’est focalisée sur 1’étude des effets du statut nutritionnel en
amont de la voie d’intégration du signal photopériodique, plus précisément sur le
fonctionnement de 1’horloge circadienne principale impliquée dans [’entrainement de

I’activité sécrétoire de la glande pinéale.

Ce choix se justifiait notamment en considérant les travaux réalisés chez les rongeurs et
identifiant le réle majeur d’une restriction calorique dans la synchronisation du rythme généré

par les noyaux suprachiasmatiques (pour revue cf. Mendoza, 2007).

Différentes expérimentations ont ainsi ét¢ menées, chacune observant le fonctionnement de
I’horloge des NSC via le suivi du rythme de sécrétion endogeéne de mélatonine (Matthews et
al., 1992). Ces expérimentations ont été regroupées en deux parties en fonction de leurs
objectifs. Ainsi les expérimentations regroupées dans la premiére partie avaient pour objectif

I’identification des effets de I’état d’engraissement des animaux (tels que décrit ci-dessus)
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tandis que 1’expérimentation présentée en seconde partie avait pour objectif la détermination

de I’implication de la voie AMPK dans la transmission des effets du statut nutritionnel.

Notre hypothése de travail était que la perturbation de 1’horloge circadienne des NSC pouvait
en partie transmettre les effets du statut nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction
des ovins. Cette implication pourrait étre directe via des perturbations de la génération du
rythme de sécrétion de mélatonine et/ou indirecte via des perturbations des horloges

circadiennes périphériques impliquées dans 1’interprétation du signal mélatoninergique.

I. ldentifier 'influence du statut nutritionnel sur I'activité des NSC

Le suivi du rythme endogene de sécrétion de mélatonine en fonction du statut nutritionnel a

été réalisé au cours de deux expérimentations distinctes.

La premiére a utilisé 16 (8 brebis bien nourries vs. 8 brebis restreintes) des 31 brebis Ile-de-
France engagées dans un protocole déja présenté (cf. ci-dessus). Au cours de ce dernier et a
trois occasions, c’est-a-dire aux solstices d’été (17-Juin) et d’hiver (20-Décembre) de la
premicre année puis au solstice d’été (08-Juillet) de la seconde année de suivi du rythme
reproductif, le rythme de sécrétion de mélatonine était suivi chez ces animaux pendant 24
heures en conditions photopériodiques ambiantes puis pendant 24 heures en obscurité
constante le lendemain. Les objectifs de cette expérimentation étaient d’observer d’éventuels
effets du statut nutritionnel associés avec une modulation des profils saisonniers de

reproduction :

1) Sur les parameétres du rythme journalier de sécrétion de mélatonine c’est-a-dire sur

la traduction du signal photopériodique.

i) Sur les paramétres du rythme endogéne de sécrétion de mélatonine c’est-a-dire sur

I’interprétation du signal photopériodique.

La seconde expérimentation concernait 10 brebis Ile-de-France placées sous un régime
photopériodique neutre (12h:12h). Au cours d’une premiere partie les brebis étaient toutes
maintenues a un état d’engraissement moyen. Le rythme endogene de sécrétion de mélatonine
¢tait alors suivi de fagcon continue pendant 72 heures en obscurité constante. Pour sa seconde
partie la moitié des animaux était placée a un faible état d’engraissement selon le protocole

alimentaire décrit ci-dessus. Le rythme endogeéne de sécrétion de mélatonine était de nouveau
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suivi selon un protocole expérimental similaire a celui de la premicre partie. Les objectifs de

cette seconde expérimentation étaient :

1) Identifier les effets propres au statut nutritionnel en suivant le rythme de sécrétion

de mélatonine avant et apres restriction alimentaire.

i1) Observer avec une bonne précision les éventuels effets du statut nutritionnel sur la

période du rythme endogéne de sécrétion de mélatonine.

1i1) Confirmer les résultats de la premicre expérimentation.

1. Résultats

La premicre expérimentation n’a pas permis de mettre en évidence un effet répétable du statut
nutritionnel sur les moments de fin et de reprise du rythme journalier et endogene de sécrétion
de mélatonine. En revanche les concentrations plasmatiques de mélatonine apparaissaient
comme étant systématiquement plus faibles chez les brebis maintenues a un faible état
d’engraissement en comparaison de celles des brebis maintenues a un état d’engraissement

moyen (Figure 27).

Quant aux résultats de la seconde expérimentation, ils ne démontrent pas d’effet net de la
chute de 1’état d’engraissement (p > 0,05) ou d’un faible état d’engraissement (p = 0,10) sur la
période du rythme endogéne de sécrétion de mélatonine. En revanche 1’état d’engraissement
influence significativement I’amplitude du rythme endogene de sécrétion de mélatonine (p <
0,05), chez les brebis restreintes ce parametre est plus faible en comparaison de celui des

brebis bien nourries.

2. Conclusion

Les résultats de ces deux expérimentations sont concordants en identifiant un effet de 1’état
d’engraissement des brebis sur les concentrations plasmatiques nocturnes de mélatonine ou
sur I’amplitude du rythme endogéne de sécrétion de mélatonine. Ce parametre n’est
vraisemblablement pas sous le controle direct de 1’horloge circadienne des NSC et

impliquerait des perturbations de I’activité métabolique de la glande pinéale.

L’absence d’effets de I’état d’engraissement sur les moments de transitions entre périodes de

sécrétion ou d’absence de sécrétion de la mélatonine ou sur la période du rythme endogéne de
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sécrétion de mélatonine semble également écarter tout effet de la nutrition sur D’activité

circadienne des NSC.

Reste a déterminer cette perturbation dans I’interprétation du signal photopériodique en
fonction de 1’état d’engraissement peut jouer un role fonctionnel dans la transmission des

effets modulateurs de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction des ovins.
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Figure 27  Concentrations plasmatiques moyennes (+ sem) de mélatonine chez 16 brebis
fle-de-France (8 bien nourries en bleu et 8 restreintes en rouges) suivies pendant 24 heures en
rythme L:D ambiant (barres pleines) puis le lendemain en obscurité constante (barres
hachurées) a différents moments de 1’expérimentation présentée en Premicre partie — Article

1.*:p<0,05.
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Abstract

In sheep, nutrition interacts with the photoperiod to modulate seasonal reproductive patterns.
Similarly, studies in rodents suggest that the master circadian pacemaker located in the
suprachiasmatic nucleus is a putative site of integration of nutritional cues. Since the SCN
clock drives the secretion of melatonin we investigated whether a dietary restriction could
alter daily and circadian (monitored before and after feeding restriction) patterns of melatonin

secretion, monitored over 24 and 72 hrs respectively, in the Ile-de-France sheep.

The circadian rhythm of melatonin had a mean period close to 23 hrs which confirmed
previous studies in sheep. The timing of transitions in melatonin secretion under daily
light/dark regimes was not modified by nutrition. Concerning the period of the endogenous
rhythm of melatonin secretion, the ewes that experienced dietary restriction tended (p < 0.10)
to have a longer period (i.e. close to 24 hrs) in comparison with the ewes in the control group.
However, this period was not different when compared before and after feeding restriction.
Both daily and circadian rhythms of melatonin secretion had their amplitude modulated by

nutrition (ps < 0.05).

Taken together these results indicate that in sheep the daily and circadian rhythms of

melatonin secretion integrate nutritional information. This effect is seen mainly as an effect
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on the amplitude of the rhythm. Underlying mechanisms and eventual downstream effects are

discussed in this paper.

Introduction

In seasonal breeding species reproductive patterns are the result of the central integration of
environmental factors that shape the expression of a circannual reproductive rhythm
(Malpaux, 2006). Amongst these factors the photoperiodic cycle is the main synchroniser of
the circannual rhythm and exerts its effects on the hypothalamo-hypophyseal axis through the
annual variations in the diurnal rhythm of melatonin secretion by the pineal gland (Arendt,
1986; Malpaux et al., 1996). Other factors are considered as secondary cues that act as
modulators of the primary photoperiodic signal (Rosa et Bryant, 2003). Indeed in a previous
study (Menassol ef al., 2012) we have shown that nutritional cues are potent signals that
interact with the photoperiodic signal at a central level to alter the timing of the seasonal

reproductive transitions.

Nutritional cues are integrated potentially at various levels along the photoperiodic pathway
involved in the entrainment of the circannual thythm of reproduction; one of these putative
sites is the circadian clock. Located upstream in the integration of the photoperiodic signal,
the circadian clock has a central role by driving both pineal activity (Lincoln et al., 1985) and
decoding the melatonin signal in the pars tuberalis (Dardente et al., 2010). In this regard, it is
of interest that several pieces of evidence indicate that in mammals the circadian system is
sensitive to nutrition (Bass et Takahashi, 2010) and particularly in mice where most studies
have been undertaken (Challet ef al., 2003; Kohsaka et al., 2007; Mendoza, 2007). Therefore
we hypothesized that similar alterations in the circadian system exist in sheep to explain the

observed shifts in seasonal reproductive transitions caused by nutrition.

In order to test this hypothesis we performed continuous and precise monitoring of the
melatonin rhythm over three consecutive days in constant darkness before and after feeding
restriction in ewes of the Ile-de-France breed. In fact under conditions of constant darkness
the activity of the pineal gland is the sole expression of the endogenous drive from the master
circadian pacemaker located in the suprachiasmatic nucleus of the anterior hypothalamus
(Lincoln et al., 1985). Thus any effect of nutritional treatment on the master circadian

pacemaker would result in alterations of the circadian rhythm of melatonin secretion.
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Moreover, during an already published study (Menassol ef al., 2012) we monitored the 24h
rhythm of melatonin secretion under a normal light/dark cycle in two groups of ewes with
different nutritional statuses. This pre-experiment was conducted to assess whether nutrition
could alter daily melatonin rhythm in association with the modulation of the seasonal

reproductive patterns in sheep.

Material and methods

All procedures were approved by the French Agricultural and Scientific Research Agencies
for Animal Ethics and they were all conducted in accordance with EU guidelines for Care and

Use of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching.

General

The pre-experiment was conducted on thirty-one Ile-de-France ewes used in a previous
experiment (Menassol et al., 2012). This pre-experiment was conducted over 24 hrs at the
summer solstice during the second year of a nutritional regime that maintained the animals in
two nutritionally-different groups. Animals were housed in groups of 5 to 9 animals
maintained in four light-control rooms of 21 m2. The lighting program mimicked the local
ambient photoperiod (48°N) and was operated by fluorescent lighting that provided at least
300 lux at head level and total darkness at night.

In the main experiment ten sexually mature Ile-de-France ewes, from the INRA breeding
flock were assigned to two groups balanced for live weight, body condition score, age and
night-time plasma concentrations of melatonin. In mid-February (i.e. increasing short days
and at the end of the breeding season for this breed (Menassol ef al., 2012)) animals were
transferred from outdoor into a light-control room. Animals were housed in individual pens of
0.9 m2 under 12/12 light/dark (L:D) conditions. Contacts with rams or their odours (for
example on clothing) were rigorously avoided during the study and social interactions among
ewes were limited to ewes of the same treatment group because social interactions are known

to modify the seasonal patterns of reproduction (Martin et al., 2004).
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Diets and nutritional management

The ewes were weighed (LW) and their body condition score (BCS) recorded regularly; BCS
was determined using a scale of 0 (emaciated) to 5 (grossly obese) (Russel et al., 1969). From
mid-February to the end of March (period 1) the ewes were fed individual diets designed to
maintain their BCS at 3.0 for each group. At the beginning of April (period 2) diets were re-
designed to achieve different nutritional statuses between the two groups with target median
BCSs of 1.75 (restricted group; WF-R) and 3.0 (well-fed group; WF-WF). For each period the
diet consisted of a single feed made from pelleted dehydrated lucerne, straw and sugar cane
treacle with nutritional values of 0.97 Mcal of net energy and 63.6 g of metabolizable protein
per kilogram of dry matter (DM). The diet was designed using the INRA recommendations
for the growth and maintenance needs of adult, non-pregnant ewes (INRA, 2010). The
quantity of the diet offered was adjusted to the mean LW of the animals in each group.
Therefore, during period I the ewes were fed at 100-110 % of their energy maintenance needs
(1.40 £ 0.07 kg of feed per animal), which corresponded to an average daily intake of 1.12 +
0.03 Mcal of net energy and 74.3 £ 1.7 g of metabolizable protein. During period 2 the
quantities offered were unchanged for the ewes in the WF-WF group and the ewes of the WF-
R group were fed at 40 % of their energy maintenance needs (0.53 kg of feed per animal),
which corresponded to an average daily intake of 0.44 Mcal of net energy and 28.8 g of
metabolizable protein. The diet for the ewes in the WF-R group was designed to have a
minimum effect on protein requirements. Feed was offered once a day, in the morning, and

ewes had free access to water and mineral licks to provide essential micro-nutrients.

Experimental design

Pre-experiment

The pattern of melatonin secretion was monitored in ewes from well-fed (WFpe; n = 19) and
restricted (Rpe; n = 12) groups by determining the concentration of melatonin in samples of
jugular venous blood collected hourly for 24 hrs (from 04:45 to 04:45 the next day) when the

ewes were experiencing long-days (16:8 L:D cycle).
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Period 1 and Period 2

Ovarian activity was monitored in ewes from the WF-WF (n =5) and WF-R (n = 5) groups by
determining the concentration of progesterone in samples of jugular venous blood collected
twice a week for the duration of the study. Glucose concentrations were monitored by
determining the concentration of glucose in an additional sample of jugular venous blood

collected weekly immediately before feeding.

The endogenous rhythm of melatonin secretion was monitored before (16th-19th March in
period 1) and after (19th-22nd July in period 2) feeding restriction in ewes from WF-WF (n =
5) and WF-R (n = 5) groups by determining the concentration of melatonin in samples of
jugular venous blood collected for 72 hrs in constant darkness. For these two periods the
sampling procedure was similar. The day before, each ewe was fitted with an indwelling
catheter (1.19 mm i.d., 1.70 mm o.d.; Dutscher, Brumath, France) in each jugular vein.
Thereby each jugular was connected to a peristaltic pump (Dutscher, Brumath, France) that
was used to sample blood (right jugular) or infuse a saline solution (left jugular), the
sampling/infusion flow was set to 8.1 mL/h. Heparin sodium (Sanofi-Aventis, Paris, France)
was used to prevent blood coagulation in the catheters as a bolus (15,000 IU) delivered prior
sampling and as a continuous infusion of 10,000 IU/h added to the saline solution (adapted
from (Zarazaga et al., 2010)). High levels of circulating heparin and surgical complications at
the time of catheter implantation caused the formation of oedema at the level of the jugular in
two ewes of the WF-WF group (one per sampling period) that eventually died at the end of
the sampling period. The sheep that died during the first period was immediately replaced.

Blood sampling and assays

Pre-experiment

The blood (2.5 mL) was collected via an indwelling jugular catheter, placed in tubes
containing 100 IU heparin and the plasma was separated by centrifugation (3700 g, 20 min, 4
°C) and stored at - 20 °C.
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Period 1 and Period 2

Blood samples (3 mL) taken by jugular venipuncture were used to determine the
concentrations of progesterone and glucose. They were always collected before feeding and
placed in heparinised tubes to monitor progesterone (Sodium Heparin 17 IU/mL;
Vacutainer®, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA) and in tubes containing
inhibitors of glycolysis to monitor glucose (Sodium Fluoride 2.5 mg/mL and Potassium
Oxalate 2 mg/mL; Vacutainer®, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes, USA);
these samples were managed as described above. For periods of continuous blood sampling,
each sample corresponded to 20 min of collection (2.7 mL). After collection, the blood was
placed in tubes containing 100 IU of heparin; these samples were managed as described

above.

Progesterone

Progesterone was assayed singly in 10 pL of plasma using a double antibody enzyme-linked
immunosorbent immunoassay (ELISA) (Canepa et al., 2008). The sensitivity of the assay

averaged 0.25 + 0.08 ng/mL and the intra-assay coefficient of variation (CV) was 7 %.

Glucose

Glucose levels were determined singly in 50 uL of plasma using a standard glucose enzymatic
assay kit (GAGO20; Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France). The sensitivity of the
assay averaged 0.020 + 0.005 mg/mL and the intra-assay CV was 2.8 %.

Melatonin

Melatonin was assayed using a radioimmunoassay (RIA) described by Fraser et al. [20], with
an antibody raised by Tillet et al. [21]. The assay sensitivity was 4 pg/mL, the intra-assay CV
ranged between 4-11 % and the inter-assay CV was 7 % (5 assays).
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Methods used to calculate end points

Ovarian activity

An animal was considered cyclic if the plasma concentration of progesterone was above 1
ng/mL in at least two consecutive samples suggesting the presence of a functional corpus

luteum.
Melatonin rhythm

The endogenous rhythm of melatonin secretion was characterized by fitting the log-

transformed values of plasma melatonin concentrations to the sinusoidal function:

y = yo+asin(2nx +~b +c)

(133

In this function “y” is the log-transformed value of plasma melatonin concentrations (pg/mL)
at time “x” (min), “y,” the mean plasma concentration of melatonin, “a” the amplitude, “b”
the period and “c” the phase. These parameters were estimated by a non-linear regression
using the SigmaPlot software (Systat Software Inc., Cranes Software International Ltd.,
Illinois, USA). To determine the periods of melatonin secretion melatonin profiles were

analysed using the method of Malpaux et al. (Malpaux et al., 1988b).
Statistical analyses

Data are presented as the means + the standard error of the means (SEM) except for BCS
data, which are presented as medians =+ inter-quartile ranges. All analyses were performed
using the statistical analysis software SPSS (SPSS Inc., IBM Company Headquarters, Illinois,
USA). Data were analysed using either a one-way or a two-way ANOVA. Data that were not
normally distributed were analysed using the non-parametric Kruskal-Wallis ANOVA
followed by the Mann-Whitney U-test for paired comparisons. Differences were regarded as

significant at p < 0.05.
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Results

Body Condition Score and Weight

Pre-experiment

At the summer solstice the ewes in the WFpe group had higher median BCS and mean LW in
comparison with the ewes in the Rpe group (BCS: 2.83 £ 0.50 vs. 1.92 + 0.23 and LW: 69.6 +
1.6 kg vs. 52.7 + 1.7 kg; ps <0.001).

Period 1 and Period 2

In period 1, during the monitoring of the endogenous rhythm of melatonin secretion the ewes
in the WF-WF and WF-R groups had similar median BCSs (3.25 £+ 0.38 vs. 3.25 £ 0.50
respectively; p > 0.05) and mean LWs (54.0 + 2.3 kg vs. 49.0 &+ 2.7 kg respectively; p > 0.05).
After dietary restriction, during the monitoring of the endogenous rhythm of melatonin
secretion in period 2 the ewes in the WF-R group had lower median BCS (2.88 + 0.25 vs.
1.88 £0.31; p <0.001) and mean LW (59.2 + 1.7 kg vs. 44.2 £ 1.8 kg; p < 0.001). Therefore
during the experimental period there was a significant effect of nutritional status on both BCS
and LW (p <0.01 and p < 0.05 respectively), a significant interaction between nutritional
status and time for both BCS and LW (ps < 0.001) and a significant effect of time on BCS (p
<0.001) (Figure 1).

Ovarian activity

At the beginning of the experiment there were no differences in ovarian activity between
groups as the animals had already entered anoestrus except one ewe in the WF-WF group
(ewe 82180) that experienced ovarian cycles until the end of period 1. At the end of period 2,
before the second monitoring of the endogenous rhythm of melatonin secretion, there was a
resumption of ovarian activity in 4 ewes of the WF-WF group and 2 ewes of the WF-R group
(80 % vs. 40 % respectively).
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Glucose

During the experiment there were no differences in plasma concentrations of fasting glucose
between groups (WF-WF: 0.60 = 0.01 mg/mL and WF-R: 0.59 + 0.01 mg/mL; p > 0.05),
there was a significant effect of time in each group (p < 0.001) but there was no interaction

between the nutritional groups and time on the plasma concentrations of glucose.

Melatonin secretion

Pre-experiment

The ewes in the Rpe group had significantly lower night-time plasma concentrations of
melatonin in comparison with the ewes in the WFpe group (153.51 + 27.08 pg/mL vs. 78.35 +
13.44 pg/mL; p <0.05) (Figure 2). There were no differences between groups in the timing of
the end and re-start of melatonin secretion and both were closely related to lighting transitions

(data not shown).

Period 1 and Period 2

The sinusoidal function suited the mathematical modelling of the endogenous rhythm of
melatonin secretion in the ewes of both nutritional groups (Figure 3A and 3B). Three phases
of secretion were seen in each ewe over the 72 hrs monitoring, with some ewes (82180,
82244, 82037 and 82211) experiencing an additional short period of melatonin secretion
between phases 2 and 3 (Figure 3A and 3B). Finally the period of this rhythm was different
for each ewe indicating that it was not synchronised by any environmental cue and was the

expression of the endogenous circadian control over pineal activity.

Period 1

During Period 1 there were no differences in the period of the endogenous rhythm of
melatonin secretion between nutritional groups (WF-WF: 22.69 + 0.40 h and WF-R: 23.23 +
0.19 h; p > 0.05) (Figure 3A and 3B). Likewise during periods of secretion there were no
differences in the night-time plasma concentrations of melatonin between nutritional groups

(WF-WF: 168.29 + 61.22 pg/mL and WF-R: 142.81 + 41.06 pg/mL; p > 0.05) (Table 1).
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Period 2

During Period 2 there was only a trend toward significance for the ewes in the WF-R group to
have a longer period for their endogenous rhythm of melatonin secretion (22.75 + 0.30 h vs.
23.58 + 0.20 h; p = 0.10) (Figure 3A and 3B). During periods of secretion, the plasma
concentrations of melatonin were lower for the ewes in the WF-R group (157.87 + 37.04

pg/mL vs. 76.62 + 21.16 pg/mL; p <0.05) (Table 1).

Period 1 vs. Period 2

Comparing the endogenous rhythm of melatonin secretion in period I and period 2 there were
no differences in the period of this rhythm for both WF-WF and WF-groups (Figure 3A and
3B). In the ewes of the WF-R group only one animal (ewe 82211) had a shorter period of its
endogenous rhythm of melatonin secretion after feeding restriction (23.76 h vs. 22.79 h).
During periods of secretion, the plasma concentrations of melatonin were similar for the ewes
in the WF-WF group (Tablel). However the plasma concentrations of melatonin were lower

in period 2 for the ewes in the WF-R group (p < 0.05) (Figure 4).

Discussion

The present results establish that nutrition altered the daily light/dark and endogenous
rhythms of melatonin secretion in the Ile-de-France sheep. More precisely, nutrition affected
the amplitude of this rthythm while having little or no effect on its period. Any effect of
nutrition on one of these two main features of the rhythm ultimately corresponds to an
alteration in pineal activity; however the underlying mechanisms and their downstream effects
are distinct according to which feature is altered. On one hand any effect on the period
underlies alterations in the circadian system and potential effects on the transmission of the
photoperiodic information (Dardente et al., 2010). On the other hand the integration of
nutritional cues on the amplitude of this rhythm and resulting conflicts with the photoperiodic

signal are yet to be determined.

In regard with previous studies in sheep (Almeida et Lincoln, 1982; Ebling et al., 1988;
Maeda et Lincoln, 1990) this study provides a more detailed conceptual analysis of the
circadian rhythm of melatonin secretion; it confirms that the endogenous rhythm of melatonin

secretion is ultradian (i.e. with a period < 24 hrs) with a mean period close to 23 hrs (22.92 h)
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under normal nutritional conditions. There was only a trend toward significance for the ewes
that experienced a dietary restriction in period 2 to have a longer period of the rhythm of
melatonin secretion, close to 24 hrs (23.6 h). However this effect was not significant when
periods were compared before and after feeding restriction. Thus the results concerning the

effect of nutrition on the period of the rhythm of melatonin secretion remain inconclusive.

The patterns also reveal in four out of ten ewes (WF-WF: 82180, 82244 and 82037; WF-R:
82211), short periods of secretion occurring between phases 2 and 3. Because of their
recurrence in animals between the two periods as well as their asynchronous nature among
animals, these short periods of secretion are likely to be non-artefactual. However they are
difficult to interpret, since earlier studies have not reported this kind of event and because
they require the use of mathematical modeling to analyze the patterns of secretion. They were
not associated with food restriction and could be the result of the decompression of the
molecular events underlying the mechanisms of photoperiodic entrainment of the SCN
following the transfer under conditions of constant darkness (Hofman et Swaab, 2002;

Lincoln et al., 2002).

Since the period of the melatonin rthythm was not clearly affected by nutrition this strongly
suggests that that both environmental and endogenous drives of transitions in pineal activity
are not sensitive to the nutritional conditions of our experimental protocol. This result is in
contrast with studies in rodents where caloric restriction had phase-shifting effects on the
daily rhythm of melatonin secretion (Challet et al., 1997b) and was a potent disruptor of the

circadian machinery and circadian output from the NSC (Mendoza, 2007).
Three main hypotheses may account for these differences between sheep and rodents:

- Firstly, if we consider that the relative roles of light and circadian output from the
SCN in driving pineal activity vary between these mammals (Stehle et al., 2001). Then one
can hypothesize that in sheep a strong inhibitory effect of light upon pineal activity could
mask this effect under daily light/dark cycles.

- Secondly, since the sensitivity of the suprachiasmatic clock to nutritional signals may
vary between species, the nutritional conditions of our experiment may have been

inappropriate to affect the SCN clock in sheep.
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These first two assumptions dwell upon a potential “masking” effect of both pineal and SCN

sensitivities on the expression of nutritional effects on the circadian system of sheep.

- A third hypothesis is the unresponsiveness of the suprachiasmatic clock to nutrition in
small ruminants. This could be partly explained by the remarkable capacity of ruminants to
withstand hypoglycaemia. This effect could be limited at the level of the suprachiasmatic
clock only or at the level of the whole circadian system. In the first case, an effect of nutrition
on the circadian system at a post-pineal level could be considered (e.g. in the pars tuberalis
(Dardente et al., 2010)). This would imply an uncoupling of peripheral clocks from the master
circadian pacemaker as seen in some peripheral structures of mice under conditions of
temporally restricted feeding (Damiola et al., 2000). In the second case the effect of nutrition
upon seasonal reproduction in sheep would be essentially mediated through non-circadian

mechanisms.

This study establishes that the amplitude of the rhythm of melatonin secretion is sensitive to
nutrition in sheep; and that such an alteration is associated with shifts in the timing of
seasonal reproductive transitions (Menassol et al., 2012). Furthermore it determines that when
mean night-time plasma melatonin concentrations fall below a certain threshold (= 100
pg/mL) this effect of nutrition diminished and eventually fades. In previous studies in small
ruminants both the nature of the dietary restriction (Martin et al., 2002) and the already
naturally-low melatonin levels of the animals (mean: 38.4 + 1.6 pg/mL) (Zarazaga et al.,

2011) in rams and goats respectively may have masked this effect.

Different hypotheses may be proposed concerning its underlying mechanisms and eventual
physiological effects. Since the release of melatonin is essentially controlled by the SCN
clock trough central effector neurons in the paraventricular nucleus (PVN), these two
structures are likely to be involved in the integration of nutritional information (Saper et al.,

2005) as well as the pineal gland itself.

Amongst these structures the PVN is particularly interesting since it is believed to play a
major role in the control of the amplitude of the rhythm of melatonin secretion (Kalsbeek et
al., 1993; Perreau-Lenz et al., 2003; Perreau-Lenz et al., 2004). Moreover in a recent study
we have identified this structure as being also involved in the lowering of the night-time
plasma concentrations of melatonin through the activation of the AMPK system (Menassol et

al., 2011). Given the role of the AMPK system in the integration of signals on nutritional
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status to coordinate metabolic processes (Kahn et al., 2005) we can speculate that this system
is involved in the integration of nutritional information within the PVN to lower the amplitude
of the rhythm of melatonin secretion. In this scenario a non-circadian mechanism is involved
in the integration of nutritional information within the circadian signal that drives pineal
activity. Another possibility is that this effect of nutrition on the amplitude of the endogenous
rhythm of melatonin secretion is the sole expression of the central activation of AMPK whose
main targets are the peripheral brain clocks (e.g. the pars tuberalis) and the circadian

disruption of reproductive responses (Coyral-Castel et al., 2008; Hazlerigg et Loudon, 2008).

The role played by the reduction of the amplitude of the rhythm of melatonin secretion can be
discussed. Indeed whether this feature of the rhythm carries any environmental information
that affects reproductive functions is far from established. Thus this feature of the rhythm
does not seem to carry any photoperiodic information (Bittman et Karsch, 1984; Guerin et al.,
2000) and under optimal nutritional conditions the seasonal reproductive patterns is not
associated with the plasma melatonin concentrations (Zarazaga et al., 2003) in sheep.
Furthermore since this effect of nutrition is not present when the endogenous levels of
melatonin are already low under standard nutritional conditions, this alteration is probably not
obligatory for the transmission of nutritional effects on seasonal reproductive patterns. In fact
there is only one study in sheep that reports a correlation between reproductive functions (i.e.
a selection for out-of-season fertility) with the amplitude of the nocturnal peak of melatonin

(Notter et Chemineau, 2001).
Conclusion

To conclude, the main effect of dietary restriction on the daily and circadian rhythms of
melatonin secretion are on its amplitude. While the functional effects of such an alteration are
not known, it probably merely consists of an association with the shortening of the season of
reproduction as observed in diabetes in rats and humans (Peschke et al., 2006). We suggest
that the main effects of nutrition are integrated through the AMPK system and its interactions

with the pineal gland and/or peripheral circadian clocks.
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Figure 1 The pattern over period I and period 2 of LW and BCS in the ewes of the WF-
WF and WF-R groups, housed in light-controlled rooms under 12/12 light/dark cycles. Upper
panel, mean + SEM of LW; lower panel, median + interquartile range of BCS for the ewes in
the WF-WF (o [n = 5]) and WF-R (e [n = 5]) groups. The LW and BCS were assessed
monthly throughout the experimental period. The vertical dotted lines are indicative of the

time of the 72 hrs sampling periods. The x-axis indicates sidereal months.
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Figure 2 Comparison of the night-time plasma concentrations of melatonin during the
pre-experiment between nutritional groups. Mean + SEM for the ewes in the WEpe (white bar

[n =19]) and Rpe (black bar [n = 12]) groups. * P <0.05.
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Figure 3 The endogenous rhythm of melatonin secretion for each individual and its
mathematical modeling during period 1 and period 2. A: individual patterns for the ewes in
the WEF-WF group (o [n = 5]); B: individual patterns for the ewes in the WF-R group (@ [n =
5]). Animals were housed in constant darkness for 72 hrs before (period 1) and after (period
2) feeding restriction. Each dot is representative of 20 min of continuous blood sampling. The
log-transformed data were fitted to a sinus equation (waveform line) using a non-linear
regression. With each pattern is indicated the period T (h) of the sinusoidal curve. Shaded
areas depict theoretical nights. Ewes 82133 (replaced by the ewe 82259) and 82145 died
during period 1 and period 2 respectively, therefore their profiles are not available for these

periods. Note the log-scale y-axis.

ewe group Period 1 Period 2

82145 WF-WF 74.18 £ 2,41

82180 WF-WF 113.54 £ 5.54 116.09 £ 6.52
82144 WF-WF 284.57 £13.48 190.96 * 8.28
82037 WF-WF 198.24 + 5.96 147.07 £ 4,60
82259 WF-WF 174.11 £ 5.45
82149 WF-R 58.34 + 3.33 52.02+1.76
82218 WF-R 147.21 £ 4.72 40.09 + 2.22
82210 WF-R 226.36 £ 10.43 89.51 1 3.82
82211 WF-R 90.82 * 3.68 78.33 £ 2.56
82227 WF-R 192.99 £ 8.34 107.40 £ 5.08

Table 1 The individual mean + SEM plasma concentrations of melatonin (pg/mL)

during period I and period 2 for the ewes in the WF-WF and WF-R groups. Hatched lines

depict missing values.

Deuxieme Partie Article 1 Figures 154



250

= "

P11 % ----------------------------------- L]

> 7 2

ol Ll L

c 7 7 7

£ n /

g 100------mmreemmeeneee Z --------- Z ........ -F **:I ......... Z

© 7 7 7 7

pre R il
1111

82149 82218 82210 82211 82227

Figure 4 The effect of feeding restriction on the plasma concentrations of melatonin.
Mean + SEM for each ewe in the WF-R group before (hatched bars; period 1) and after (black
bars; period 2) feeding restriction. * P <0.05, ** P <0.01 and *** P <0.001.
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ll. La voie AMPK est-elle impliquée dans la transmission des effets
du statut nutritionnel en amont de la voie d’intégration du signal
photopériodique ?

Ainsi qu’abordé dans la revue bibliographique, la voie AMPK permet d’intégrer une
information liée au statut énergétique cellulaire au sein de la boucle principale de I’horloge
circadienne des mammifeéres (Figure 24-A). L’hypothése sous-jacente a cette étude était
qu’une activation de la voie AMPK pouvait altérer 1’horloge circadienne des NSC et ainsi
participer a la transmission des effets de la nutrition en amont de la voie d’intégration de la

photopériode chez les ruminants.

Deux expérimentations complémentaires ont ét¢ menées chez la brebis Ile-de-France dont les

objectifs consistaient a :

- Déterminer le niveau et les effets de D’activation centrale de la voie AMPK sur le

rythme endogene de sécrétion de mélatonine.

- Déterminer si les effets de cette activation pouvaient mimer ceux du statut nutritionnel

sur le contrdle de 1’activité de la glande pinéale, tels que déterminés ci-dessus.

Au cours de la premiére expérimentation 8 brebis Ile-de-France maintenues a un état
d’engraissement moyen (objectif de NEC de 3.0) ont été engagées dans un protocole
expérimental croisé. Le rythme endogéne de mélatonine était suivi pendant 22 heures en
obscurité constante. Trois heures avant le moment théorique du crépuscule (13 heures apres le
début du suivi) la moiti¢ des animaux recevait une injection intracérébroventriculaire (i.c.v.)
d’un activateur de I’AMPK tandis que 1’autre moitié recevait i.c.v. une solution de liquide
céphalorachidien (LCR) artificiel ; neuf jours plus tard le méme protocole était répété en
inversant les groupes d’injection. Deux activateurs de ’AMPK ont ainsi été testés avec un

mois d’écart a savoir la metformine puis ’AICAR.

La seconde expérimentation concernait 11 brebis Ile-de-France maintenues a un état
d’engraissement moyen en conditions photopériodiques ambiantes. Tandis que la moiti¢ des
brebis recevait une injection i.c.v. d’AICAR (n = 6), I’autre moitié recevait une injection i.c.v.
de LCR artificiel (n = 5). Une heure apres I’injection les brebis étaient abattues puis leur

encéphale récupéré, conditionné et disséqué en vue de déterminer 1’état d’activation de la voie
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AMPK dans certaines structures centrales d’intérét. Cet état d’activation était déterminé par la
mesure en western blot du taux de phosphorylation de la protéine AMPK ainsi que celui de

I’acétyl-coenzyme A carboxylase (ACC), une enzyme cible de ’AMPK.

1. Résultats

La premicre expérimentation a pu déterminer que les concentrations plasmatiques de
mélatonine étaient significativement réduites chez les brebis recevant une injection i.c.v. d’un
activateur de ’AMPK (metformine : p < 0,001 et AICAR : p < 0,01) en comparaison des
brebis recevant une injection i.c.v. de LCR artificiel. D’un autre c6té 1’injection i.c.v. des
activateurs de I’AMPK était sans effets sur le moment endogene de la reprise de sécrétion de

mélatonine.

La seconde expérimentation a mis en évidence un taux de phosphorylation de I’AMPK (p =
0,10) et de ’ACC (p < 0,001) supérieur dans les noyaux paraventriculaires (NPV) suite a
I’injection i.c.v. d’AICAR en comparaison a I’injection i.c.v. de LCR artificiel. De plus dans
la glande pinéale seul le taux de phosphorylation de I’ACC était significativement augmenté

(p < 0,05) par cette méme injection.

2. Conclusion

Les résultats de ces deux expérimentations suggeérent que I’activation de la voie AMPK dans
les NPV et dans une moindre mesure directement dans la glande pinéale, est responsable de la
chute des concentrations plasmatiques de mélatonine. En revanche cette activation est absente

dans les NSC et n’altere pas ’activité de 1’horloge des NSC.

En conclusion I’activation de la voie AMPK est capable de mimer les effets du statut
nutritionnel déterminés ci-dessus sur le contréle de 1’activité métabolique de la glande

pinéale.
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Abstract

Background: It is now widely accepted that AMP-activated protein kinase (AMPK) is a critical regulator of energy
homeostasis. Recently, it has been shown to requlate circadian clocks. In seasonal breeding species such as sheep,
the circadian clock controls the secretion of an endogenous rhythm of melatonin and, as a consequence, is
probably involved in the generation of seasonal rhythms of reproduction. Considering this, we identified the
presence of the subunits of AMPK in different hypaothalamic nuclei involved in the pre- and post-pineal pathways
that control seasonality of reproduction in the ewe and we investigated if the intracerebroventricular (i.cv)
injection of two activators of AMPK, metformin and AICAR, affected the circadian rhythm of melatonin in ewes that
were housed in constant darkness. In parallel the secretion of insulin was monitored as a peripheral metabolic
marker. We also investigated the effects of icv. AICAR on the phasphorylation of AMPK and acetyl-CoA carboxylase
(ACC), a downstream target of AMPE, in brain structures along the photoneuroendocrine pathway to the pineal
gland.

Results: All the subunits of AMPK that we studied were identified in all brain areas that were dissected but with
some differences in their level of expression among structures. Metformin and AICAR both reduced (p < 0007 and
p < 001 respectively) the amplitude of the circadian rhythm of melatonin secretion independently of insulin
secretion. The icv. injection of AICAR only tended (p = 0.1) to increase the levels of phosphorylated AMPK in the
paraventricular nucleus but significantly increased the levels of phosphaorylated ACC in the paraventricular nucleus
(p < 0001) and in the pineal gland (p < 0.05).

Conclusions: Taken together, these results suggest a potential role for AMPK on the secretion of melatonin
probably acting trough the paraventricular nucleus and/or directly in the pineal gland. We conclude that AMPK
may act as a metabolic cue to modulate the rhythrm of melatonin secretian.

Background

The serine-threonine kinase, AMPK integrates energy
homeostasis at both cellular [1] and whole-body levels
[2]. It exists as a heterotrimeric complex of a catalytic «
subunit and two regulatory } and ¥ subunits. In mam-
mals there are two or three isoforms of each subunit
(o1, @2, B1, B2, v1, v2, v3), encoded by different genes,

* Carespondence: jbmenassal@gmailcam

'Physiclogie de |2 Reproduction et des Comportements UMRSS, INRA,
Mouzilly F-37380, France

Full list of author information is available at the end of the article

allowing for a variety ol heterotrimeric combinations
[3]. The treatment with pharmacological agents such as
metformin and 5-aminoimidazole-4-carboxamide-1-f3-d-
ribofuranoside (AICAR) activates the AMPK complex
both in vitre and in vive |4-6). This mechanism is cen-
tral in the action of metformin when used as a insulin-
sensitizing agent to treat type II diabetes [7]. Recent
evidence points to an emerging role for AMPK as a cri-
tical element linking metabolism and reproduction [§].
Indeed, we demonstrated that treatment with either
metformin or AICAR significantly inhibited the release

& 2011 Menassol et al; licensee BiohMed Central Ltd. This is an Open Access artide distributed under the termns of the Greative
BioMed Central  Commans Atribution License (htte//ereativecommons org/licenses/by/2.0), which permits unrestiicted use, distribution, and

reproduction in any medium, provided the onginal work is properly cited.
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of GnRH from immertalised GnRH neurones (GT1-7
cells) and in vivo, it shortened the inter-oestrus interval
in mice [6]. In sheep as in all seasonal breeding species,
the daily rhythm of melatonin secretion is the critical
element mediating the synchronising effect of photoper-
iod on reproduction. This rthythm is endogenously con-
trolled by the activity of the master circadian pacemaker
lacated in the suprachiasmatic nucleus [9]. However,
how this endogenous rhythm of melatonin affects the
seasonal activity of the GnRH/LH/gonadal axis remains
unclear.

Um et al. [10] demonstrated that the peripheral activa-
tion of AMPK with metformin induced phase-shifts in
some of the core clock proteins thus suggesting a role for
AMPK in the control of circadian rhythms. In support of
these observations we have identified AMPK in the sheep
brain and we have tested, the effects of i.c.v. injections ol
metformin or AICAR on the secretion of melatonin in
ewes housed in constant darkness. In parallel, because ol
the functional interrelationships between melatonin and
insulin [11,12], we also monitored the secretion of insulin
as a potential metabolic marker of peripheral AMPK acti-
vation [13]. Our results suggest that i.c.v. injections of
metformin and AICAR both affect the amplitude of the
circadian rhythm of melatonin secretion without altering
the patterns of plasma insulin secretion.

Methods

Hormones and reagents

The metformin and AICAR used for the i.c.v. injections
were obtained from Sigma (Saint Quentin Fallavier,
France). The dose injected by means of an intracerebro-
ventricular catheter, was 128 mM for metformin (adapted
to sheep from [14]) and 12 mM for AICAR (similar to
[6]} in a total volume of 50 pl. Untreated control ewes
were injected with the same volume of an artificial cere-
brospinal fluid (CSF) solution, prepared in the laboratory.
All solutions had an equivalent osmolarity (= 305
mOsm).

Antibodies

Rabbit polyclonal antibodies to phospho-AMPKa
Thr172, AMPKa1/2, AMPKR1/B2, AMPKy2, phospho-
acetyl-CoA carboxylase (ACC) Ser79 and ACC were pur-
chased from New England Biolabs Inc. (Beverly, MA,
USA). A mouse monoclonal antibody to vinculin was
obtained from Sigma (Saint Quentin Fallavier, France)
and used as an internal standard.

Animals and experimental designs

Nineteen multiparous ewes were surgically flitted with
cannulae in the anterodorsal region of their third ventri-
cles [15]. Animals were housed in individual pens in a

Page 2 of 8

light-sealed room under a lightning program mimicking a
long-day photoperiod (LP) (16 hours of light/day). All
ewes had free access to food, water and mineral licks.

In the first experiment, two groups of ewes (G1, G2, n
= 4) balanced for body condition score and live weight
were used in a cross-over design so that each group
received in random order 9 days apart (day 0 or DO and
D10), either artificial CSF or metformin. Forty days
later, groups were re-balanced for their night-time
plasma concentrations of melatonin (G3, G4, n = 4},
and the experiment was repeated using AICAR with the
same cross-over design (D42 and D52) (Figure 1A). For
each icv. injection, the ewes were fitted with an indwel-
ling catheter in the left jugular vein and housed in con-
stant darkness (DD) for one whole light/dark (L/D)
cycle. The ewes were bled every 60 min for 22 hrs, from
06:00 to 04:00 the next day, with a period ol more
intensive blood sampling (every 20 min) around the
time of the i.c.v. injection at 19:00 (Figure 1B). Blood (3
ml) was collected into heparinised tubes and the plasma
was separated by centrifugation (3700 g, 20 min, 4°C)
and stored at -20°C.

For the second experiment, two groups of ewes
balanced as for experiment 1, were injected with either
AICAR (n = 6) or artificial CSF (n = 5). One hour after
injection the animals were slaughtered by decapitation,
the brain was removed quickly and frozen in isopentane
(SDS, Val De Rueil, France). The pituitary (PIT) and
pineal (PIN) glands were immediately dissected, [rozen
in liquid nitrogen and stored at -80°C.. Frontal sections
(1 mm thick) were sliced from the diencephalon and
other structures of interest were dissected using a sterile
scalpel, all were frozen in liquid nitregen and stored at
-80°C. The hypothalamic structures of interest (supra-
chiasmatic nucleus [SCN], arcuate nucleus [ARC], med-
ian eminence [ME], paraventricular nucleus [PVN],
dorsomedial hypothalamic nucleus [DMH], tanycytes
[TAN] and premammilary hypothalamic nucleus
[PMH]) were identified using sheep brain atlases [16,17].

All these procedures were approved by the French
Agricultural and Scientific Research Agencies and con-
ducted in accordance with the EU guidelines for Care
and Use of Agricultural Animals in Agricultural
Research and Teaching.

Western-blotting

Western-blotting procedures were conducted as pre-
viously described [6] using 60 pg of protein per sample.
The data for the phosphorylation of AMPK and ACC
are expressed as the ratio of phosphorylated AMPK to
total AMPK and phosphorylated ACC to total ACC
respectively. The data for the AMPK subunits have been
normalised against an internal standard (vinculin).
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Figure 1 Experimental design for the first experiment. (A) Schematic representation of the cross-over experimental design. Photoperiodic
treatments are given in the upper part. 3 weeks before the first day of injection (00) the ewes were housed under LP. During each day of
injection (00 and 010 for metformin; D42 and D52 for AICAR) LP was replaced by DD. (B) Bleeding protocol operated during DD, each thick
depicts one sample. Thick arrow depict the dock time for the administration of the injection (19:00). Serial sampling period began 1 hr before
injection and lasted for 7 hrs (from 17:00 to 00:00 during the injection of metformin and adjusted from 18200 to 01:00 for the injection of AICAR).
Thin arrcws depict thecretical lightning transitions. See text for more details.

Assays

Melatonin was assayed using a radioimmunoassay (RIA)
described by Fraser et al. [18], with an antibody raised
by Tillet et al. [19]. The assay sensitivity was 4 pg/mlL,
the intra-assay coefficient of variation (CV) ranged
between 9-14% and the inter-assay CV was 12%. Insulin
was also assayed using a RIA that was developed in our
laboratory. Plasma concentrations of insulin were deter-
mined in duplicate 100 puL samples. The assay buffer
was 0.025 M barbital buffer containing 3% bovine serum
albumin (Sigma, Saint Quentin Fallavier, France). Plasma
samples were incubated (24 hrs at 4°C) with 300 pL of
the primary antibody (anti-porcine insulin antibody
raised in guinea pig, final dilution 1/80000; Sigma, Saint
Quentin Fallavier, France) added with 0.6 pL of Triton
X-100 and 0.5 pL of normal rabbit serum. Samples were
then incubated (24 hrs) with 20,000 cpm of iodinated
porcine insulin. The next day, samples were incubated
for 48 hrs at 4°C with 2 mL of the secondary antibody
{anti-guinea pig lgG raised in horses, final dilution
1/333), 4 g/L of CaCl, and 30 g/L of polyethylene glycol.
Tubes were then centrifuged (3,000 g for 30 min at 4°C),
the supernatant was removed, and the radioactivity in

the precipitate was counted with a Wallac Wizard
gamma counter (PerkinElmer Inc., Waltham, Massachu-
setts, USA) for 1 min. The sensitivity of the assay was
0.95 + 0.06 ng/mL and the intra-assay CV was 12%.

Data and Statistical analysis

Melatonin profiles were analysed by comparing the tim-
ing of resumption and the amplitude, of the circadian
rhythm of melatonin secretion. These criteria were
determined using the method of Malpaux ef al. [20].
Statistical analyses were performed using the statistical
software package, R [21]. Data for insulin were analysed
using a mixed-effects model and other data, after log
transformation for normalization, were analysed using
an analysis of variance. All results are presented as
means + sem. Differences were considered statistically
significant whenever p < 0.05.

Results

The amplitude of the endogenous rhythm of melatonin
was reduced significantly by both metformin (p < 0.001}
and AICAR (p < 0.01) (Figure 2) but the timing of
resumption was not affected by either (data not shown).
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Figure 2 The monitoring of the endogenous rhythm of secretion of melatonin. The data show the concentration of plasma melaton'n for
each group separately (G1 to G4). Animals were housed in constant darkness and given an Lo, injection of either metformin {G1 & G2; oren
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After each ic.v. injection of metformin at DO and D10
(Figure 2A), the amplitude of the endogenous rhythm of
melatonin was reduced when compared to controls (p <
0.001}. This was also the case between D0 and D10 for
the ewes in G1 (p < 0.001), that is those ewes injected
first with the vehicle solution, but not for the ewes in
G2 that is those ewes injected first with metformin.
After injection of AICAR (Figure 2B), the amplitude of
the endogenous rhythm of melatonin was reduced at
D42 compared to controls (p < 0.001) but not at D52.
However, when compared between D42 and D52, the
amplitude of the endogenous rhythm of melatonin was
consistently reduced after the injection of AICAR in
both groups (p < 0.05). There was no significant effect
of metformin or AICAR on the concentrations of insulin
(Figure 3).

The results of experiment 2 show that the expression
levels of the AMPK subunits (Figure 4) were different
among hypothalamic structures. The expression of the
B2 subunit was lower in the PMH/PIN when compared
to the PVN/SCN (p < 0.05) and the expression of the y2
subunit was lower in the PMH when compared to the

PVN/SCN/TAN (p < 0.05). After i.c.v. injection of
AICAR, the phosphorylation rate of AMPK tended (p =
0.1) to be higher only in the PVN (Figure 5A) but the
phosphorylation rate of ACC at Ser79 was significantly
higher in both the PVN (p < 0.001) and PIN (p < 0.05)
(Figure 5B).

Discussion

The hypothesis tested in this study, developed from the
findings of Um et al. [10], was that central activation of
AMPK could disrupt the circadian machinery located in
the SCN and thus, alter the endogenous timing of the
resumption of melatonin secretion by the pineal gland.
In our study, such an effect was not observed after i.c.v.
treatment with metformin or AICAR, both known acti-
vators of AMPK. Surprisingly we found that another
component of the endogenous rhythm of melatonin, its
amplitude, was altered by these compounds.

There are three main possibilities to account for the
rejection of our hypothesis, First, the i.c.v. treatment with
either metformin or AICAR was ineffective and did not
stimulate AMPK in the hypothalamic structures we
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Figure 3 The monitoring of the secretion of plasma insulin. The data show the concentration of plasma insulin in two groups of ewes
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Figure 4 Western-blotting quantification of the AMPK subunits a, B1, B2 and 42 in pituitary gland (PIT), median eminence (ME},
arcuate nucleus (ARC), dorsomedial and premammilary hypothalamus (DMH, PMH), tanycytes (TAN), pineal gland (PIN} and
paraventricular and suprachiasmatic nuclei (PVN, SCN} of the sheep brain. Different letters indicate a stastistically significant difference [p <
0.05).
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examined. Indeed, the similarities of the effects between
the i.c.v. injections of both drugs on the amplitude of the
rhythm of melatonin secretion suggest that they might be
mediated by the activation of AMPK, as a common ele-
ment along their distinct signalling pathways [22]. How-
ever, we do not exclude possible AMPK-independent
effects [23]. Second, the treatment effectively activated
AMPK within the SCN, but in DD when the SCN is
released from entrainment by the prevailing LP produced
conflicting signals because of the persistence of entrain-
ment by the preceding LP [24] and the expected
SCN-driven phase shift in the resumption of melatonin
secretion. Third, the treatment effectively activated
AMPK but not within the SCN or without triggering
phase-shifts in the master circadian machinery perhaps
because of functional differences [25] between the master
circadian clock and the peripheral-slaves clock that was
studied by Um et al. [10].

The biological relevance of the lowering effects of both
metformin and AICAR on the amplitude of the endogen-
ous rhythm of melatonin is difficult to interpret. Indeed,
in sheep as in most photoperiodic species, the duration of
melatonin secretion is the critical feature of the rhythm of
melatonin secretion that transmits photoperiodic informa-
tion to the reproductive axis [26]; the role played by the
amplitude, the other main feature of this rhythm, remains
controversial [27-29]. Some authors have suggested that
the amplitude of the melatonin rhythm acts as a potent
integrator of environmental factors, other than photoper-
iod for example, temperature and the food supply (for
review see [30]). In relation to this theory, a complemen-
tary study (Menassol et al., unpublished data) has estab-
lished that feed restriction can alter the seasonal
reproductive patterns of the Ile-de-France ewe as has been

reported in a previous study on sheep [31], and that this
alteration is associated with lower concentrations of
plasma melatonin. Therefore we speculate that the central
activation of AMPK is involved in the integration of meta-
bolic-related cues that alter the amplitude of the rhythm
of melatonin secretion. We speculate further that this
effect is mediated by neuropeptides or peptidergic hor-
mones that regulate the amplitude of the rhythm of mela-
tonin secretion such as Vasoactive Intestinal Peptide
(VIP), Pituitary Adenylate Cyclase Activating Peptide
(PACAP) or Vasopressin (VP) (for review see [32]) and
particularly Neuropeptide Y (NPY) which is activated by
AMPK [33].

The effect of metformin and AICAR on the amplitude
of the rhythm of melatonin secretion was not associated
with immediate changes in insulin secretion and thus,
was not attributable to the interrelationship that exists
between these two hormones [11,12,34]. Interestingly,
some studies have reported a decrease in melatonin con-
centrations associated with the development of diabetes
[35,36]. Thus, assuming that metformin crosses the
blood-brain barrier, one can ask if therapeutic treatment
with metformin could not have unreported side-effects
on the secretion of melatonin.

The characterization of the expression of AMPK within
the hypothalamus, pituitary and pineal glands of the ewes
suggests a potentially wide range of action for metformin
and AICAR since all subunits were identified in each of
the structures that we examined. The differences among
structures in the level of expression of the B2 and v2 sub-
units may indicate structural specificities in the sensitivity
or functionality of the AMPK complex [2]. Indeed, our
investigation of the potential central sites of actions of
the AMPK complex, point preferentially to the PVN as a
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structure of particular interest because some of its neu-
rons that express melatonin-regulating peptides project
to the pineal gland [32]. In this particular structure, the
direct assessment of the phosphorylation rate of AMPK
only reveals a trend toward significance (p = 0.1) for a
greater activation after i.c.v. injection of AICAR. However
the indirect measurement of AMPK activity, trough the
assessment of the phosphorylation rate of its downstream
target ACC [37,38], shows that AICAR treatment signifi-
cantly inhibited ACC activity in both the paraventricular
nucleus (p < 0.001) and the pineal gland (p < 0.05).
Therefore the PVN is strongly suggested as a key struc-
ture that mediates metabolic influences on the rhythm of
secretion of melatonin. Moreoaver, it seems that direct
effects of AMPK on the pineal gland activity itself can
not be excluded.

In this experiment, the failure to demonstrate signifi-
cant direct activation of the AMPK complex following
treatment with AICAR might be explained by the time
elapsed between tissue fixation and injection (1 hr) and
the possible action of endogenous phosphatases [39].

Conclusion

To conclude, the i.c.v. administration of AMPK-activatars
had an unexpected insulin-independent effect on the
amplitude of the endogenous rhythm of secretion of mela-
tonin that retrospectively, might have also been observed
in natural photoperiodic conditions, on the daily pattern
ol melatonin secretion. This effect probably involves the
AMPK system trough the paraventricular nucleus and/or
directly within the pineal gland. This mechanism remains
to be precisely determined but we suggest that it involves
the integration of metabolic-related cues with the photo-
periodic signal that synchronizes the annual rhythm of
reproduction in sheep.
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Troisieme partie

Identifier les limites imposées par le statut nutritionnel

sur les performances de certaines techniques visant a

maitriser la saisonnalité de la reproduction

Les techniques naturelles de maitrise de la saisonnalité de la reproduction des petits ruminants
se basent sur I’exploitation de facteurs environnementaux, principalement la photopériode ou
les interactions sociales voire une combinaison des deux. De la réussite de ces techniques
dépend directement le degré des contraintes de production imposées par la saison d’ancestrus
et indirectement la rentabilit¢ économique de 1’exploitation (pour revue cf. Martin et

Kadokawa, 2006).

Afin de tendre vers des performances zootechniques optimales, ces techniques doivent offrir
un certain degré de précision quant a leur mise en ceuvre pratique. Il s’agit essentiellement de
définir une intensité (ex.: une amplitude de variation de la photopériode, un niveau
d’augmentation des concentrations plasmatiques de mélatonine, un ratio male/femelle, ...)
(Chemineau, 1987; Chemineau et al., 1992) ainsi qu'un moment (Haresign et al., 1990;

Chanvallon et al., 2011) adaptés pour la réalisation du traitement.

Les conclusions des deux premiéres parties de ces travaux de thése suggeérent que I’état
d’engraissement des animaux pourrait constituer une source de variabilité importante dans la
réponse des brebis a ces différentes pratiques. En effet selon la premicre partie de nos travaux
le role modulateur de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction pourrait, a
I’échelle d’un groupe d’animaux hétérogéne en termes d’état d’engraissement, perturber le
moment idéal de la réalisation d’un traitement. La deuxiéme partie de nos travaux indique
également que les altérations dans la traduction du signal photopériodique liées au statut
nutritionnel des brebis, pourraient perturber I’intensité des traitements se basant sur la

manipulation du signal mélatoninergique.
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Une partie de ces effets peut étre illustrée par la manipulation photopériodique réalisée dans
I’étude présentée en Premicre partie — Article I de ce manuscrit (Figure 28). Au cours de
cette dernicre, 1’état d’engraissement des animaux était négativement corrélé a la latence
d’expression d’une réponse reproductive (Figure 28-1). Toutefois, a partir du moment ou
cette réponse était stimulée, la réponse reproductive était similaire entre groupes nutritionnels
(Figure 28-2). Ces résultats suggerent donc que 1’état d’engraissement peut affecter la durée
avant I’interprétation d’une stimulation. Toutefois dés lors que cette dernicre est interprétée,
elle est capable de stimuler la réponse reproductive des animaux indépendamment de leur état

d’engraissement.

Deux études ont été réalisées confrontant la réalisation pratique classique de techniques visant
a maitriser la saisonnalit¢ de la reproduction des ovins, a savoir un traitement d’implants
sous-cutanés de mélatonine et la réalisation d’un effet male, avec des groupes de brebis

maintenus a des états d’engraissement différents. Leurs objectifs consistaient a :

- Identifier la variabilité induite par le statut nutritionnel dans la réponse reproductive

des brebis.

- Appréhender I’origine de cette éventuelle variabilité en utilisant les résultats des deux

premicres parties de ces travaux de these.

L’accomplissement de ces objectifs nous permettrait de définir ’importance du levier
nutrition dans la réponse reproductive des brebis a ces techniques naturelles de maitrise de la

saisonnalité.

l. Identifier les effets du statut nutritionnel sur la réponse ovarienne
a un traitement d’'implants sous-cutanés de mélatonine

Le succes d’un traitement de mélatonine dans la maitrise des profils saisonniers de
reproduction dépend a la fois du moment de la réalisation du traitement mais également de
I’augmentation du ratio entre concentrations plasmatiques exogene (i.e. apports des implants)

et endogeéne de mélatonine.

D’une fagon assez remarquable nos travaux démontrent que ces deux parametres sont
susceptibles d’étre altérés en fonction de 1’état d’engraissement des brebis (Premicre et

Deuxieéme parties). En conséquence cette expérimentation a été conduite afin de vérifier les
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effets de I’état d’engraissement dans la réponse ovarienne des brebis a un traitement

d’implants sous-cutanés de mélatonine réalisé en fin de saison d’ancestrus.

Ce sont 17 brebis Ile-de-France ont été utilisées pour cette expérimentation réalisée sous
photopériode ambiante. Deux groupes d’animaux ayant des états d’engraissement contrastés
(9 brebis bien nourries vs. 8 brebis restreintes) ont été obtenus en utilisant un protocole
alimentaire similaire a celui décrit en premicre partie de ce manuscrit (cf. ci-dessus). Le 12-
Mai chaque brebis recevait deux implants de mélatonine (Melovine®) en sous-cutané a la
base de D'oreille. En parall¢le la réponse ovarienne de ces animaux était suivie via la

détermination des concentrations plasmatiques de progestérone.
L’objectif de cette expérimentation était double puisqu’il s’agissait de :

- Déterminer si le statut nutritionnel agit en perturbant le moment idéal du traitement
d’implants de mélatonine pour créer de la variabilité dans la réponse ovarienne des

brebis.

- Vérifier si la chute des concentrations plasmatiques induite par un faible état
d’engraissement peut étre contrebalancée par I’augmentation induite par les implants
de mélatonine. La réponse a cet objectif nous permettra de statuer sur I’implication
fonctionnelle des concentrations de mélatonine pour définir le moment des transitions

reproductives.

1. Résultats

Le statut nutritionnel a eu un effet majeur sur la capacité des brebis a exprimer une avance de
saison en réponse aux implants de mélatonine. En effet seules 50 % des brebis maintenues a
un faible état d’engraissement ont présenté une réponse ovarienne aux implants de mélatonine

contre 100 % des brebis maintenues a un état d’engraissement moyen (p < 0,05).

Il est apparu que, parmi les brebis maintenues a un faible état d’engraissement, étaient
associées de faibles concentrations plasmatiques de mélatonine aux 4 brebis n’exprimant pas
de réponse ovarienne aux implants de mélatonine en comparaison de celles ayant exprimé

cette réponse (p < 0,05).
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2. Conclusion

L’état d’engraissement joue un role majeur dans la variabilité de 1’expression d’une réponse
ovarienne aux implants de mélatonine chez la brebis le-de-France. Notre étude a mis en
évidence un seuil constitu¢ a la fois par le statut nutritionnel des animaux et par leurs
concentrations plasmatiques endogénes de mélatonine au-deld duquel cette réponse est

compromise.

L’origine de cette variabilité¢ est probablement li¢ée aux effets du statut nutritionnel sur la
modulation des profils saisonniers de reproduction des ovins et en conséquence, une mauvaise
coincidence entre le moment d’application du traitement et I’état reproductif des animaux

chez les brebis maintenues a un faible état d’engraissement.

Il est également envisageable que la nutrition ait perturbée la perception de I’intensité¢ du
signal mélatoninergique fournit par les implants chez les brebis maintenues a un faible état
d’engraissement. Cet effet découlerait alors d’altérations au sein des voies centrales chargées

de transmettre le signal mélatoninergique ou dans les structures cibles de la mélatonine.

Bien que D’association d’un faible état d’engraissement avec de faibles concentrations
plasmatiques endogénes de mélatonine soit favorable au ratio entre concentrations
plasmatiques exogeénes et concentrations plasmatiques endogeénes de mélatonine, la réponse
ovarienne de ces brebis ne s’en trouve pas améliorée. Ce résultat nous suggere que les
concentrations plasmatiques de mélatonine ne jouent pas de rdle fonctionnel pour définir le

moment des transitions reproductives.
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Figure 28 Profils de sécrétion de LH en fonction du statut nutritionnel en réponse a un
traitement photopériodique (passage depuis des JL vers des JC). Figure adaptée d’une

expérimentation présentée en Premiere partie Article 1.

En réponse au traitement photopériodique la réponse des brebis maintenues a un faible état
d’engraissement ¢était retardée (1 ; p < 0,001) en comparaison des brebis maintenues a un état
d’engraissement moyen. Une fois la réponse neuroendocrinienne stimulée (seuil en pointillés)

ses caractéristiques €taient similaires entre groupes nutritionnels (2).
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Abstract

Melatonin implants are commonly used to advance the breeding season in sheep. However,
factors such as the nutritional status of the animals are likely to effect the quality of their
response. Therefore this study was undertaken to analyze and compare the ovarian response
of two groups of Ile-de-France ewes maintained under different nutritional states (well-fed vs.
restricted) over a long period to treatment with melatonin implants in the late anestrus season.
During this experiment the plasma concentrations of melatonin were monitored before and

after melatonin treatment.

The ewes in the well-fed group had a significant advance of 52 days on average, in the
resumption of ovarian activity in comparison with their previous breeding season (p < 0.05).
This effect was not present in the ewes of the restricted group. As a consequence the
resumption of ovarian activity following melatonin treatment occurred 57 days earlier on
average, in the ewes of the well-fed group (p < 0.05). However half of the animals of the
restricted group also had earlier ovarian responses that were similar to those of the well-fed
animals. Comparing these sub-groups of the restricted group, the night-time plasma
concentrations of melatonin before and after the melatonin treatment were significantly lower
for the sub-group that did not have early ovarian responses (p < 0.001 and p < 0.05

respectively).
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This study establishes the existence of a nutritional threshold for the ovarian response to
melatonin in late anestrus for the Ile-de-France breed of sheep. This threshold was clearly
identified on the basis of the individual night-time plasma concentrations of melatonin. The

functional implication of this alteration in pineal functions is discussed.

Introduction

Breeds of small ruminants originating from mid-latitudes display seasonal variations in their
reproductive activities, an adaptive phenomenon known as the seasonality of reproduction.
These seasonal reproductive patterns are the result of the central integration of various
environmental factors, the major one being photoperiod that exerts its effects on the
reproductive axis through annual variations in the diurnal rhythm of melatonin secretion by

the pineal gland (Malpaux, 2006).

Because the seasonality of reproduction imposes temporal constraints on the yearly
availability of fresh farm products, various techniques have been developed to induce out-of-
season fertility mainly for economic reasons (Chemineau et al., 2008). These techniques are
based on the manipulation of the environmental factors involved in the control of seasonal
reproductive rhythms, such as photoperiod (Chemineau et al., 1992) and socio-sexual
interactions (Ungerfeld et al., 2004), or factors that simulate the endocrine events associated
with these environmental variations, such as progestagen (Robinson, 1965) and melatonin

(English et al., 1986).

Among these techniques, melatonin treatment, usually given in the form of subcutaneous
implants, is effective in mimicking the stimulating effects of photoperiod upon reproductive
activities (O'Callaghan et al., 1991) and are therefore used to advance the resumption of the
breeding season (English et al., 1986). The practical efficacy of this technique essentially
depends upon the timing of the treatment which is determined by the degree of seasonality of

the breed considered (English ef al., 1986; Haresign, 1992b; Haresign, 1992a).

However, the seasonal patterns of reproduction in sheep vary accordingly to various factors.
As a matter of facts we established in a previous study, that nutrition was a potent factor that
can phase-shift seasonal reproductive transitions (Menassol et al., 2012). Therefore we
hypothesized that such an effect of nutritional status would interfere with the response of

ewes to a melatonin treatment.
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In order to test this hypothesis we inserted subcutaneous melatonin implants in two groups of
Ile-de-France ewes maintained in different nutritional statuses over a long period. The ovarian
responses of these animals were precisely monitored through the determination of plasma
concentrations of progesterone as well as their daytime and night-time plasma concentrations

of melatonin before and after the insertion of the implants.
Material and methods

All procedures were approved by the French Agricultural and Scientific Research Agencies
for Animal Ethics and they were all conducted in accordance with EU guidelines for Care and

Use of Agricultural Animals in Agricultural Research and Teaching.
General

Seventeen sexually mature Ile-de-France ewes, from the INRA breeding flock were assigned
to two groups balanced for live weight, body condition score and age, and housed in one of
two pens in a semi-open building at our experimental facility. The animals were exposed to
natural photoperiod (48°N). Each pen of 35m2, housed 9 and 8 animals as a single group and
the animals were free to interact with each other. Contact with rams or their odours (for
example on clothing) were rigorously avoided during the study and social interactions among

ewes were limited to ewes of the same treatment.
Diets and nutritional management

One year and two months before the beginning of the experiment the animals were placed on
a nutritional program designed to reach different body condition scores between groups. The
main characteristics of the nutritional program, i.e. the feed and the level of the dietary
restriction have already been described in a previous chapter (Premiere partie). The target
median BCSs for the two experimental groups were set at 1.5 (restricted group; Rygr) and 3.0
(well-fed group; WFyg1). Once both groups had reached their target body condition score, the
diet was readjusted to maintain the desired nutritional statuses until the beginning of the

experiment.

At the start of the experiment in May the ewes were weighed (LW) and their body condition

score (BCS) recorded. BCS was determined using a scale of 0 (emaciated) to 5 (grossly
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obese) (Russel et al, 1969). The diet consisted of a single feed made from pelleted
dehydrated lucerne, straw and sugar cane treacle with nutritional values of 0.97 Mcal of net
energy and 63.6 g of metabolizable protein per kilogram of dry matter (DM). The diet was
designed using the INRA recommendations for the growth and maintenance needs of adult,
non-pregnant ewes (INRA, 2010). At this time the WFyg group was fed 2.22 kg of feed per
animal which corresponded to an average daily intake of 2.72 Mcal and 119.9 g of
metabolizable protein and the Rygp group was fed 1.11 kg of feed per animal which
corresponded to an average daily intake of 1.36 Mcal and 59.8 g of metabolizable protein;
providing on average 1.6 and 1.1 times their respective energy maintenance needs. Feed was
offered once a day, in the morning, and ewes had free access to water and mineral licks to

provide essential micro-nutrients.
Experimental design

During a pre-experimental period that lasted 10.5 months (from July 02" to May 12th), when
the animals were managed to produce the target BCS, ovarian activity was monitored in ewes
from the WFygL (n = 9) and RypL (n = 8) groups by determining the concentration of

progesterone in samples of jugular venous blood collected twice a week.

During the experimental period lasted 7.5 months [from May 12 (day 0) to December 20"
(day 222)], ovarian activity was monitored in the same manner as during the pre-experimental
period. Except between day 40 and day 60 where the sampling frequency was increased to

one sample every 2 days.

On May 12M (day 0) each ewe received at the base of the right ear, two subcutaneous
melatonin implants each containing 18 mg of melatonin (Melovine®; CEVA Santé Animale,
Libourne, France). Implants were inserted by the mean of a special gun fitted with a needle
(0.d. 3.5 mm). The choice of the date of implantation was based on the mean date of
resumption of ovarian activity in the WFygp group during the previous breeding season as
well as the timing of a stimulatory photoperiodic treatment used in another experiment in the

same breed (Menassol ef al., 2012).

Individual melatonin levels were monitored before (d-1) and after (d77) implant insertion by

determining the concentrations of melatonin in samples of jugular blood collected from the
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left jugular vein every half hour for 5 and 6 hours respectively, around dusk (d-1: 2 samples

before and 6 samples after dusk; d77: 3 samples before and 7 samples after dusk).
Blood sampling and assays

Blood samples (3 mL) taken by jugular venepuncture, were used to determine the
concentrations of progesterone and melatonin. They were placed in heparinised tubes
(Sodium Heparin 17 IU/mL; Vacutainer®, Becton Dickinson and Company, Franklin Lakes,
USA) and after sampling the plasma was separated by centrifugation (3700g for 30min at
4°C) and stored at -20°C.

Ovarian activity was monitored by following the pattern of progesterone concentrations in
jugular venous plasma. Progesterone was assayed in singly of 10 pL of plasma using a double
antibody enzyme-linked immunosorbent immunoassay (ELISA) (Canepa et al., 2008). The
sensitivity of the assay was 0.25 £ 0.12 ng/mL (29 assays), the intra-assay coefficient of
variation was between 3 and 11 % (29 assays) and inter-assay CV was 8 %. Plasma melatonin
concentrations were determined in duplicate in one assay using a radioimmunoassay (RIA)
described by Fraser ef al. (Fraser et al., 1983), with an antibody raised by Tillet ez al. (Tillet et
al., 1986). The assay sensitivity was 4 pg/mL and the intra-assay coefficient of variation (CV)

was 6 %.
Method used to calculate end points of ovarian activity

An animal was considered as cycling whenever the plasma concentration of progesterone was
above 1 ng/mL in at least two consecutive samples. Using these data we calculated for each
ewe, the date of resumption of ovarian activity after the insertion of melatonin implants as
well as the dates of the start and end of the previous breeding season. The period of ovarian
activity was calculated for each animal as the time elapsed between the first and last plasma

samples with a concentration of progesterone above 1 ng/mL.
Statistical analysis

Data are presented as the means + the standard error of the means (SEM) except for BCS
data, which are presented as medians =+ inter-quartile ranges. All analyses were performed

using the statistical analysis software SPSS (SPSS Inc., IBM Company Headquarters, Illinois,
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USA). Correlations between variables were measured using the Pearson’s correlation and
presented as the Pearson product-moment correlation coefficient (r). Data were analysed
using either a one-way or a two-way ANOVA and data that were not normally distributed
were analysed using the Mann-Whitney U-test for paired comparisons. Differences or

correlations were regarded as significant at p < 0.05.

Results

Body Condition Score and Weight

Pre-experimental period

During the pre-experimental period both groups were still managed to produce the target
BCSs. Therefore the ewes in the WFyg experienced significant losses in LW (p < 0.001)
while the ewes in the Rygp group experienced a significant loss in BCS (p < 0.001).

Still, there were significant differences between groups in median BCSs, 3.60 + 0.56 vs. 1.90
+ 0.55 and mean LWs, 80.8 + 2.6 kg vs. 54.4 £ 1.7 kg for the WFygr and Rygp groups
respectively (both p < 0.001; data not shown).

Experimental period

At the start of the experiment the nutrition groups had achieved markedly and significantly
different nutritional states, the WFyg1 group had a median BCS of 3.13 £+ 0.63 and an average
LW of 81.3 £ 2.9 kg while the Ry group had a median BCS of 1.50 + 0.28 and an average
LW of 59.6 + 2.5 kg (both p <0.001; Figure 1A & 1B).

Ovarian activity

Pre-experimental period

Considering the breeding season during the pre-experimental period, there was no difference
between groups in the date of the onset of ovarian activity (WFygr: 26-Aug £ 5 d and Ryg;:
11-Sep = 10 d; p > 0.05). However there was a trend toward significance for an earlier ending
of the ovarian activity in the ewes of the Ryigr, group (21-Feb + 8 d vs. 29-Jan £ 9d; p = 0.09).

As a result there was only a trend for the ewes in the WFyg group towards a longer breeding

Troisieme Partie Article 1 176



season of about one month on average, in comparison with the ewes of the Ry group (178 £

10 d vs. 140 £ 19 d; p = 0.11; data not shown).
Experimental period

The treatment with melatonin implants induced an early resumption of ovarian activity of 52
days on average (= 1 month and 3 weeks) in the ewes of the WFyg group when compared
with the mean date of onset of their previous breeding season (04-Jul = 3 d vs. 26-Aug £+ 5 d;
p < 0.001; Figure 2). However in the ewes of the Ry group this same parameter was not
effected by treatment with melatonin (after treatment: 30-Aug + 22 d, previous season: 11-
Sep = 10 d; p > 0.05). Therefore the resumption of ovarian activity after the treatment with
melatonin was significantly delayed in the ewes of the Rygr, group when compared with the

ewes of the WFyp1 group [04-Jul (d53) + 3 d vs. 30-Aug (d110) + 22 d; p < 0.05; Figure 2].

A strong heterogeneity was identified in the timing of resumption of ovarian activity after
treatment in the ewes of the Rygr group. This heterogeneity was tested using a discriminant
analysis based on the tests of Wilks’ lambda and Box’s M statistics that confirmed (both p <

0.01) the existence of two subgroups within the Ry, group.

The first subgroup or Rygr-r group, comprised 4 animals [resumption of ovarian activity: 08-
Jul (d57) = 3 d; BCS: 1.56 £ 0.28; LW: 64.3 £+ 5.0 kg]. The ewes of this group exhibited a
synchronous response to the treatment with melatonin that was similar to that of the ewes in
the WFygL group. The second subgroup or Rygrnr group, comprised the other 4 animals
[resumption of ovarian activity: 22-Oct (d163) + 22 d; BCS: 1.44 + 0.19; LW: 55.0 + 7.2 kg].
This group was heterogeneous and comprised the animals that exhibited an asynchronous
resumption of ovarian activity after treatment with melatonin. The ewes in the Ryg.r group
exhibited an earlier response to melatonin treatment (p < 0.01) and had a trend toward a
higher mean LW (p = 0.08) in comparison with the ewes in the Rygr.nr group. Therefore the
ewes in the Ryg.r group were considered as responsive and the ewes in the Ryppnr group

unresponsive, to the treatment with melatonin implants.

When all the responsive animals were considered (i.e. irrespectively of their nutritional group)
the advance of the mean date of onset of ovarian activity following melatonin treatment
averaged 54 days (= 1 month and 3 weeks) when compared with the mean date of onset of

ovarian activity during the previous breeding season (p < 0.001).
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Each responsive animal experienced a period of anoestrus between its ovarian activity
induced by the treatment with melatonin and the resumption of its breeding season. The
length of the period of ovarian activity induced by the treatment with melatonin was not
significantly altered by the nutritional state of the animals (WFygr: 56 = 13 d, RvprLr: 26 £9
d; p > 0.05). Following the treatment with melatonin, the timing of resumption of the breeding
season was not significantly altered by the nutritional state of the animals (WFygr: 19-Oct +

13 d, RMEL-R: 21-Nov+9 d; P > 005)

In the ewes of the Rygrnr group when the dead ewe was removed from the analyses, the
timing of resumption of ovarian activity following the melatonin treatment was similar to the
timing of resumption of the breeding season for the ewes in the Rygr.r and WFygr groups
(13-Nov £ 14 d; both p > 0.05). In comparison with their previous breeding season, this

reproductive transition occurred = 62 days later (13-Nov = 14 d vs. 12-Sep + 3 d; p <0.05).

Plasma concentrations of melatonin before and after treatment

At d-1 there were no differences between nutritional groups in their mean daytime (each
sample had plasma concentrations of melatonin below the assay sensitivity) and night-time
(WFyeL: 15420 + 32.87 pg/mL, Rygr: 154.50 £ 38.51 pg/mL; p > 0.05) plasma
concentrations of melatonin. Within the food-restricted animals, the ewes of the Rmer.nr
group had significantly lower night-time plasma concentrations of melatonin (250.88 + 24.33

pg/mL vs. 57.88 £ 11.79 pg/mL; p < 0.001; Figure 3).

In a similar manner at d77 after melatonin treatment, there were no differences between
nutritional groups in terms of their daytime (WFyg: 48.75 = 17.28 pg/mL, Rygr: 39.10 +
12.96 pg/mL; p > 0.05), night-time (WFygr: 158.05 £ 19.90 pg/mL, Rypr: 164.37 + 21.55
pg/mL; p > 0.05) and overall (WFygp: 125.26 £ 16.70 pg/mL, Rygr: 126.79 + 16.64 pg/mL; p
> 0.05) plasma concentrations of melatonin. Within the restricted animals the Ry .r and
RmeL-nr groups could not be distinguished on the basis of their daytime plasma concentrations
of melatonin (Ryvgrr: 43.10 + 20.40 pg/mL, Ryprnr: 35.10 = 18.88 pg/mL; p > 0.05).
However, after melatonin treatment the ewes of the Rygr.r group had significantly greater
night-time (210.45 £+ 24.68 pg/mL vs. 118.30 = 11.94 pg/mL; p < 0.05; Figure 3) and overall
(160.24 £ 19.80 pg/mL vs. 93.34 = 12.45 pg/mL; p < 0.05) plasma concentrations of

melatonin.
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After melatonin treatment by d77, in 3 out of 9 ewes of the WFyg1. group (33 %) and 3 out of
8 ewes of the Ry group (38 %) the daytime plasma concentrations of melatonin did not
exceed the assay sensitivity (data not shown). Since this phenomenon was independent of the
ability of the ewes to respond to the melatonin treatment, it was likely due to technical
constraints i.e. an early cessation of melatonin release by the implants (estimated at 80 = 10

days).

Correlations

When all the animals were considered independently of their nutritional status, there was a

significant correlation between BCS and LW, r=0.90 (p <0.001).

In the ewes of the Rygr group there was a significant correlation between LW and the
nocturnal/overall melatonin concentrations monitored at d77, both r = 0.77 (both p < 0.05). In
this same group the expression of an earlier ovarian response to melatonin was negatively
correlated with BCS, r = -0.75 (p < 0.05) and LW, r = -0.80 (p < 0.05). Furthermore this
parameter was negatively correlated with the nocturnal, r = -0.77 (p < 0.05) and overall, r = -

0.70 (p = 0.05) melatonin concentrations on d77.

Discussion

The results of this study establish that nutritional status is a major factor affecting the ovarian
response to melatonin treatment during the late anoestrus in Ile-de-France ewes. On the one
hand, the ewes maintained in optimal breeding conditions had a generalized response to the
treatment that allowed the advancement of their breeding season. In this group the ovarian
response to the treatment with melatonin was similar to that reported in previous experiments
(Haresign et al., 1990; Staples et al., 1991; Malpaux et al., 1995). On the other hand, the same
treatment was not effective in advancing the breeding season of the animals maintained in low
nutritional conditions. This result appears to contradict previous studies that reported a
beneficial effect of a low nutritional status on the reproductive performance of sheep in
response to melatonin (Robinson et al., 1991; Forcada et al., 1995; Vazquez et al., 2010a;

Vazquez et al., 2010b).

However, in this group the response to melatonin was heterogeneous because half of its

individuals actually had an early ovarian response that was similar in all respects to that of the
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well-fed ewes; the other half had a late resumption of ovarian activity. These two subgroups
could both be distinguished on the basis of their night-time plasma concentrations of
melatonin before and after the insertion of the melatonin implants. The responsive animals
showed consistently greater plasma concentrations of the hormone. This finding is consistent
with a previous study where a lower nutritional status was associated with lower plasma
concentrations of melatonin in the Ile-de-France ewe (Menassol et al., Deuxiéme Partie

Article ). In addition there was a negative correlation between the response to treatment with

melatonin and the BCS and LW of the animals maintained in a low nutritional status.

Given the differences within the food restricted animals in their night-time plasma
concentrations of melatonin and the known phase-shifting effect of nutritional status on the
photoperiodic-induced reproductive transitions in the Ile-de-France ewe (Menassol et al.,
2012). Two main hypotheses may account for the effects of low nutritional status, on the

response to melatonin.

Firstly their low nutritional status may have desensitized the non-responding animals to the
melatonin signal. Indeed, since the optimal timing of the melatonin treatment is dependent
upon the seasonal reproductive rhythm of the breed of sheep (English et al., 1986; Haresign et
al., 1990; Abecia et al., 2007) then potential alterations in the seasonal reproductive rhythm
due to nutritional status may have resulted in an inappropriate timing of implant insertion. In
this case, the late resumption of ovarian activity in the non-responding animals would merely
reflect the phase-shifting effect of a low nutritional status. During the previous breeding
season this effect was not evident probably because of better nutritional conditions for the

ewes in the restricted group.

The second hypothesis suggests a masking effect of a low nutritional status on the ovarian
response to melatonin. This is supported by the striking similarity in the dates of resumption
of ovarian activity whether the animal had an early ovarian response or not and irrespectively
of their nutritional groups. Under this hypothesis, the alteration of pineal functions indicated

by lower melatonin levels in unresponsive animals could have a functional role.

A more detailed monitoring of the endocrine events accompanying the putative ovarian
response to melatonin (i.e. between d40 and d60) would allow one to determine whether the

reproductive axis is effected by melatonin and help to decide between these two hypotheses.
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The fact remains that within the group of animals maintained in a low nutritional status, there
probably is a threshold that determines whether the animal will have a standard or
masked/non-existent response to melatonin. Given the relative homogeneity of nutritional
statuses within the ewes of the restricted group, this threshold is limited to a narrow range of
BCS/LW but is clearly identified on the basis of the night-time plasma concentrations of

melatonin.

Still, it remains to be determined whether this alteration in pineal functions has direct
consequences on the ovarian response to melatonin or merely reflects side-effects of low
nutritional conditions. In this regard, it is noteworthy that the efficacy of treatment with
melatonin implants in advancing the breeding season in small ruminants depends on an
increase in the exogenous/endogenous ratio of plasma concentrations of melatonin
(Chemineau et al., 1992). Because the low nutritional state of the animals in the Rygprnr
group was associated with lower plasma concentrations of melatonin, this ratio was probably
increased without being associated with a better ovarian response to melatonin. In our study
the low nutritional state of the animals has completely overridden this effect. Therefore, the
alteration of pineal functions is not likely to be involved directly in the negative response to
the treatment with melatonin implants. The fact that there were no significant differences in
the night-time plasma concentrations of melatonin between the ewes of the well-fed and

restricted (both subgroups) groups would argue in favor of this conclusion.
Conclusion

In conclusion, this study has established the existence of a threshold in the nutritional status of
the Ile-de-France ewes that can dramatically influence the ovarian response to melatonin
designed to advance the resumption of the breeding season. Considering farm practices, these
results would recommend not exceeding a certain limit of nutritional state i.e. below a LW of
60 kg and a BCS of 1.5 for the Ile-de-France breed, in order to obtain a good ovarian response

to melatonin.

The effect of the low nutritional status on the night-time plasma concentrations of melatonin
is coherent with some of our previous studies but whether it has a functional role in the

response to the treatment cannot be firmly established.
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The “masking” effect or the absence of an endocrine response to the treatment with melatonin

implants due to the low nutritional status remains to be determined.
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Figure 1 The nutritional status of the ewes in the WFygr and Ry groups. A. Median +

interquartile range body condition score (BCS) and B. Mean + SEM live weight (LW) for the
ewes in the WFyg (white bars; n = 9) and Rygr (black bars; n = 8) groups. The BCS and LW

were determined once at the beginning of the experimental period. *** P < 0.001.
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Figure 2 Individual latencies (in days) to the first ovarian cycle after the treatment with

melatonin (d0) in the ewes of the WFygL (A; n = 9) and Rygr groups (A; n = 8). The
horizontal bars depicts the mean latency for each group (see text for more details). Within the
ewes of the Rygp group the ewes of the Rygr group (n = 4) were identified by a different

pattern (hatched A). The cross indicates the time of death for one ewe in the Ry group.
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ll. Identifier les effets du statut nutritionnel sur la réponse a un effet
male

Certaines ¢études ont déja pu déterminer que chez les petits ruminants, un faible état corporel
diminue la proportion de chaleurs induites en réponse a un effet male (Lassoued et Khaldi,
1990; Veliz et al., 2006). En revanche I’implication des effets statiques de la nutrition sur les
différents ¢léments de la séquence endocrinienne et physiologique conduisant a 1’expression

des chaleurs ne sont pas détermings.

La stimulation phéromonale liée au male court-circuite la voie d’intégration du signal
mélatoninergique pour agir directement sur D’activité du générateur de pulses de GnRH
(Okamura et al., 2010). Ainsi les interactions entre les signaux liés a I’état d’engraissement
des animaux et la stimulation induite par le male peuvent relativement s’affranchir des
événements localisés en amont de la voie d’intégration du signal photopériodique. Il apparait
donc probable que les effets de 1’état d’engraissement sur les concentrations plasmatiques de
mélatonine (Deuxiéme Partie) n’interviennent pas pour moduler la qualité¢ de la réponse au

male.

En revanche les effets modulateurs de 1’état d’engraissement sur les profils saisonniers de
reproduction des brebis (Premicre Partie) pourraient altérer la réponse des brebis au male en
perturbant le moment idéal de la réalisation du traitement. Une telle perturbation pourrait
conduire a une chute de la proportion de chaleurs induites par I’effet male, a la maniére d’un

traitement réalisé au milieu de la saison d’ancestrus (Chanvallon et al., 2011).

L’objectif de cette expérimentation consistait donc en la détermination des effets de 1’¢état
d’engraissement des brebis dans la variabilité de leur réponse a un effet male, réalisé en fin de
saison d’ancestrus. Le suivi des événements de la séquence endocrinienne et physiologique
impliquée dans cette réponse avait également pour objectif de localiser les principaux sites de

cette interaction.

Pour cette étude 48 brebis Ile-de-France ont été utilisées et maintenues sous photopériode
ambiante. Deux groupes d’animaux avec des états d’engraissement différents (33 brebis bien
nourries vs. 15 brebis restreintes) ont été obtenus en utilisant un protocole alimentaire
similaire a celui décrit en premiere partie de ce manuscrit (cf. ci-dessus). Seule la nature de la

ration alimentaire était différente. Les males ont été introduits le 16-Juin. La veille, les
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caractéristiques de la libération de LH en réponse a une injection intraveineuse de GnRH
¢taient déterminées. A partir de I’introduction des males, la réponse endocrinienne et
physiologique des brebis a court (pulsatilité et pic préovulatoire de LH) et long terme (taux

d’ovulation, cycles ovariens et chaleurs) était suivie en fonction de leur statut nutritionnel.

Cette expérimentation a fait partie intégrante d’une étude plus vaste, analysant les effets
d’une suppléementation alimentaire et ses interactions avec l’état d’engraissement des
animaux sur les performances de la réponse a un effet male. Notre contribution a cette étude
s’est limitée au protocole de restriction alimentaire et a la réalisation pratique des
expérimentations. En conséquence l’article scientifique réalisé sur [’ensemble de ces travaux

sera fourni en annexe du présent manuscrit (Annexe 3).

1. Résultats

L’ensemble des paramétres de la réponse hypophysaire a I’injection iv de GnRH (moyenne et
concentrations plasmatiques maximales de LH) ont ét¢ affecté par 1’état d’engraissement des
brebis en étant diminués chez les brebis maintenues a un faible état d’engraissement en
comparaison des brebis maintenues a un état d’engraissement moyen (p < 0,05). Ce suivi de
I’activité hypophysaire a également révélé un effet de 1’état d’engraissement avant 1’injection
de GnRH, sur la réduction des concentrations plasmatiques moyennes de LH chez les brebis

maintenues a un faible état d’engraissement (p < 0,05).

L’état d’engraissement des brebis a affecté les réponses a court et long terme a 1’effet male.
Tandis que la majorité¢ des parametres de la réponse a court terme ont été sensibles au statut
nutritionnel des animaux, la plupart des ¢léments de la réponse a long terme ont été

comparables entre groupes nutritionnels.

Concernant la réponse a court terme, I’ensemble des parameétres du suivi de la pulsatilité de la
LH (moyenne, amplitude et concentrations plasmatiques maximales de LH ; latence au
premier pulse ; différentiel de pulses de LH apres et avant introduction des males) étaient
négativement affecté par la réduction de I’état corporel des animaux (p < 0,05). Ainsi selon
les criteres utilisés, 77 % des brebis restreintes exprimaient un accroissement significatif de
I’activité pulsatile hypophysaire en réponse au male contre 100 % des brebis bien nourries (p
< 0,05). En revanche, 1’état d’engraissement des brebis n’a eu d’influence sur 1’expression du

pic préovulatoire de LH.
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Concernant la réponse a long terme, seuls le taux d’ovulation et les concentrations
plasmatiques de progestérone sécrétées au cours d’un cycle normal étaient significativement
réduits (p < 0,001 et p < 0,05 respectivement) chez les brebis maintenues a un faible état

d’engraissement en comparaison des brebis maintenues a un état d’engraissement moyen.

2. Conclusion

La variabilité de la réponse a un effet male imputable aux effets de 1’état d’engraissement des
animaux est relativement faible si 1’on considére la qualité¢ de la réponse ovarienne. Elle
concerne essentiellement la modulation du taux d’ovulation. La distribution temporelle ainsi
que la proportion des chaleurs induites par cette technique ne sont pas affectés par 1’état

d’engraissement des brebis.

En revanche, le suivi de la réponse hypophysaire avant et a court terme apres 1’introduction
du male a révélé que les premicres étapes de la réponse endocrinienne sont des parametres
sensibles a 1’état d’engraissement des animaux. Ces résultats suggerent que 1) ’intensité de la
stimulation des signaux en provenance du male et/ou ii) le pool de LH hypophysaire, sont des

parametres réduits par la chute de 1’¢état corporel des animaux.

L’absence d’effets de 1’¢tat d’engraissement des animaux sur la proportion des cycles courts
ou encore la proportion d’expression des chaleurs en réponse au male, est probablement
révélateur du fait que les signaux en provenance du male sont correctement interprétés. Ainsi
cette interprétation permet le développement d’une séquence endocrinienne et physiologique
complete chez les brebis restreintes, d’une fagon tout a fait comparable a celle des brebis bien

nourries.
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Discussion Générale

L’¢établissement des effets de I’interaction entre statut nutritionnel et photopériode sur les
profils saisonniers d’activité neuroendocrinienne et ovarienne des ovins a permis de structurer
notre champ de recherche, en relativisant par exemple la contribution des effets GnRH-
indépendants. Dans un premier temps, les principaux traits physiologiques des effets de cette
interaction ont dirigé nos travaux vers 1’étude des potentiels mécanismes neuroendocriniens
sous-jacents. Dans un second temps, 1I’ensemble des résultats de nos travaux était mobilisé
afin d’identifier le rdle de I’état d’engraissement des brebis dans la variabilité de leur réponse
a deux techniques actuelles de maitrise de la reproduction (i.e. ’utilisation d’implants de

mélatonine et de 1’effet male).
La présente discussion s’articulera donc autour de deux points :

- Le premier point discutera de I’expression phénotypique et des mécanismes
neuroendocriniens  sous-jacents aux effets de [’interaction entre signaux
photopériodique et nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction des ovins. Il

s’appuiera sur les résultats des deux premieres parties du présent manuscrit.

- Le second point discutera de I’intérét zootechnique de 1’étude de ces interactions en
s’appuyant sur les résultats des expérimentations regroupées dans la troisiéme partie

du manuscrit.

Puisque la structuration du champ de nos recherches s’est accompagnée de choix quant aux
démarches expérimentales engagées, chacun de ces points fera 1’objet d’une approche critique

concernant notre parti-pris expérimental.

|. Le statut nutritionnel module I'expression du rythme saisonnier
de reproduction des ovins

Les différentes études engagées au cours de ce travail de thése ont eu pour point commun un
protocole expérimental basé sur le maintien a long terme de différents niveaux d’apports
énergétiques entre deux groupes de brebis. Ce type de protocole alimentaire révele deux choix

expérimentaux fondamentaux.
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Tout d’abord le régime alimentaire de chaque groupe nutritionnel était de méme nature et la
restriction énergétique se réalisait en limitant les quantités d’aliment offertes. Ceci permettait
d’¢liminer d’éventuels effets liés a des différences de qualité nutritionnelles du régime
alimentaire de chaque groupe. D’un autre coté cette restriction des quantités offertes s’est
effectuée en limitant au maximum les déficiences en apports protéiques du régime
alimentaire. Ce second point est d’importance puisque de cette maniére, sont limités des effets
directs du régime sur les différentes voies de syntheése hormonales. Ainsi la mise en place de
la restriction alimentaire visait a mettre en évidence les seuls effets de 1’activation des

mécanismes d’épargne énergétique de I’organisme.

Les résultats de nos études ont alors révélé certains traits caractéristiques de la mise en place
des mécanismes du maintien de 1’homoeostasie énergétique sur le fonctionnement de I’axe

reproductif.

1. Des traits caractéristiques

Le principal trait des effets de I’interaction entre statut nutritionnel et photopériode sur les
profils saisonniers de reproduction de la brebis Ile-de-France est une modulation du moment
des transitions saisonnicres entre €tats reproductifs (Premicre Partie Article 1). Ainsi 1’état
d’engraissement des animaux n’altére pas la phase et la période du rythme annuel de
reproduction. En d’autres termes, le statut nutritionnel perturbe la synchronisation
photopériodique des transitions reproductives sans affecter la synchronisation du rythme

circannuel de reproduction.

Le remarquable parallélisme établit entre les effets du statut nutritionnel sur les profils
saisonniers d’activité neuroendocrinienne et ovarienne chez la brebis Ile-de-France (Premiére
partie Article 1), nous a permis de relativiser la contribution des effets directs de la nutrition
sur I’activité ovarienne, c’est-a-dire les effets GnRH/LH-indépendants (Figure 23). Aussi et
conformément aux résultats reportés dans notre étude bibliographique (Blache et al., 2000),
les effets statiques de la nutrition se transmettent essentiellement au niveau central pour

affecter 1’axe reproductif.

A ce stade, nous pouvons résumer notre hypothése a une transmission centrale des effets
statiques de la nutrition essentiellement dirigée sur les mécanismes photopériodiques

conditionnant la durée d’expression du rythme reproductif. Les mécanismes photopériodiques
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impliqués dans la synchronisation du rythme circannuel de reproduction ne seraient pas ou

peu sensibles aux effets du statut nutritionnel.

Ainsi dans les limites de nos conditions expérimentales, la durée de la saison de reproduction
est positivement corrélée au statut nutritionnel de 1’individu. De plus, il est remarquable de
constater que pour un statut nutritionnel donné, le moment des transitions saisonniéres entre

états reproductifs possede une faible variabilité.

Les travaux de Malpaux et al. (1988a; 1990) ainsi que ceux de Woodfill et al. (1994),
¢tablissent clairement que la durée, la période et la phase du rythme saisonnier de
reproduction sont des parameétres controlés par des portions distinctes du cycle
photopériodique. Aussi notre hypotheése de recherche pourrait étre affinée en limitant les
effets du statut nutritionnel a une perturbation de la portion du cycle photopériodique
controlant la durée de la saison de reproduction, c’est-a-dire les jours décroissants automnaux

qui agissent sur le maintien des activités reproductives.

Si une interaction entre facteurs photopériodique et nutritionnel aussi localisée dans le temps
pourrait expliquer certains effets unidirectionnels du statut nutritionnel sur la modulation d’un
des deux moments de transition entre états reproductifs chez la brebis (Forcada ef al., 1992),
elle s’avererait insuffisante pour rendre compte de la symétrie des effets du statut nutritionnel
sur chacune des deux transitions reproductives observés dans nos études. Il apparait davantage
vraisemblable que le facteur nutritionnel agisse sur différentes portions du cycle
photopériodique, probablement celles ou la durée du jour est intermédiaire (i.e. printemps et
automne). En effet, ces portions intermédiaires du cycle photopériodique favorisent la
transmission des effets des facteurs environnementaux non-photiques chez le hamster

Sibérien (Paul ef al., 2009).

Ces différents traits identifiés chez la brebis peuvent €tre rapprochés d’études similaires
(Figure 22) réalisées chez une autre race de brebis (Forcada et al., 1992), chez la jument
(Salazar-Ortiz et al., 2011) ou encore chez la chévre (Zarazaga et al., 2005; Zarazaga et al.,

2011).

D’un point de vue théorique la manifestation des activités saisonnieres de reproduction chez
la brebis Ile-de-France apparait étre dépendante d’un rapport de forces entre facteurs
photopériodiques et nutritionnels. Au sein de ce rapport de forces, 1’état d’engraissement des

brebis agit comme un seuil constant oppos¢ a I’entrainement photopériodique du rythme
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reproductif. L’intensité de la photopériode doit alors étre suffisamment puissante pour
permettre I’expression du rythme reproductif. Cette formulation théorique peut étre traduite

en un modele graphique (Figure 29).

Un des intéréts de ce modele est d’identifier une fenétre annuelle pour I’expression des
activités de reproduction, déterminée en fonction du statut nutritionnel de I’individu. Ce
modele met également en évidence les effets de variations d’amplitude de [’état
d’engraissement des individus sur les profils saisonniers de reproduction. Sont ainsi expliqués
les résultats de certaines études qui identifiaient ou n’identifiaient pas d’effets d’une
diminution du statut nutritionnel sur I’activité des gonadotrophines selon la période ou elles
¢taient conduites (Barker-Gibb et Clarke, 1996; Renquist et al., 2008b; Caraty A.,

communication personnelle).

Ce modele est toutefois limité par nos conditions expérimentales puisque nous ne pouvons
pas présupposer de la réponse reproductive d’animaux placés dans des situations
nutritionnelles extrémes. Les quelques données dont nous disposons indiquent que
conformément a de précédentes ¢tudes (Allen et Lamming, 1961; Caldeira et al., 2007), un
trop faible état d’engraissement est un facteur susceptible de dépasser I’entralnement
photopériodique des activités de reproduction pour maintenir une saison d’ancestrus

constante.

2. Un modele généralisable a 'ensemble des races ovines ?

Le suivi du profil saisonnier d’activité ovarienne chez la brebis Mérinos d’Arles, a permis de
vérifier le moindre degré de saisonnalité de cette race comparée a I’le-de-France (Premiére
partie  Article 2). A conditions d’élevage comparables (cycle photopériodique, état
d’engraissement, alimentation, ...) ces brebis ont systématiquement exprimé une saison de
reproduction plus longue. Cette différence de sensibilité au facteur photopériodique, propre au
degré de saisonnalité de la race ovine considérée, vérifie les résultats de certaines études

précédentes (Martin et al., 1999; Chemineau et al., 2004).

Concernant les effets de I’interaction entre facteurs nutritionnel et photopériodique sur ces
mémes profils, de nombreuses similitudes avec le modéle établit chez 1’Ile-de-France ont été
identifiées. En effet I’état d’engraissement des brebis Mérinos d’Arles n’affecte pas la

synchronisation photopériodique de la période du rythme circannuel de reproduction. En
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revanche ce facteur agit sur le moment de chacune des transitions saisonniéres pour in fine

moduler la durée de la saison de reproduction.

Les interactions entre facteurs nutritionnel et photopériodiques semblent donc affecter
I’expression du rythme reproductif des ovins indépendamment de leur degré de saisonnalité.
Ceci nous permet de suggérer que les mécanismes neuroendocriniens impliqués dans la
transmission des effets de 1’état d’engraissement sur les voies photopériodiques du controle de
I’activité de I’axe hypothalamo-hypophysaire, sont généralisables a 1’ensemble de 1’espece

ovine.

Entre les deux races ovines étudiées au cours ces travaux, 1’harmonisation du modéle
d’interaction entre facteurs nutritionnel et photopériodique sur la saisonnalit¢ de la
reproduction se réalise soit en modulant la sensibilit¢ du rythme reproductif aux signaux
nutritionnels (Figure 30A) soit par une modulation de I’amplitude du rythme circannuel de

reproduction (Figure 30B).

Ces modeles généralisés révelent la meilleure capacité d’expression du rythme reproductif des
races moins saisonnées dans des conditions nutritionnelles défavorables voire une certaine
capacité au désaisonnement dans des conditions nutritionnelles optimales. Ces phénomenes
sont considérés comme reflétant 1’adaptabilité de ces races aux effets du statut nutritionnel et

sont exploités dans différents systemes d’¢levages (Molénat et al., 1993).

Toujours en considérant ces modeles généralisés, une étude réalisée chez le bélier a suggéré
I’existence de différents mécanismes, fonctions du degré de saisonnalité de la race considérée,
pour I’intégration des effets de la nutrition sur 1’axe reproductif (Martin et al., 2002). Cette
¢tude suggérait notamment 1’intervention prépondérante des effets GnRH-indépendants pour
moduler les profils saisonniers de reproduction chez les races moins saisonnées. Sans entrer
en contradiction avec nos conclusions, il nous apparait probable que cette intervention des
effets GnRH-indépendants soit la conséquence des effets dynamiques de la nutrition associés

aux variations du statut nutritionnel des béliers.

Afin de concilier ces résultats avec nos hypothéses, il nous apparait que I’entrainement
photopériodique des activités de reproduction peut étre masqué chez certaines races moins
saisonnées a la faveur des effets GnRH-indépendants. Ainsi ’amplification des variations

d’amplitude du rythme annuel de reproduction chez les races moins saisonnées, favoriseraient
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I’apparition de stratégies reproductives davantage opportunistes au sein d’une méme espece,

et cela conformément au modele développé par Bronson (2009).

3. Une interaction en amont de [I'axe d’intégration du signal
photopériodique

Les effets de l’interaction entre facteurs nutritionnel et photopériodique sur les profils
saisonniers de reproduction des ovins suggérent que le statut nutritionnel n’agit pas au niveau
de la synchronisation photopériodique du rythme circannuel de reproduction mais
essentiellement sur les mécanismes neuroendocriniens initiant les variations de sensibilité du
générateurs de pulses de GnRH au rétrocontrole négatif de 1’cestradiol. Notre approche
expérimentale a privilégi¢ I’étude d’un site probable d’interactions localisé en amont de la

voie centrale d’intégration du signal photopériodique, I’horloge circadienne principale.

Dans un premier temps nos €tudes ont pu exclure un tel niveau d’interaction puisque le statut
nutritionnel ne perturbe pas de fagon évidente I’entrainement de I’activité métabolique de la
glande pinéale par I’horloge des noyaux suprachiasmatiques. En revanche nous avons pu
identifier un effet trés net du statut nutritionnel sur ’amplitude du rythme endogeéne de
sécrétion de mélatonine (Deuxiéme partie Article 1) impliquant probablement 1’activation

centrale de la voie AMPK (Deuxi¢me partie Article 2).

Cette diminution des concentrations plasmatiques de mélatonine est attribuable a une
modulation du métabolisme pinéalien et non pas a une variation du catabolisme de 1’hormone.

Cette déduction tient en deux observations principales :

- D’une part cet effet a pu étre mimé par 1’administration d’une substance

pharmacologique et en I’occurrence deux substances, la metformine et I’AICAR.

- D’autre part, une éventuelle modification de la clairance hormonale li¢e a 1’état
corporel impliquerait ’effet inverse, i.e. des concentrations plasmatiques supérieures

chez les brebis restreintes.

Cet effet est vraisemblablement indépendant du fonctionnement de I’horloge circadienne
principale ainsi que laisse a penser 1’absence déja signalée de variations photopériodiques de
I’amplitude du rythme de sécrétion de mélatonine chez les ovins (Chemineau et al., 2002) et

également vérifiée dans nos études.
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En conséquence nos résultats suggerent une action des signaux nutritionnels, métaboliques et
hormonaux liés a I’état d’engraissement des animaux sur le circuit neuronal controlant
I’activité métabolique pinéalienne. L’action de ces différents facteurs, notamment via la voie
de I’AMPK, concoure a intégrer une information propre au statut nutritionnel des animaux au

niveau du rythme de sécrétion de mélatonine.

L’implication de la leptine dans la transmission de effets du statut nutritionnel sur les
concentrations plasmatique de mélatonine est suggérée par de précédentes études réalisées in
vitro (Zieba et al., 2007) ou in vivo (Zieba et al., 2008a) chez la brebis. En revanche nos
résultats ne lui confirment pas une action photopériode-dépendante (i.e. inhibitrice en JL et
stimulatrice en JC). Cette derni¢re était alors inexistante ou simplement dépassée par

I’intervention d’autres facteurs restant a déterminer.

Statuer sur la participation de cette altération du rythme de sécrétion de mélatonine dans la
transmission des effets du statut nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction des

ovins est délicat, le role tenu par I’amplitude du rythme étant sujet a controverse :

- D’un cbté une étude réalisée chez la brebis Ile-de-France écarte toute contribution de
ce parametre dans le controle des activités saisonniéres de reproduction des ovins
(Zarazaga et al., 2003). De plus d’autres études n’identifient pas d’effet de la nutrition
sur I’activité de la glande pinéale chez les ovins (Martin et al., 2002) ou chez les

caprins (Zarazaga et al., 2011).

- D’un autre coté certains résultats suggerent que les variations d’amplitude du rythme
de sécrétion de mélatonine puissent étre un moyen d’intégration d’une information de
nature environnementale voire photopériodique pour contrdler les activités de

reproduction (pour revue cf. Pévet et al., 1991).

Concernant les études précédemment citées et excluant tout role de I’amplitude du rythme de
sécrétion de mélatonine dans le controle du rythme reproductif saisonnier, certaines limites
peuvent étre constatées. Il s’agit de conditions nutritionnelles insuffisamment restrictives
(Martin et al., 2002) ou encore de concentrations plasmatiques endogeénes de mélatonine déja
trés faibles en conditions nutritionnelles standards (Zarazaga et al., 2011). Effectivement nos
résultats indiquent que la diminution des concentrations plasmatiques de mélatonine ne se

manifeste que lorsqu’une certaine limite de note d’état d’engraissement est dépassée (NEC <
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1.75) chez des animaux dont les concentrations plasmatiques de mélatonine en conditions

standards sont suffisamment ¢élevées (> 50 pg/ml) (Troisiéme partie Article 1).

Ainsi en I’état des connaissances actuelles nous sommes limités a trois hypothéses pour

déterminer 1I’importance physiologique de nos résultats :

1) il s’agit d’une simple association d’effets liés au statut nutritionnel sans role

fonctionnel vis-a-vis de 1’axe reproductif
1) I’effet est permissif et affecte indirectement les fonctions reproductives

1i1) I’effet perturbe le décodage du signal photopériodique pour affecter les profils

saisonniers de reproduction.

Supposer la validité de cette troisiéme hypothése impliquerait que le circuit d’intégration du
signal mélatoninergique dispose de mécanismes capables d’identifier une chute de I’intensité
de son signal puisque, ainsi que confirmé dans nos ¢études, la valeur absolue des
concentrations plasmatiques de mélatonine n’est pas un prédicteur pertinent des profils

saisonniers de reproduction (Zarazaga et al., 2003).

Deux scénarii peuvent étre envisagés afin d’expliquer la transmission des effets d’une
diminution de I’amplitude du rythme de sécrétion de mélatonine sur les profils saisonniers de

reproduction :

- Premiérement pourrait étre incriminé un effet directement dépendant des faibles
niveaux de mélatonine qui de facto modulent la quantité totale de mélatonine libérée,
pour une durée de sécrétion restant inchangée. Cet effet serait alors moins présent en
jours longs, ne perturbant pas leur action de synchronisation du rythme de
reproduction, mais s’amplifierait & mesure que la durée du jour diminue au cours du
cycle annuel. Il interviendrait alors pour modifier la lecture de ces portions du cycle
photopériodique notamment impliquées dans le contrdle de la durée de la saison de
reproduction. Ce premier scénario est en contradiction avec certaines études excluant
tout role des quantités totales de mélatonine sécrétées dans le controle des activités de

reproduction notamment chez le hamster Syrien (Pitrosky et al., 1995).

- Un second scénario résiderait dans les interrelations complexes existant entre les

niveaux de mélatonine et la densité d’expression de son/ses récepteur(s) (pour revue
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cf. Witt-Enderby et al., 2003). Ainsi il serait envisageable que la chute des niveaux de
sécrétion de mélatonine entraine des variations d’expression de son récepteur qui in
fine pourraient soit directement moduler ’interprétation du signal photopériodique,
soit renforcer 1’effet des signaux nutritionnels sur ’activité du générateur de pulses de

GnRH (Hastings et al., 1997; Heideman et al., 2001).

Un moyen de confirmer ou d’infirmer I’ensemble de ces hypothéses consisterait d’une part a
vérifier les effets du statut nutritionnel sur les concentrations de mélatonine dans le liquide
cérébrospinal et d’autre part, a observer les effets d’'une manipulation pharmacologique de ces
concentrations sur I’expression de la saisonnalité de la reproduction. Soit en maintenant des
niveaux constamment €élevés chez des brebis restreintes, soit en maintenant des niveaux
constamment faibles chez des brebis bien-nourries. Concernant ce dernier point, un début de
réponse peut étre apporté en considérant le fait que des brebis ayant subi une pinéalectomie
incompléte ont exprimé un rythme reproductif saisonnier normal malgré une chute de leurs

concentrations plasmatiques de mélatonine (Bittman et al., 1983b).

Une limite considérable de nos travaux réside dans 1’interprétation de variations centrales des
concentrations de mélatonine via la mesure de ses concentrations plasmatiques. Si cette
derni¢re semble bien refléter I’activité métabolique globale de la glande pinéale (Coon et al.,
1999; Skinner et Malpaux, 1999), il est nécessaire de garder a I’esprit que la biodisponibilité
centrale de I’hormone puisse varier selon des facteurs non révélés par nos mesures (Legros et

al., 2006).

4. Autres sites d’interactions envisageables

Les résultats de nos travaux n’identifient pas 1’horloge circadienne principale des ovins
comme étant un lieu privilégié pour transmettre les effets des interactions entre facteurs
photopériodique et nutritionnel sur I’activité des neurones a GnRH. Aussi, d’autres sites
d’interactions localisés plus en aval de la voie d’intégration du signal photopériodique sont
envisageables. Le long de cette voie ce sont alors I’ensemble des éléments capable de coupler
signaux mélatoninergique et signaux liés a 1’état d’engraissement des animaux, qui sont
susceptibles de participer a la transmission des effets du statut nutritionnel sur les profils

saisonniers de reproduction des ovins.

Si nos résultats ne révélent pas une participation de 1’horloge circadienne principale des NSC,

ils n’excluent pas une implication des horloges circadiennes périphériques de la pars tuberalis
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et/ou de [I’hypothalamus prémamillaire dans la transmission des effets de [1’état
d’engraissement sur les profils saisonniers de reproduction des ovins. Notamment parce que
dans certaines conditions de restriction alimentaire temporelle, le fonctionnement des
horloges périphériques peut étre découplé de celui de 1’horloge principale chez les rongeurs
(Damiola et al., 2000). 11 serait ainsi envisageable que les effets de I’activation centrale de la
voie AMPK sur les concentrations plasmatiques de mélatonine (Deuxieéme partie Article 2),
ne constituent qu’un effet secondaire et que la cible principale de cette activation soit les

horloges périphériques centrales.

Les variations d’expression de GPR50 en fonction du statut nutritionnel qui ont été constatées
chez la souris (Ivanova et al., 2008), ont également été étudiées au cours de cette thése chez
les ovins. L’objectif de notre expérimentation consistait en la comparaison des niveaux
d’expression de la protéine au sein de différentes structures centrales, en fonction du statut
nutritionnel chez la brebis Mérinos d’Arles. Toutefois, les résultats de ces travaux n’ont pas
pu étre exploités en considérant le manque de spécificité de I’anticorps développé chez le
lapin (Hamouda et al., 2007) et utilis¢ en Western blot chez 1’ovin. Si des effets du statut
nutritionnel sur les niveaux d’expression de GPRS50 sont identifiés chez les ovins, ils
pourraient intervenir conjointement avec la modulation des niveaux de mélatonine pour
perturber la lecture du signal photopériodique et in fine affecter les profils saisonniers de

reproduction.

Dans nos ¢études la mise en évidence de la symétrie des effets du statut nutritionnel sur les
profils saisonniers de reproduction (Premiére partie) indique que le ou les mécanismes initiant
les transitions saisonnieres reproductives sont pareillement affectés par le statut nutritionnel.
Ces résultats peuvent étre rapprochés de la symétrie des phénomenes de neuroplasticité
accompagnant chaque transition reproductive et observés dans différentes structures
hypothalamiques (principalement APO et ARC) (Chalivoix et al., 2013). En effet cette
neuroplasticité photopériodique serait impliquée dans la mise en place d’un circuit neuronal
susceptible de moduler ’activité des neurones a GnRH et serait potentiellement sensible aux
effets du statut nutritionnel (Horvath, 2006). Ainsi une perturbation de la neuroplasticité
photopériodique hypothalamique par le statut nutritionnel pourrait en partie expliquer nos

résultats.

Finalement, méme si nos études n’apportent a ce sujet que peu d’éléments, il est

vraisemblable que les populations de neurones a RFRP soit un site privilégi¢ d’interaction
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pour I’établissement des profils saisonniers de reproduction compte tenu de leur role dans le
controle photopériodique et métabolique de I’activité des neurones a8 GnRH (Backholer et al.,

2010; Clarke et al., 2012; Simonneaux et Ancel, 2012).

Il. Le statut nutritionnel exerce une influence majeure sur la réponse
des brebis a différentes techniques de maitrise de la reproduction

La caractérisation des effets du statut nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction
(Premicere partie) ainsi que la détermination de certains des sites centraux d’interaction entre
facteurs photopériodique et nutritionnel (Deuxiéme partie), nous permettent d’émettre deux
hypotheses afin d’expliquer la variabilit¢ d’origine nutritionnelle dans la réponse aux

traitements visant & maitriser la saisonnalité de la reproduction des ovins (Troisiéme Partie) :

- Premie¢rement, en modulant le moment des transitions saisonnicres reproductives, les
effets statiques de la nutrition pourraient perturber le moment optimal d’application du
traitement stimulateur. Cette hypothése considére qu'une telle perturbation pourrait avoir lieu
en I’absence d’effets du statut nutritionnel sur la synchronisation photopériodique du rythme
reproductif, les résultats de nos études nous incitant a exclure de tels effets. Dans ce cas les
signaux hormonaux, nutritionnels et métaboliques liés & un faible état d’engraissement
agiraient 1) sur la capacité de I’axe hypothalamo-hypophysaire a interpréter une stimulation
ponctuelle (ex. la stimulation neuroendocrinienne a court terme induite par 1’effet male) et/ou
11) pour freiner Dinterprétation d’une stimulation maintenue (ex. le maintien de

concentrations plasmatiques ¢élevées de mélatonine, ...).

- D’un autre coté Dleffet seuil d’un faible état d’engraissement pour limiter la
manifestation de la saison reproductive peut ne pas interagir avec la capacité de 1’organisme a
interpréter un signal stimulateur, mais affecter I’intensité de sa réponse i.e. altérer la
sensibilit¢ de 1’organisme pour une stimulation donnée. Ainsi certains éléments de la
séquence endocrinienne et physiologique initiée par la stimulation pourraient étre affectés
voire les performances zootechniques globales du traitement. Cet effet qualitatif de la
nutrition sur I’expression d’une réponse reproductive pourrait se transmettre via i) des
modifications de la capacité de ’axe reproducteur a étre stimulé (ex. via la diminution des
concentrations plasmatiques d’insuline et son role central au sein des régulations endocrines

des fonctions ovariennes (Scaramuzzi et al., 2006)) et/ou i) des modifications plus ou moins
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directes de D’intensité du signal (ex. via la diminution du métabolisme de la glande pinéale

dans le cadre de traitements a base de mélatonine).

Constatée dans nos expérimentations, cette variabilité d’origine nutritionnelle sera discutée en
fonction de ces deux hypotheéses. Ces derniéres ne sont pas nécessairement mutuellement
exclusives et peuvent méme se confondre lorsqu’un animal ne présente pas de réponse

apparente a une stimulation donnée (Figure 31).

1. Implication de I'état d’engraissement dans la variabilité de la réponse a
un traitement d’implants de mélatonine

Le statut nutritionnel des brebis a eu un effet considérable sur la variabilit¢ de la réponse
ovarienne a un traitement d’implants sous-cutanés de mélatonine réalisé en fin d’ancestrus
chez la race Ile-de-France (Troisiéme partiec Article 1). Tandis que 1’ensemble des brebis
maintenues a un état d’engraissement moyen ont exprimé une réponse ovarienne correcte,
seule la moitié¢ des brebis maintenues a un faible état d’engraissement a présenté ce type de
réponse. Au sein de ce dernier groupe a pu étre identifié un seuil nutritionnel, matérialisé par
les concentrations plasmatiques de mélatonine. Ainsi les brebis ne présentaient pas de réponse
au traitement des lors qu’un faible état corporel (NEC < 1,50) était associé a de faibles

concentrations plasmatiques de I’hormone (< 100 pg/ml).

A notre connaissance, un tel effet de 1’état corporel sur la réponse a un traitement de
mélatonine n’avait jamais été¢ identifié, probablement du fait de conditions nutritionnelles
insuffisamment restrictives. Dans 1’ensemble des études réalisées chez la brebis, il est
majoritairement reporté¢ que ’interaction entre un traitement de mélatonine et un faible état
corporel provoque une meilleure réponse (Robinson et al., 1991; Forcada et al., 1995;

Rondon et al., 1996). Dans notre étude, une telle stimulation n’a pas été identifiée.

A premicre vue, nos résultats suggérent qu’un trop faible état corporel a affecté la capacité
des animaux a interpréter 1’augmentation des concentrations plasmatiques de mélatonine en
tant que signal stimulateur de 1’activit¢ de 1’axe hypothalamo-hypophysaire (Figure 31).
Cette conclusion serait a rapprocher des effets d’un mauvais moment d’application du
traitement ne permettant pas d’avancer la date de reprise d’une activité ovarienne (Forcada et

al., 2002a).

Cependant certaines caractéristiques des profils d’activité ovarienne des brebis ne répondant

pas aux implants de mélatonine n’excluent pas une diminution de I’intensité de leur réponse
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vers un niveau indétectable, plutdt qu’une absence totale de réponse endocrinienne (Figure

31).

Les résultats de cette étude nous ont renseignés quant a 1I’implication de faibles concentrations
plasmatiques de mélatonine dans la transmission des effets de 1’état d’engraissement sur les
profils saisonniers de reproduction. En effet chez les brebis présentant un faible état corporel,
il eut été vraisemblable d’obtenir une réponse correcte au traitement de mélatonine en réponse
a une augmentation plus importante du ratio entre concentrations nocturnes (i.e. exogenes +
endogenes) et concentrations diurnes (i.e. exogeénes) de I’hormone (Forcada et al., 1995), en

comparaison aux brebis maintenues a un état d’engraissement moyen.

Dans la pratique, un tel effet est loin d’étre obtenu et I’augmentation des concentrations
plasmatiques de mélatonine induite par les implants ne permet pas de renverser les effets
déléteres d’un trop faible état d’engraissement sur la réponse ovarienne des brebis. En
conclusion, il semblerait que la modulation de 1’activité métabolique de la glande pinéale par

la nutrition ne joue pas de role direct dans le contrdle de 1’activité de I’axe reproductif.

2. Implication de I'état d’engraissement dans la variabilité de la réponse a
un effet male

L’effet du statut nutritionnel sur la réponse au male en fin d’ancestrus chez la brebis Ile-de-
France (Troisiéme partie et Annexe 3), s’apparente a une modulation de la latence
d’apparition ainsi que de I’intensité de certains des événements critiques de la séquence
endocrinienne et physiologique initiée par cette stimulation. En revanche, la réponse
physiologique des brebis en termes d’expression du pic préovulatoire de LH, de la proportion
des cycles courts ainsi que de la manifestation des chaleurs ne pouvait pas étre caractérisée en
fonction du statut nutritionnel. La variabilité¢ induite par la nutrition est ainsi essentiellement

d’ordre qualitatif.

L’absence d’effets de 1’état d’engraissement des brebis sur la manifestation des chaleurs
suggere que la stimulation est correctement interprétée (Chanvallon et al, 2011). Alors
qu’une étude comparable réalisée chez la chévre suggére le contraire (Veliz et al., 2006).
L’effet du statut nutritionnel sur les concentrations plasmatiques de LH avant la réalisation de
I’effet male suggere que c’est la capacité de I’axe hypothalamo-hypophysaire a étre stimulé
qui est mise en jeu dans la variabilité qualitative de la réponse observée. De plus, la réponse

au test de GnRH indique que cet effet peut s’exprimer directement au niveau de I’hypophyse.
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La chute des concentrations plasmatiques d’insuline associée aux brebis maintenues a un

faible état d’engraissement pouvant en partie expliquer ces effets (Miller ef al., 1995).

L’absence d’effets du statut nutritionnel sur la proportion de cycles courts observés en
réponse a I’effet male suggere que ce paramétre, controlé par la photopériode (Pellicer-Rubio
et al., 2012), est indépendant de la nutrition. Cette conclusion est en contradiction avec une
¢tude réalisée chez la cheévre (De Santiago-Miramontes ef al., 2008) ainsi que des travaux
réalisés chez la brebis Limousine dans des conditions nutritionnelles toutefois peu

comparables (Tournadre et al., 2009).

3. Quelle variabilité liée aux effets statiques de la nutrition dans la réponse
aux techniques visant a matitriser la saisonnalité de la reproduction

Dans I’ensemble, les résultats de la troisieme partie de nos travaux de theése indiquent que
I’état d’engraissement est source d’une importante variabilit¢ de la réponse des brebis aux
techniques visant a maitriser le caractére saisonnier de leurs activités de reproduction. La
principale origine de cette variabilité consistant en des modifications de I’intensité de la
réponse aux différents stimuli (Figure 31). Cependant, certains effets statiques de la nutrition

sur la capacité de 1’organisme a répondre a une stimulation donnée ne sont pas a écarter.

Ces effets sont probablement observés au niveau de la réponse neuroendocrinienne des brebis
soumises a une transition photopériodique stimulatrice (Premiere partie Article I ; Figure
28). De plus, I’altération de I’interprétation d’un signal stimulateur est présente en réponse au
traitement de mélatonine (Troisieme partie Article 1 ; Figure 31). Dans ce cas, des analyses
approfondies sont tout de méme nécessaires afin de vérifier 1’absence totale d’une réponse
endocrinienne précoce chez les brebis maintenues a un faible état et considérées comme ne
répondant pas au traitement. Enfin, la baisse de I’intensité de la réponse a I’effet male
observée chez les brebis maintenues a un faible état d’engraissement pourrait étre rapprochée
des effets du statut nutritionnel pour freiner 1’interprétation d’une transition photopériodique
stimulatrice. Cependant dans ce premier cas, la stimulation serait assez intense pour dépasser

ce frein et provoquer in fine le déclenchement de la séquence endocrinienne compléte.
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Figure 29 Modele théorique des interactions entre signaux photopériodique et nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction chez la
brebis ile-de-France, établit selon les résultats de la Premiére partie Article 1. Les barres horizontales représentent 1’alternance des saisons
d’ancestrus/reproduction au cours des saisons en fonction du statut nutritionnel des brebis (maintenues a un état d’engraissement moyen : barres
rouges et maintenues a un faible état d’engraissement : barres bleues). Le rythme reproductif est entrainé par le cycle photopériodique, en
conséquence son intensité est variable (courbe sinusoidale). L état d’engraissement des animaux agit comme un seuil (matérialisé par les lignes
horizontales) conditionnant 1’émergence du rythme reproductif. Aux périodes ou I’intensité du rythme reproductif dépasse le seuil nutritionnel

correspondent les saisons de reproduction et inversement pour les saisons d’ancestrus.
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Figure 30 Modele théorique généralisé des interactions entre signaux photopériodique et
nutritionnel sur les profils saisonniers de reproduction des ovins, établi selon les résultats de

la Premicre partie Articles 1 & 2. L’alternance des saisons d’ancestrus/reproduction est
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représentée en barres grisées pour les brebis Ile-de-France, en barres de couleurs (bleues et
rouges pour les brebis maintenues a un état d’engraissement moyen et faible respectivement)
pour les brebis Mérinos d’Arles.

L’harmonisation du mode¢le entre races de différents degrés de saisonnalité s’opére de deux
maniéres, i) en conservant des caractéristiques communes du rythme reproductif et en
modifiant sa sensibilit¢ aux niveaux d’état d’engraissement (A) ou ii) en modifiant
I’amplitude du rythme reproductif (B). Chaque mod¢le révele certaines limites.

Le modéle A met en avant une certaine capacit¢ au désaisonnement liée a 1’¢état
d’engraissement des races a faible degré de saisonnalité. En revanche, des valeurs de NEC
¢levées permettraient de s’affranchir complétement du rythme reproductif pour maintenir une
saison de reproduction continue, un phénomene qui n’est pas observé dans la pratique.

Le modele B met en avant une capacité génétique d’adaptation du rythme reproductif aux
situations nutritionnelles défavorables chez des espéces a faible degré de saisonnalité. En
revanche, il semble limit¢ pour des valeurs de NEC trop faibles qui ne dépassent
théoriquement jamais 1’entrainement photopériodique du rythme reproductif.

Ce dernier type de modele serait a rapprocher des résultats des travaux de Dardente et al.
(2010) ou des variations génétiques dans la séquence promotrice de la TSHP semblent
contribuer a définir le degré de saisonnalité pour chaque espece. De telles variations sont alors
envisageables au sein méme de 1’espéce ovine et contribueraient a définir génétiquement

I’amplitude du rythme reproductif.
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Figure 31 Représentation schématique de la réponse ovarienne a un traitement d’implants

de mélatonine réalisé en fin de saison d’ancestrus chez des brebis ile-de-France maintenues a
un faible état d’engraissement (Troisieéme partie Article I). La fleche verte indique le moment
de la pose des implants. Deux groupes sont identifiés, les brebis présentant une réponse au
traitement (en bleu) et celles ne présentant pas de réponse (en rouge).

Dans le cadre des brebis répondant au traitement, 1’état d’engraissement n’a eu d’effet ni sur
I’interprétation du signal ni sur I’intensité de la réponse ovarienne de ces animaux.
Concernant les brebis non-répondantes, si aucun événement endocrinien n’est identifiable en
réponse aux implants de mélatonine (période marquée d’un point d’interrogation), 1’état
d’engraissement perturbe probablement I’interprétation du traitement. En revanche, si une
réponse est identifiée (augmentation de la pulsatilit¢ de LH, ...) un effet de 1’¢état

d’engraissement sur 1’intensité de la réponse des brebis peut étre mis en avant.

Discussion Générale Figures 206



Conclusion Générale

La caractérisation des effets, ainsi que 1’identification de certains des sites et mécanismes, de
I’interaction entre facteurs photopériodique et nutritionnel sur les profils saisonniers de

reproduction des ovins a permis :

1) D’observer le fruit des régulations homéostatiques et téléophorétiques sur
I’expression du rythme reproductif en réponse aux effets statiques d’un faible état

d’engraissement.

i) D’identifier le role des effets statiques de la nutrition dans la variabilité de la
réponse reproductive a certaines techniques visant a maitriser ce caractére

saisonnier.

Nos résultats contribuent a améliorer 1’état des connaissances de I’animal en tant que systeme.
Ainsi, ils apportent des marqueurs contribuant a 1’élaboration de modéles prédictifs de
I’expression des phénotypes. En particulier des modeles visant a diriger cette expression dans
des contraintes environnementales données en tenant compte de certaines contraintes (Socio-

économiques, ¢thiques, ...).

Ainsi la premiére partie de nos travaux a mis en évidence des traits caractéristiques des effets
de I’interaction entre facteurs photopériodique et nutritionnel sur les profils saisonniers de
reproduction de deux races de brebis (Premicre partie — Articles 1 & 2), et a permis d’en
¢établir un mode¢le susceptible d’étre généralisable a 1’ensemble de 1’espéce ovine. Selon ce
modele (Figure 29) les signaux hormonaux, nutritionnels et métaboliques liés a un faible état
d’engraissement agissent au niveau central pour masquer 1’expression du rythme reproductif
sans affecter sa synchronisation saisonnic¢re. La généralisation du mod¢ele aux différentes
races ovines s’effectue en modulant la sensibilit¢ du rythme reproductif aux signaux
nutritionnels ou en modulant ’amplitude du rythme circannuel de reproduction (Figure 30 A

& B), en fonction du degré de saisonnalité de la race considérée.

D’une fagon remarquable malgré le maintien d’une situation nutritionnelle défavorable, les

brebis restent en mesure d’exprimer une bréve période d’activité ovarienne. D’un point de vue
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¢écologique, la réduction de la période fertile au cours du cycle annuel qui accompagne la
perte d’état corporel garantit une fenétre de mises-bas centrée sur la période environnementale
la plus favorable. Cette stratégie reproductive peut étre exploitée dans des pratiques
alimentaires réalisées en systémes d’¢levages ovins et conciliant différents critéres de
durabilités. Il s’agirait notamment de maximiser leur rentabilité économique en raisonnant le
niveau des intrants puisqu’il n’est pas nécessaire de maintenir les animaux a un fort état

d’engraissement pour assurer la présence d’une saison de reproduction (Figure 32-1).

La mise en évidence des effets statiques de la nutrition sur les profils saisonniers de
reproduction des ovins donne également certaines perspectives quant au pilotage de
I’alimentation en vue de contrdler cette expression phénotypique. Ainsi la période ou
I’expression du rythme reproductif est masquée par 1’état nutritionnel des animaux pourrait
représenter une zone de sensibilit¢ accrue de 1’axe reproducteur aux stimuli d’origine
alimentaire (Figure 32-2). De plus, par le controle de 1’état d’engraissement des animaux peut
étre réalisée I'uniformisation de I’état physiologique des animaux (Figure 32-3), un
phénomene dont peuvent tirer avantages les techniques visant a maitriser la saisonnalité de la

reproduction des ovins (Fisher ef al., 1993).

Ce contrdle de la saisonnalité de la reproduction par I’alimentation présente un intérét tout
particulier pour les races moins saisonnées capables d’exprimer des stratégies reproductives
davantage opportunistes (Figure 32-4). Il doit évidemment tenir compte de 1’adaptabilité des
ruminants aux situations nutritionnelles défavorables et solliciter les remarquables propriétés

d’¢élasticité de leur organisme (Atti et al., 2004).

Dans la deuxiéme partie de nos travaux nous avons mis en évidence un effet du statut
nutritionnel en amont de la voie d’intégration du signal photopériodique, sur I’amplitude du
rythme journalier endogeéne de sécrétion de mélatonine (Deuxiéme partie Article 1). Ce
phénomene reste probablement indépendant du fonctionnement de I’horloge circadienne
principale des NSC. Si ses implications fonctionnelles restent a déterminer, il apparait que ce
phénoméne puisse servir d’un marqueur robuste pour rendre compte de 1’expression

phénotypique des activités de reproduction chez la brebis 1’Ile-de-France.

L’implication de la voie AMPK (Deuxiéme partiec Article 2) suggere une potentielle
intervention des mécanismes de maintien de 1’homéostasie énergétique au niveau du

fonctionnement des horloges circadiennes périphériques, notamment au niveau de la pars
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tuberalis et de son mécanisme de mesure du temps photopériodique. Une telle régulation de
I’activité de cette horloge circadienne par la nutrition et la transmission de ses effets sur les
profils saisonniers de reproduction des ovins, représente un sujet d’étude qu’encouragent nos

résultats.

Enfin, concernant la troisi¢éme partie de nos travaux, nos résultats ont pu mettre en évidence
I’intérét des travaux réalisés au cours des deux premicres parties afin d’identifier le rdle de la
nutrition dans la variabilité de la réponse aux techniques visant a contrdler la saisonnalité de
la reproduction des brebis. Il apparait ainsi que ses effets statiques puissent affecter 1’intensité
de la réponse a la stimulation mais également son interprétation, en fonction du signal

considéré.

L’utilisation d’implants de mélatonine pour avancer la saison de reproduction (Troisi€éme
partie Article 1) a mis en évidence les effets délétéres d’un trop faible état d’engraissement
sur la réponse ovarienne des brebis. D’un autre coté, la réalisation d’un effet male (Troisiéme
partie Article 2) semble €tre une stimulation assez puissante pour induire une réponse cestrale,
indépendamment du statut nutritionnel. Ces effets pourraient impliquer la diminution des
concentrations plasmatiques d’hormones telles I’insuline et indirectement la mélatonine, et se

transmettre notamment au niveau de 1’hypophyse.

Il serait intéressant en reprenant un protocole expérimental proche du notre, d’établir des
corrélations entre cette variabilité et la réponse finale aux traitements en termes de produits
d’¢levage. Ce genre d’études permettrait d’obtenir des informations directement transférables

pour la gestion des systémes d’élevage.

A I’issue de ces travaux de thése nous avons pu mettre en évidence :

1) Le phénoméne de masquage du rythme reproductif par les effets statiques de la
nutrition.

1) Différents marqueurs pertinents des interactions entre facteurs nutritionnel et
photopériodique.

i) La variabilité¢ d’origine nutritionnelle de la réponse reproductive des brebis a des

techniques naturelles de maitrise de la saisonnalité de leur reproduction.
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Ces résultats confeérent des perspectives intéressantes d’amélioration et/ou de valorisation de
la durabilit¢ des systemes d’¢élevages ovins par la seule manipulation leur état
d’engraissement et confirment I’importance du levier nutrition dans la gestion des systémes
d’¢levages ovins. Ils ont évidemment vocation a étre intégrés au sein d’une approche
pluridisciplinaire afin d’alimenter des mode¢les prédictifs complexes capables d’apporter des

réponses aux exigences de durabilité de ces systemes d’élevage.
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Figure 32 Représentation schématique des effets de [D’interaction entre signaux
photopériodique et nutritionnel sur les profils saisonniers d’activité ovarienne des ovins. Les
différentes caractéristiques de cette interaction peuvent €tre exploitées en vue de maitriser la
saisonnalité de cette espece :

1. Tout d’abord il n’apparait pas nécessaire de maintenir les brebis a un état
d’engraissement trop élevé pour qu’elles expriment une saison de reproduction.

2. Au cours de la période ou se transmettent les effets de 1’état d’engraissement sur
I’expression du rythme reproductif, une réponse reproductive élastique a une
stimulation nutritionnelle est vraisemblable.

3. La manipulation de I’état d’engraissement des animaux peut étre utilisée en vue
d’homogénéiser leur statut reproductif @ un moment donné du cycle annuel. Cette
homogénéisation serait profitable pour la réalisation d’un traitement de maitrise de la
saisonnalité, en maximisant les chances d’une interprétation correcte du signal.

4. Dans une certaine mesure, principalement en fonction des races considérées,
I’intervention des effets statiques et dynamiques de la nutrition peut étre mis a profit

afin de limiter le degré d’expression de la saisonnalité des races ovines.
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Annexes

1. La méthode d’attribution d’une Note d’Etat Corporel (NEC) chez les ovins

apophyse épineuse

Ces coupes transversales de la colonne vertébrale d’une brebis au niveau des reins détaillent

le procédé de palpations en vue d’attribuer la NEC. Sont ainsi appréciés la proéminence des

apophyses épineuses et transverses des vertebres, le développement des muscles sous-

lombaires et de la noix. Chaque note d’état, attribuée sur une grille de 1 a 5, se réfere a des

conditions particulieres pour chacun de ces criteres :

apophyse proéminente,

PoINtUE .1 ence de gras

apophyse transverse
pointue
—

les doigts s’engagent
facilement entre les
apophyses

apophyse proeminente, lisse

légére couverture de graisse

noix peu épaisse

apophyse arrondie
Il est nécessaire
d’exercer une
pression pour
engager ses doigts

apophyse preeminente, arrondie

ouverture de graisse modérée

noix pleine

arrondie

doigts

apophyse lisse et

forte pression
nécessaire afin
d’engager ses

apophyse peu marquee

épaisse couverture de gras

apophyse
indétectable

apophyse indetectable
€paisse et dense couverture
de gras

apophyse
indétectable

D’apres Russel et al. (1969) et Thompson et Meyer (1994)
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2. Tableau d’aide a

la décision concernant

la sortie d’'un animal

du

protocole alimentaire expérimental : criteres et définition des valeurs de

chaque critére (end points).

VAL. ACCEPTABLE VALEUR MOYENNE VALEUR CRITIQUE
CRITERES
«NORME»» «PERTURBATION» «ALTERATION»
, , Association du
L’animal ne présente -
, \ facteur «éprouve des
pas de réponse a la : s
o difficulté a
. T distribution de la .
Rien de particulier a . . consommer sa ration»
signaler NOUITItUre ou Eprouve avec un des autres
COMPORTEMENT des difficultés a
alimentaire . . . consommer sa ration AT (8 Ve
: ’ L’animal interagit . «PERTURBATION»
social et A ou Ne rumine pas
o avec ses congéneres
individuel s , . .
et réagit a la présence , L’animal ne parvient
LS. L’animal arrache la : 3 ;
de I’expérimentateur . pas a se maintenir
laine du dos de ses .
congéndres et debout ou Grince des
& o dents ou Ne réagit pas
Consomme sa litiere < e S
a différents stimuli
NEC comprise entre ~ NEC comprise entre NEC sortant de la
1,5et4,5 1,5¢et4,5 fourchette [1,5 4,5]
NOTE d’ETAT et et ou
CORPOREL Chute entre deux Chute entre deux Chute entre deux
notations inférieure &  notations comprise  [leIEEO RS RS igE]
0,5 point entre 0,5 et 1 point 1 point
. . . Poids vif compris Poids vif inférieur a
DS LT als entre 40 et 80 k 40 k
entre 45 et 80 kg " & - &
et = =
POIDS VIF e dle [pod gEn Perte de poids par Perte de poids par
. rapport au poids rapport au poids
rapport au poids o e \ e - \
initial inférieur 4 30% initial supérieure a initial supérieure a
30% RIPZS

L’utilisation de ces critéres a accompagné chaque mise en place et maintien d’un groupe de

brebis a un faible état d’engraissement.

L’atteinte d’une valeur définie comme représentant une grave altération (colonne rouge) pour
un des trois criteéres, entrainait la sortie de 1’individu du protocole alimentaire (end point).
L’end point était également atteint dés lors qu’une valeur moyenne (colonne jaune) du critére
COMPORTEMENT était associée a valeur moyenne pour au moins un des deux autres

critéres
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3. Troisieme partie Article 2

Pituitary and ovarian responses to the “ram effect” in anestrous
ewes are influenced by body condition but not short-term

nutritional supplementation

Scaramuzzi, R. J.l’z, Oujagir, L.l, Menassol, J-B.l, Fréret, S.l, Piezel, A.l, Brown, H. M.l,

Cognié, J." and Fabre-Nys, C.'

' INRA, UMRS5 Physiologie de la Reproduction et des Comportements, F-37380 Nouzilly, France

2. CNRS, UMR6175 Physiologie de la Reproduction et des Comportements, F-37380 Nouzilly, France
3, Université Francois Rabelais de Tours, F-37041 Tours, France

4 IFCE, F-37380 Nouzilly, France

> Department of Veterinary Basic Sciences, Royal Veterinary College, Herts, UK

Abstract

Nutrition and socio-sexual interactions are two important factors that can affect reproduction
in sheep. The “ram effect” is a socio-sexual technique used to induce out-of-season fertility
while nutrition is used to increase prolificacy. However the effects of nutrition and
specifically long- and short-term variations in energy supply on the “ram effect” are poorly
understood. The objective of this experiment was to determine if the level of fatness (long-
term nutrition) and/or the short-term provision of extra nutrition interact to stimulate
folliculogenesis in anestrous ewes and so modify their response to the “ram effect” and also to
determine those pituitary and ovarian responses to the “ram effect” that are responsive to

short- and long-term nutritional flux.

The experiment using ile-de-France ewes was carried out in late anestrus. Three months prior
to the experiment, 48 ewes were fed diets designed to produce two groups of ewes; one with a
body condition score (BCS) of >3.0 (high BCS; n = 23) and the other with a BCS <2.0 (low
BCS; n = 15). Within each group half of the animals were supplemented daily with 500g of

lupins from day -5 to day 0 (ram introduction). The resulting four groups were: Low BCS,
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supplemented (n = 7) and non-supplemented (n = 8) and high BCS, supplemented (n = 12)
and non-supplemented (n = 11). Fasting concentrations of glucose and insulin were
determined during supplementation and on day -1 the LH response to 75 ng GnRH was
determined. From day 0 to the end of the experiment, rams were left in contact with the ewes.
During this period the short-term pituitary responses (LH pulsatility, LH surge) and long-term
ovarian responses (ovulation rate, ovarian cyclicity, and estrus) to the “ram effect” were

analyzed.

Ewes in the low BCS groups had lower concentrations of glucose and insulin (both p <0.001)
and supplementation increased both (both p < 0.001). The increase in LH induced by GnRH
was reduced in ewes with low BCS (p = 0.015) but it was not affected by supplementation.
Similarly the parameters of the short-term LH response to the “ram effect” were all reduced in
ewes with low BCS (all p < 0.05) and supplementation altered this response only in high BCS
ewes. There was no effect of nutrition on the timing of the LH surge. The ovarian response to
the “ram effect” was not affected by either BCS or supplementation; there was a trend
towards delayed ovarian responses in ewes in the low BCS groups (p = 0.099) and the start of
the follow-up cycle was significantly delayed in these groups (p = 0.034) furthermore their
maximum concentration of progesterone was lower (p = 0.029). There was no effect of

nutrition on ovulation rate or estrus.

These results show that the BCS of ewes is a significant factor influencing the response to the
“ram effect” and that supplementation has little direct influence, and no interaction with BCS,

on this response.

Introduction

In recent years there has been an increasing emphasis on the use of non-hormonal methods to
control reproduction in farm animals (Martin et al., 2004; Martin & Kadokawa, 2006). This
concept is based on the knowledge that the physiological systems that control reproduction
respond to environmental factors that tailor reproduction to the prevailing environmental
conditions. Environmental factors that affect reproductive success of sheep include
photoperiod, nutrition, stress and socio-sexual interactions and through the manipulation of
some or all of these factors reproduction of sheep can be controlled without the need to use

exogenous hormones (Scaramuzzi & Martin, 2008). While, there is little doubt that these
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methods are feasible doubts do remain concerning their practical efficacy and economic

viability.

The effect of nutrition on reproduction is complex and three types of nutritional effects have
been identified, the so-called static, dynamic and short-term effects (Lindsay et al., 1993). It is
not clear if these effects are controlled by a single mechanism or separate mechanisms
(Scaramuzzi et al., 2006). The static effect is associated with the absolute level of body
weight and is closely related to adiposity and as adiposity increases so does ovulation rate
(Morley et al., 1978; McNeilly et al., 1987; Vifioles et al., 2002). On the other hand the short-
term effect is associated with a short-term boost in nutrient intake that stimulates
folliculogenesis by increasing the number of small and medium sized follicles (Mufoz-
Gutiérrez et al., 2002; Somchit et al., 2007) leading directly to an increase in ovulation rate
(Teleni et al., 1989; Downing et al., 1995) without a corresponding change in body weight
and is probably associated with increased insulin-stimulated uptake of glucose by the ovary

(Scaramuzzi et al., 2010).

Socio-sexual effects on reproductive activity are well illustrated by the “ram effect”, a
sequence of endocrine and physiological events in anoestrus ewes in response to the presence
of a sexually active ram that culminates in ovulation and the formation of a corpus luteum
(Ungerfeld et al., 2004; Delgadillo et al., 2009; Hawken & Martin 2012). The sequence
commences with the sensory detection (primarily olfactory) of the presence of a ram causing
increased pulsatile secretion of gonadotropin-releasing hormone (GnRH) leading to increased
pulsatile secretion of luteinizing hormone (LH), a short-term pituitary response that leads to
gonadotropin-stimulated secretion of follicular estradiol that causes positive feedback, a LH

surge, ovulation and the formation of a corpus luteum (long-term ovarian responses).

In conventional systems of lamb production the short-term effect of nutrition can be used to
provide the ewes with positive nutrient flux for a short period prior to mating and this
technique reliably increases litter size for ewes mated in the breeding season (Lindsay et al.,
1993; Scaramuzzi et al., 2006; 2011). The “male effect” can be to induce fertile mating
outside of the normal breeding season in sheep and goats (Ungerfeld et al., 2004; Delgadillo
et al., 2009). Normally, these techniques are generally used individually even though it has
already been established that they can be used synergistically to further improve the
performances of does in response to a “buck effect” (Fitz-Rodriguez et al. 2009). Moreover

both the “ram effect” (Henniawati & Fletcher, 1986; V¢liz et al., 2006) and short-term
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nutritional effects: (Vifioles et al. 2005) are likely to be influenced by body condition (level of

fatness).

This experiment was designed to determine if these two techniques could be used together to
improve the reproductive performance in sheep mated during late anestrus and in addition, to
unravel how these reproductive responses are affected by body condition (low vs. high)
and/or short-term supplementation. In this study, particular attention was paid to the
shortcomings of these techniques (Chanvallon, 2009; Chanvallon et al., 2011) that limit their
efficacy for the management of reproduction in commercial enterprises. For example, only a
small proportion typically 20 to 40 per cent, of ewes respond to short-term nutritional
stimulation (Scaramuzzi et al., 2006) and responses to the “ram effect” vary between 0 and
90% (Chanvallon, 2009; Chanvallon et al., 2011). In addition, studies have shown that failure
of the “ram effect” to induce ovulation was mainly caused by a failure to induce a LH surge
(Chanvallon et al., 2011). A further aim in this study was to determine the effect of nutrition
(body condition and short-term nutritional supplementation) on some of the intervening

physiological responses of the pituitary gland and ovary to the “ram effect”.
Material and methods

The experiment used 48 mature ile-de-France ewes and was carried out at the INRA research
facility at Nouzilly in July during the late non-breeding season for this breed in this location.
The ewes were housed in an open sided barn, in several pens each holding a group of 8-10
ewes on straw bedding. The ewes were isolated from all contact with rams until the rams were
introduced to induce the “ram effect”. The experiment was carried out in accordance with

French and European regulations on the care and welfare of animals in research.

Before the experiment the ewes were first confirmed as anoestrus. Blood samples were
collected once a week for three weeks before the start of the experiment. The plasma samples
were then assayed for progesterone and anestrous ewes were identified by a pattern of
persistently low (<Ing/mL for two consecutive weeks) concentrations of progesterone, over
this period, indicating the absence of corpora lutea (Chanvallon 2009). On this basis, 38

anoestrus ewes were available for inclusion in the experiment.
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Diets and nutritional management

All diets were designed using the INRA recommendations for the growth and maintenance
requirements of adult, non-pregnant ewes (INRA, 2010). The diet consisted of a mix of straw
(50%), fescue hay (40%) and barley grain (10%) and at all times during the pre-experimental
and experimental periods the ewes had ad-libitum access to water, low quality roughage that

satisfied appetite but had a very low net nutritional value and mineral licks.

Starting in March, about three months before the experiment commenced, the ewes were
group fed diets designed to achieve body condition scores of <2.0 (low BCS) or >3.0 (high
BCS). During this period the ewes of the low BCS group were fed at 40 % of their
maintenance needs for energy which corresponded to an average daily intake of 0.43 Mcal of
net energy and 27.70 g of metabolizable protein and the ewes in the high BCS group were fed
at 125 % of their maintenance needs for energy which corresponded to an average daily intake
of 1.50 Mcal of net energy and 86.39 g of metabolizable protein. Once the desired BCS was
achieved the ewes were then fed a diet designed to maintain a constant body weight and BCS,
reflecting a stable metabolic state. Hence both nutritional groups were fed at 85-100 % of
their maintenance needs for energy which corresponded to an average daily intake of 0.84 or
1.33 Mcal of net energy and 49.86 or 75.51 g of metabolizable protein for the ewes in the low
and high BCS groups respectively.

The supplemented groups were fed their basal diet supplemented individually with 500g of
whole lupin grain (Lupinus alba var. Wodjii) per ewe per day with a net nutritional value of
1.21 Mcal of net energy and 93.17 g of metabolizable protein per kilogram of dry matter
(DM) that raised their energy intake to an average of twice maintenance. The supplement was
fed in equal portions at 1000h and 1600h over a five day periods commencing five days

before the introduction of rams and again from days 14 to 19 after the “ram effect”.
Experimental plan

In early June, thirty eight mature multiparous, anestrous Ile-de-France ewes were allocated at
random to four groups in a two by two factorial design. The first factor was BCS (Russel et
al., 1969) at two levels; low BCS (2.0) and high BCS (3.0); the median BCS of these two

groups at the start of the experiment were 1.75 and 3.25. The second factor was diet tested at
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two levels (supplemented with lupin grain and non-supplemented from day -6 to the day of

the “ram effect”). The four groups were:
- Low BCS, non-supplemented (n = 8)
- Low BCS, supplemented (n =7)
- High BCS, non-supplemented (n=11)
- High BCS, supplemented (n = 12);

On day 14 after the “ram effect” the ewes in the two high BCS groups were split so that half
of each group was fed the control diet and the other half were supplemented until day 19. In
the two low BCS groups there was no supplementation after the “ram effect”. The plan for the

conduct of the experiment is shown in Figure 1.
The “ram effect”

The ewes were kept completely isolated from all contact with rams until the time the rams
were introduced. Groups of 4 to 5 ewes were placed in 15m2 pens with a single sexually
active ram. The time the rams were introduced to the ewes was designated “time 0”. The rams
were left in contact with the ewes for the next 15 days they were then replaced with fresh
rams fitted with mating harnesses and crayons, and left with the ewes until the end of the
experiment on day 32. To ensure an even stimulus and to avoid variability associated with
individual rams during the “ram effect”, the rams were rotated amongst the pens, every hour

for the first 6 hours, then every 3 days until dayl5 and finally once a day until day 28.
Blood sampling and plasma preparation

Samples of jugular venous blood (3mL) were taken by venepuncture at the following times
relative to the day rams were introduced to the ewes (day 0). From days -6 to -1 blood
samples were taken twice daily at 0900h (one hour before feeding) and again at 1300h (three
hours after feeding). The plasma from these samples was assayed for glucose and insulin.
From time -2h samples were taken every 15 minutes until time +4 h and then every four hours
until time +72 hours. The plasma from these samples was assayed for LH. Finally samples

were taken once a day from day 0 to day 27. The plasma from these samples was assayed for
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progesterone. Within an hour of collection, the blood samples were centrifuged at 2500g for

10 min. The plasma was then decanted and stored at -200C.
GnRH test

The LH response to a single intravenous injection of GnRH was carried out the day before the
introduction of rams. The ewes were given a jugular venous injection (2 mL) of 75 ng of
GnRH (Sigma Aldrich Inc., Saint-Quentin Fallavier, France) and 3 mL samples of jugular
venous blood collected at —60, -30, 0, 5, 15, 45 and 60 min relative to the injection of GnRH.
The dose of GnRH was chosen to induce a LH pulse with average amplitude of 1 to 2 ng/mL
(Chanvallon et al., 2011). These samples were processed as described above and the plasma

analyzed for LH.
The Detection of Oestrus

From day 15 rams fitted with harness and crayons were used to detect oestrus. The ewes were
examined once a day, from day 16 to day 28. The presence of a crayon mark on the rump of a
ewe was regarded as evidence of estrus. Estrus was confirmed individually by direct
observation of the ewe-ram interaction between the ewe and a sexually active ram (Fabre-Nys

& Venier 1987).
Endoscopy

The ewes were examined by endoscopy on day 5 after the introduction of rams. The number,
size and colour of corpora lutea (CLs) and the number and size of visible surface follicles
were recorded. The endoscopies were carried out under anaesthesia by the site veterinary

surgeon (JC).
Endocrine end points

The characteristics of pulsatile LH secretion (LH pulse frequency, LH pulse amplitude and
the baseline concentrations of LH) were determined using the Pulsar algorithm (Merriam &
Watcher, 1982) as we have described previously (Menassol et al., 2012). These parameters
over the four hours immediately following the introduction of rams determined the short-term

LH response to the “ram effect”. The LH surge was defined as a concentration of LH
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>8.0ng/mL (the upper detection limit of the assay), in two consecutive samples between 4 and

72h after the introduction of rams (Caraty et al., 2002).
Classification of ovarian responses

The type of cycle induced by the “ram effect” was determined from the pattern of
progesterone in jugular venous blood. An ovarian response to the “ram effect” was defined as
a rise in the jugular venous concentration of progesterone up to 0.5 ng/mL or greater, within 7
days of the introduction of rams. The length of the luteal phase was defined as the number of
days that the plasma concentration of progesterone was continuously above 0.5 ng/mL and the
length of the estrous cycle was defined as the number of days between the first and second
time following the introduction of rams, that the plasma concentration of progesterone rose

above 0.5 ng/mL.

A normal luteal phase was defined as a one in which the concentration of progesterone was
above 0.5 ng/mL for more than 10 days but less than 16 days and a short luteal phase was
defined as one in which the concentration of progesterone rose above the mean baseline
concentration before the “ram effect” for at least one day in the first seven days after the

introduction of rams.
Hormone and metabolite analyses

The analysis of glucose used plasma from blood samples collected into fluoride EDTA
vacuum tubes. Samples collected into Heparin-lithium vacuum tubes were analyzed for

insulin, progesterone and LH. All assays were carried out in duplicate.
ELISAs for LH and progesterone

Plasma samples were analyzed by ELISA to determine the concentrations of LH (Faure et al.,
2005) and progesterone (Canépa et al., 2008). The limit of detection of LH was 0.01 ng/mL,
the upper limit of detection was 8.0 ng/mL and the inter-assay coefficient of variation was
13.6%. The limit of detection of progesterone was 0.25ng/mL and the inter-assay coefficient

of variation was 14.3%.
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Radioimmunoassay for insulin

Insulin was measured using a heterologous radioimmunoassay (Menassol et al., 2011). The
antiserum was rabbit anti-porcine insulin (Sigma Aldrich Inc., Saint-Quentin Fallavier,
France); the standards were ovine insulin (Sigma Aldrich Inc., Saint-Quentin Fallavier,
France). The second antibody a goat anti-rabbit IGG (Sigma Aldrich Inc., Saint-Quentin
Fallavier, France), was used at a dilution of 1 in 20 and left overnight at 40C before
centrifugation and decanting. The sensitivity of the assay was 0.05 ng/mL and the inter-assay
and intra-assay coefficients of variation were 10% and 15% respectively. The cross reactivity

of the antiserum with ovine insulin was 100% relative to the homologous standard.
Glucose

The concentration of glucose in plasma was determined by colorimetry using the glucose
oxidase method. The reagents were supplied as a kit (Glucose Assay Kit; Sigma Aldrich Inc.,
Saint-Quentin Fallavier, France) and the assay method followed the instructions provided by
the manufacturer. Plasma samples were diluted to obtain concentrations that fell within the

range of the standard curve (20 to 80 mg/dL). The sensitivity of the assay was 20 mg/dL.
Statistical Analyses

Statistical analyses were carried out using the statistical software program, SPSS® version
17.0 (SPSS Inc., IBM Company Headquarters, Chicago, Illinois, USA). Data reported as
proportions were first analyzed with a binary logistic regression testing the effects of BCS,
supplementation and interaction BCS x supplementation, using the statistical software
program, SAS® (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA). When the interaction was non-
significant, the Fisher’s exact test was used to analyze main effects of BCS and
supplementation. Differences in live weight were tested using the unpaired t-test and
differences in BCS were tested using the Wilcoxon rank sum test. The data on glucose and
insulin concentrations were analyzed using a repeated measures analysis of variance
(ANOVA) with time as the repeated measure, and where appropriate, post-hoc comparisons
between treatments within time were carried out using the LSD test. Other quantitative data
were analyzed using a two-way factorial ANOVA (testing the effects of BCS,

supplementation and interaction BCS x supplementation).
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Data are reported as mean + SEM except the data for body condition score which are reported

as medians and ranges.

Results

General observations and exclusions

Two ewes had ovulated spontaneously before the rams were introduced to the ewes; data from
these two ewes were excluded from the experiment. The excluded ewes were both from non-

supplemented groups; one from the low BCS group and the other from the high BCS group.

At the time of the “ram effect”, the ewes had a mean (= SEM) body weight of 53.3 + 1.09 kg
and a median BCS of 1.75 (range 1.25 to 2.25) in the low BCS groups and a mean (= SEM)
body weight of 64.0 + 1.27 kg and a median BCS of 3.375 (range 2.75 to 3.75) in the high
BCS groups. The differences in both BCS and live weight were significant (both P<0.001).

The second period of supplementation (days 14 to 19) had no statistically significant effects
on any reproductive parameter and so the data for the groups supplemented after the “ram

effect” were pooled and re-analysed.
Effect of supplementation and BCS on glucose and insulin

The fasting (pre-morning feeding) concentrations of glucose and insulin in jugular venous

blood over the 5 day period of nutritional supplementation are shown in Figure 2.

There was a significant overall effect of BCS on the blood concentrations of glucose and
insulin, the low BCS group had significantly lower concentrations of both (both P <0.001).
There were also significant overall effect of supplementation on the blood concentrations of
glucose (P = 0.001) and insulin (P <0.001). Although the effect of time was not significant (P
= (0.363) there were significant interactions of time with supplementation for both glucose (P
= 0.047) and insulin (P = 0.050) which show that over time, the glucose and insulin
concentrations increased in the supplemented groups but not in the non-supplemented groups
(Figure 2). There was also interactions between BCS and supplementation for both glucose (P
= 0.023) and insulin (P <0.001) which shows that supplementation was more effective at

increasing glucose and insulin in the high BCS groups (Figure 2).
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At time “0” the concentration of both glucose (P <0.001) and insulin (P=0.014) were
significantly lower in the low BCS group compared to the high BCS group but there were no
significant differences between the supplemented and non-supplemented groups for either

glucose (P=0.538) or insulin (P=0.504) at time “0”.

During the 5 day period of supplementation, the concentrations of both glucose and insulin
increased. For glucose, its concentration was significantly higher in supplemented ewes on
day 4 (P=0.022) and remained high on day 5 (P=0.039). For insulin, its concentration tended
to be higher in supplemented ewes by day 2 (P=0.054) and remained high on days 3
(P=0.059) and 4 (P=0.017) but by day 5 the increase was no longer significant (P=0.129).
There was a significant overall effect of BCS on the blood concentrations of glucose and

insulin, the low BCS group had significantly lower concentrations of both (both P <0.001).

The effect of supplementation and BCS in anoestrous ewes on the LH

response to GnRH

The results of the GnRH test are given in Table 1. Data were available for 33 ewes, two ewes
were eliminated because they had ovulated by the time the experiment had started and three
ewes were eliminated because an endogenous pulse of LH was present at the time of the
GnRH injection. Of the 33 ewes remaining, GnRH induced a pulse of LH in 29, 4 ewes did
not respond and there were no significant effects of either BCS or supplementation and no
significant interaction, on the proportion of non-responders. Ewes in low BCS tended to have
a higher proportion of ewes that did not respond to GnRH (3/11 vs. 1/22; P = 0.059 but there
was no effect of supplementation (2/16 vs. 2/17; P = 0.948 on the proportion of non-

responders.

The concentration of LH before GnRH was significantly (P = 0.019) lower 360 in the ewes in
the low BCS groups but it was not affected by nutritional supplementation (P = 0.549). Four
end points were used to describe the LH response to GnRH. These were; the mean
concentration of LH (p = 0.025) the maximum concentration of LH (p = 0.005), the mean
amplitude of LH pulse induced by GnRH (p = 0.015) and the difference in the mean
concentration of LH before and after GnRH (p = 0.013); all were significantly lower in the
low BCS group (Table 1) while nutritional supplementation had no effect on any of them

(Table 1).
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The effect of supplementation and BCS on pituitary responses to the

“ram effect”

LH pulsatility before the “ram effect”

Before the “ram effect”, the frequency of LH pulses in anoestrus ewes was very low and there
were no significant effects of either BCS or nutritional supplementation on this end point
(Table 2). However there was an effect of BCS on the mean concentration of LH in
anoestrous ewes and it was significantly lower (P<0.001) in the low BCS group but there was

no effect of nutritional supplementation (Table 2).
The short-term LH response to the “ram effect”

A short-term LH response to the “ram effect” was detected in 33/36 ewes; 3 ewes had no
short-term response and all 3 were in the low BCS groups. The proportion with a short term
response was significantly lower in the low BCS group (10/13 vs. 23/23; P=0.016) but was
not affected by nutritional supplementation (15/18 vs.18/18; P=0.070) and the interaction

between the two was not significant.

The short-term LH responses to the “ram effect” are shown in Table 3. In response to the
“ram effect” the ewes in the low body condition groups had fewer LH pulses (P=0.002),
reduced mean concentrations of LH (P=0.033) a lower maximum concentration of LH
(P=0.005), a longer interval from the introduction of rams to the first LH pulse (P=0.001) and
a trend towards a lower amplitude of LH pulses (P=0.085) compared to ewes in the high BCS
groups (Table 3). There were significant interactions between supplementation and BCS for
the mean concentration of LH (p=0.051), the maximum concentration of LH (p=0.005) and
the amplitude of LH pulses (p=0.015). In all three cases the interaction due to reduced
response in supplemented ewes from the high BCS groups but not from the low BCS groups
(Table 3).

The LH surge in response to the “ram effect”

The LH surge induced by the “ram effect” was detected in 21/23 ewes in the high BCS group
and in 10/13 ewes in the low BCS group, the difference was not significant (P=0.231)
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similarly, nutritional supplementation had no effect (15/18 vs. 16/18; P=0.630) and the

interaction was also not significant.

The time interval between the introduction of rams and the start of the LH surge is shown in
Figure 3. The time of the LH surge was not influenced by either BCS (P=0.163) or nutritional
supplementation (P=0.141). Of the 31 ewes with LH surges in four (13%) of them the LH

surge had started early that is, within four hours of the introduction of the rams.

The effect of supplementation and BCS on ovarian responses to the

“ram effect”

Ovarian cyclicity in response to the “ram effect”

The overall response to the “ram effect” was high reflecting the time of the year (late
anoestrus) when the experiment was conducted (Chanvallon et al.,, 2011) and of the 36
included in the data set 30 ewes had an LH surge and an increase in progesterone indicating
an ovarian response to the “ram effect”. Of the 6 ewes without both a LH surge and a rise in
progesterone two had atypical responses (no LH surge and highly variable concentrations of
progesterone — Figure 4) that could not be classified using our definitions and four had no rise
in progesterone even if they had a LH surge. The ovarian response to the “ram effect” was not
affected by nutritional supplementation (15/18 vs. 15/18) but BCS did show a trend. Six ewes
did not respond to the “ram effect” and four of these were in the low BCS group (4/13 vs.

2/23; P=0.088); the interaction 418 was not significant.

The various types of cycle in response to the “ram effect” are illustrated in Figure 4 and the
distributions of cycle types are shown in Table 4. The proportion of ewes having normal
cycles following the “ram effect” did not differ significantly between treatments and their
interaction was not significant. Similarly the proportion of ewes having short cycles following
the “ram effect” did not differ significantly between treatments and their interaction was not
significant. Of the 30 ewes that responded to the “ram effect” and for whom, data is available,
the majority of them (27; 90%) went on to have a normal follow-up cycle, and the proportion
of normal follow-up cycles did not differ significantly between treatments and their

interaction was not significant (Table 4).
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Ewes in the low body condition groups had trend (P=0.099) towards a longer interval between
the introduction of rams and the day when progesterone rose above 0.5 ng/mL (Figure 5).
However the duration of the luteal phase, either normal or short, was not affected by BCS
(Figure 5). Similarly, the follow-up cycle was started later in ewes in the low BCS groups and
here the difference was significant (P=0.034) and again the duration of the follow-up cycle
was not affected by BCS. Nutritional supplementation had no effect on any of these variables

associated with the ovarian response to the “ram effect” (Figure 5).

Both the average concentration of progesterone over the luteal phase in those ewes with a
normal cycle in response to the “ram effect” (P=0.018) and the maximum concentration of
progesterone (P=0.029) were significantly lower in ewes in the low BCS groups (Figure 5).
By contrast in those ewes with short cycles neither the average (P=0.359) nor the maximum
concentration of progesterone (P=0.809) were affected by BCS. Nutritional supplementation
had no effect on either the average or the maximum concentration of progesterone in ewes

with either normal or short cycles in response to the “ram effect” (Figure 5).
Ovulation rate on day 5 in response to the “ram effect”

Both ovulation rate (P <0.001) and the number of follicles greater than 3mm in size (P=0.005)
were significantly lower in ewes in the low BCS groups (Table 5). Nutritional
supplementation had no effect on either ovulation rate (P=0.449) or the number of follicles

(P=0.783; Figure 5).

The effect of supplementation and BCS on oestrus in response to the

“ram effect”

Twenty five ewes responding to the “ram effect” had definitive evidence of a follow-up cycle
by the time the experiment ended on day 28 and of these a high proportion (18; 72%)
displayed oestrus at the start of the follow-up cycle (Table 4). The proportion of ewes in
oestrus was not affected by either BCS or nutritional supplementation and their interaction

was not significant (Table 4).
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Discussion

The results of this study confirm our preliminary finding that the body condition of ewes, i.e.
adiposity, affected the short-term adeno-hypophyseal response to the “ram effect” in late
anoestrus for Ile-de-France breed of sheep (Johnson et al., 2011) Despite the fact that some
parameters of the long-term ovarian response were affected by low BCS (ovulation rate, and
progesterone concentrations during normal cycle) the main reproductive outcomes following
the “ram effect” (the pattern of oestrous cycles and the expression of oestrus) were not
different between groups of high and low BCS. Similarly, short-term nutritional
supplementation before the “ram effect”, despite altering the metabolic status of the animals
as expected (Somchit et al., 2007; Zabuli et al., 2010), stimulating glucose and insulin and
interacting with BCS (the increases were greater in high BCS groups) did not affect any of the
reproductive events triggered by the “ram effect”. Therefore we conclude that although low
BCS was a potent signal that altered most of the pituitary responses to the “ram effect” it had
little effect on the final reproductive outcome and similarly short-term nutritional

supplementation had no effect on this response.

Despite the effects of low BCS on the short-term endocrine response to the “ram effect”, the
reproductive stimulus induced by the “ram effect” was in general, correctly interpreted and
the increase in LH pulsatility was sufficient to trigger an LH surge and the following ovarian
response. However, the ovarian responses were reduced in ewes with a low BCS perhaps the
effects were less obvious because the experiment was carried out late in the anoestrus so that
the percentage of ewes responding to the “ram effect” was close to 100. The negative effects
of low BCS on ovarian response to the “ram effect” at this time were seen as a tendency to
delay the ovarian response and also as a reduced maximum and mean concentration of

progesterone during the luteal phase.

Immediately before the “ram effect”, anoestrous ewes in low body condition had lower
concentrations of basal LH but, the LH pulse frequency was not affected. An interaction
between the seasonality of oestrous cyclicity and nutrition has been reported for the same
breed of ewe by our laboratory (Menassol et al., 2012) and the present findings concerning the
concentration of LH in anoestrous ewes agree with these data. It would be very beneficial to
be able to predict those anoestrous ewes capable of responding to the “ram effect” and with

this possibility in mind our findings suggest further tests to determine if the basal
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concentration of LH or the LH response to a GnRH test could predict the likely response to

the “ram effect”.

The response to the “ram effect” was close to 100% reflecting the fact that the experiment
was done in late anoestrus (June) when very good responses are normally expected
(Chanvallon et al., 2011). The advantage of doing the experiment in June was that a high
response meant a high number of cycles to evaluate but with the disadvantage that it became
more difficult to detect effects of nutrition. During the breeding season neither BCS nor
nutritional supplementation had any effect on cyclicity although effects of BCS on the length
of the breeding season have been reported (Menassol et al., 2012). The number of cycles
observed in ewes on a low plane of nutrition was fewer than in ewes on a high plane of
nutrition in some breeds (Allison & Kelly 1979, Hugo et al, 1981, Hulet et al, 1986) but not
others (Allison & Kelly 1979, Hugo et al, 1981, Hulet et al, 1986). The incidence and
duration of oestrus was not affected by BSC (Hulet et al, 1962, Allison & Davis 1976) but
ram-seeking activity was higher in heavier ewes (Allison & Davis 1976). However, we have
found in anoestrus, that BCS but not nutritional supplementation, affected the response to the
“ram effect”. However, neither of the treatments affected the proportion of ewes with short
cycles and it seems likely that the unknown mechanisms that underpin the defective luteal
function that accompany the “ram effect” do not have a nutritional component. The
proportion of short to normal cycles was 14:16 allowed scope to detect in either direction the
effect of nutrition on short cycles. Since no effects were detected we conclude that short

cycles occur independently of nutrition.

In this experiment there were 6 ewes that posed particular problems of interpretation. Two
ewes were classed as abnormal because they could not be accommodated by our definitions.
The progesterone profile for one of these is shown in Figure 4. Both these ewes had no LH
surge and would normally be classed as non-responding. However the concentrations of
progesterone and the results of the endoscopic examination suggest that there was some
stimulation of ovarian activity. They may well have been animals on the verge of spontaneous
ovarian activity. The same is may also be true for 4 other ewes that were classed as non-
responding. Three of these ewes had elevated progesterone but later than the 7 day limit of
our definition of a response. Some authors (Ungerfeld et al., 2002, Chanvallon et al., 2011)
have classified such ewes as delayed responders and the high degree of synchronisation of
these so-called delayed responses (progesterone rose between days 9 and 14) support this

interpretation. The alternative interpretation is that these ewes experienced spontaneous
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ovulation unrelated to the “ram effect”. It is also possible that some of these ewes had a short
cycle-normal cycle sequence. These could not be classified as such because they did not
satisfy our definitions but inspection of their progesterone profiles strongly suggest that the
“ram effect” induced some ovarian activity which conditioned the animals to ovulate around
days 7-10 later and to show oestrus around days 21-26. Six ewes were classed as abnormal or
non-responding, and in 5 of them progesterone increased between days 9 and 15 and 4 of
them were in oestrus between days 21 and 26. These responses are typical of those seen in a
short cycle-normal cycle sequence. The commonly used definition of a short cycle is in fact
quite arbitrary and these data suggest that the current definition is too rigorous and it requires

a more precise physiological definition to replace the existing arbitrary definitions.

It is well known that both high body condition and short-term nutritional supplementation can
increase the number of medium and large follicles and ovulation rate in ewes during the
breeding season (Scaramuzzi et al., 2006; 2011). In this experiment our findings were similar
with respect to body condition but, we were surprised by the failure of short-term nutritional
supplementation to affect follicle count or ovulation rate. Perhaps there is a difference in the
regulation of folliculogenesis between the breeding season and anoestrus and although there is
little if any published information on this point, it is probably worth following up. Another
possible explanation for the absence of an effect could be the greater difficulty in
synchronising the period of short-term nutritional supplementation with the time of ovulation.
In the breeding season it is relatively simple to feed a supplement for a very precise time prior
to ovulation. Optimum responses occur when the supplement is fed for 3-5 days before the
induction of oestrus (Oldham and Lindsay, 1984; Nottle et al., 1986; Stewart and Oldham,
1986). Such precise timing is more difficult to achieve in conjunction with the “ram effect”
because of the inherent variability of ovarian responses (Chanvallon 2009; Chanvallon et al.,
2011). Contrary to our finding with short-term nutritional supplementation, there was an
effect of BCS on ovulation rate and as reported for ewes in the breeding season (Morley et al.,
1978; McNeilly et al., 1987; Vinoles et al., 2002), ewes in low body condition had lower

ovulation rates compared to ewes in high body condition.

There were timing issues with the detection of oestrus. Rams with mating harnesses were
introduced on day 15 after the “ram effect” and unfortunately this was a few days too late
because based on our progesterone data, it is apparent that many ewes would have been in
oestrus before day 15 but, were not detected as such. The greater majority of these were ewes

with a normal cycle in response to the “ram effect”. None-the-less those ewes with a short
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cycle-normal cycle sequence were in oestrus from day 20 onwards and in these ewes there
was no evidence that either BCS or short-term nutritional supplementation affected the
expression of oestrus. In this respect the ewe appears to differ from the doe where an effect of
nutrition on oestrus has been reported (De Santiago-Miramontes et al., 2007; Fitz-Rodriguez
et al., 2009). The reason for this difference is not apparent but it may be related to the
different role of progesterone as a priming agent for oestrus in these species (Robinson 1954;

Sutherland & Lindsay 1991, Billings & Katz 1997).
Conclusion

The findings from this study show that the body condition of ewes is a significant factor
influencing the response to the “ram effect”. Ewes in the low BCS groups had reduced adeno-
hypophyseal responses to the “ram effect”. The experiment also showed that anoestrous ewes
with low basal concentrations of LH and reduced responses to a GnRH challenge also had
poorer responses to the “ram effect. At an ovarian level, ewes in the low BCS groups had
fewer follicles and in response to the “ram effect”, lower ovulation rates. The results also
showed that that short-term dietary supplementation had little influence on the response to the

“ram effect” at either the adeno-hypophyseal or the ovarian level.
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Tables

Table 1: The LH response to a challenge with a 75ng bolus injection of GnRH in anoestrus ewes in low (2.0) or high (3.0) body condition score
(BCS) that were either not supplemented or supplemented with 500g of lupin grain per ewe per day for five days immediately before the
introduction of rams. The observations were made on the day before the introduction of rams. Within columns values with different superscripts

are significantly different (P<0.05).

BCS Diet Mean LH before Mean LH after Max LH after L:f:eTlg:‘t;:e D'::;nlean':eI::‘ ifI:er
GnRH (ng/mL) GnRH (ng/mL) GnRH (ng/mL) (ng/mL) before (ng/mL)
_ 0.31 £+ 0.100° 0.77 £ 0.15° 0.91 + 0.24° 0.54 + 0.21° 0.42 + 0.779°
Non-Supplemented (n=6)
Low
_ 0.29 + 0.038° 0.66 + 0.035° 0.85 + 0.14° 0.39 + 0.15° 0.32 + 0.063°
Supplemented (n=5)
b b b b b
Non-Supplemented (n=11) 0.54 + 0.057 1.60 = 0.24 2.11 £ 0.28 1.32 £ 0.27 1.09 £ 0.23
High
_ 0.45 £ 0.069° 1.20 + 0.23° 1.65 + 0.33° 1.00 + 0.34° 0.84 + 0.23°
Supplemented (n=11)
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Table 2: The frequency of LH pulses and the mean concentration of LH in anoestrus ewes in low (2.0) or high (3.0) body condition score (BCS)
that were either not supplemented or supplemented with 500g of lupin grain per ewe per day for five days immediately before the introduction of
rams. The observations were made during a two-hour sampling window immediately before the introduction of rams. Within columns and within

experiments values with different superscripts are significantly different (P<0.05).

Frequency of LH pulses

BCS Diet Mean LH (ng/mlL)
(pulses/h)
a a
Non-Supplemented (n=7) 0.07+0.071 0.20 + 0.060
Low
a
Supplemented (n=6) No pulses detected 0.23 + 0.021
a b
Non-Supplemented (n=11) 0.05 £ 0.045 0.52 £0.139
High
Supplemented (n=12) 0.51 £ 0.074° 0.66 4 0.082"
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Table 3: The short-term LH responses to the “ram effect” in anoestrus ewes in low (2.0) or high (3.0) body condition score (BCS) that were
either not supplemented or supplemented with 500g of lupin grain per ewe per day for five days immediately before the introduction of rams. In
the four hours immediately following the introduction of rams several end points were determined in blood samples collected every 15 minutes.
These were LH pulse frequency, mean and maximum LH and LH pulse amplitude in addition the time from the introduction of rams and the first
LH pulse and the within ewe difference in LH pulse frequency between two sampling periods, one of two-hours immediately before and the other
of four hours immediately after the introduction of rams were also determined. Within columns and between body condition groups, values with
different superscripts (a, b are significantly different (P<0.05) and in the low BCS group values with different superscripts (X, y) are significantly
different (P<0.05). There were no significant effects of supplementation in the high BCS groups.

Diff in
BCS Diet LH pulses | LH pulse freq Mean LH* Max LH** LH amplitude 'zlltllcs)ea;:::l ;'E:Lt::
%k Xk k
(N) (N per hour) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) minus no | pulse (min)
before)

a a a,x a,x a,x 2 | 90.0 £ 25.8°
Non-Supplemented (n=7) 2.43 +£0.42 0.61 £ 0.10 1.85 £ 0.59 2.84 £ 0.37 1.56 £ 0.18 2.29 + 0.61

Low

_ 2.67 £ 0.46% | 0.67 £0.11% | 0.79 £ 0.13%Y | 1.65 + 0.24®*Y | 0.88 + 0.10*Y | 2.67 £ 0.56° | 55.8 + 32.1°
Supplemented (n=6)

B 4,55 £ 0.56° | 1.14 £ 0.14° 1.92 £ 0.19° | 3.01 £0.20° | 1.41 £0.10° | 4.45+0.49° | 12.3 + 4.88°
Non-Supplemented (n=11)

High

b b b b a b b
Supplemented (n=12) 3.92 £ 0.42 0.98 £ 0.14 2.38 £ 0.37 3.87 £ 0.42 1.66 £ 0.18 3.50 £ 0.48° | 21.2 £ 5.68

* p =0.051 for the interaction between supplementation and BCS; ** p = 0.005 for the interaction between supplementation and BCS; *** p =

0.085 for the main effect of BCS and p = 0.015 or the interaction between supplementation and BCS
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Table 4: The number and percentage of ovarian cycles, follow-up ovarian cycles and estrus in response to the “ram effect” in anoestrus ewes in

low (2.0) or high (3.0) body condition score (BCS) that were either not supplemented or supplemented with 500g of lupin grain per ewe per day

for five days immediately before the “ram effect”. There are no significant differences among the treatments for any of the parameters.

: Oestrus at
BCS Diet First cycle outcome Follow-up cycle outcome start of the
None** Normal Short luteal Return to Normal Short luteal foltl:oz\:;up
luteal phase phase anoestrus luteal phase phase \
2 (50%)
o) o) 0, o)
Non-Supplemented (n=7) 3 (43%) 2 (28.5%) 2 (28.5%) 0 4 (100%) 0
Low
0, 0, 0, 0,
Supplemented (n=6) 0 3(50%)tt 3 (50%) 0 (20%) 5 (100%) 0 3 (60%)
o, 0, o, o) 0,
Non-Supplemented (n=11) 0 5 (45%) 6 (55%) 1 (9%) 10 (91%) 0 9 (90%)
High
0, o) o) o) 0, 0,
Supplemented (n=12)* 1 (8%) 4 (33%)t 6 (50%) 1(11%) 8 (91%) 0 6 (75%)
Total 36 4 14 17 2 27 0 20

* One ewe had an abnormal cycle that was not classified (See ewe 9 in Figure 4); ** Four ewes were classified as not responding because
progesterone did not rise above 0.5 ng/mL within 7 days of the “ram effect”. However in all 4, progesterone rose between days 9-14 and all had
normal cycles and 3 with estrus between days 21-26. ¥ One ewe in the high-supplemented group was not classified because her daily blood

sampling ended on day 15. 71 One ewe became pregnant to the “ram effect” and so there is no data on her follow-up cycle
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Table 5: The ovulation rate and the mean number of follicles >3.0 mm in diameter on day 5 after the “ram effect” in anoestrus ewes in low (2.0)

or high (3.0) body condition score (BCS) that were either not supplemented or supplemented with 500g of lupin grain per ewe per day for five

days immediately before the introduction of rams. Within columns and between body condition groups values with different superscripts are

significantly different (P<0.05). There were no significant effects of supplementation.

BCS Diet Ovulation rate No Follicles (>3mm)
a a
Non-Supplemented (n=7) 1.67 £ 0.21 0.86 + 0.26
Low
a a
Supplemented (n=6) 1.20 +£0.20 1.17 £ 0.48
b b
Non-Supplemented(n=11) 2.50 £ 0.17 2.45 £0.43
High
Supplemented (n=12) 556 + 0.34b 542 4 0.50°
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Figure 1: A schematic plan of the experiment showing the time line (not to scale) of the
experiment and its principal features. Ninety days before the experiment a group of 48 ewes
were managed to achieve two predetermined groups with median BCSs of 2 and 3 and when
these ewes were confirmed as being in anoestrus (weekly plasma samples assayed for
progesterone), 38 of the original 48 remained available for allocation to 4 experimental
groups. From day 5 before the ram effect (day 0) half of the ewes in each BCS group were fed
a nutritional supplement for 5 days. During the period of supplementation, the ewes were bled
twice daily and the plasma assayed for glucose and insulin. On Day -1 the ewes were injected
with 75ng of GnRH and blood was collected at 15 minute intervals from 60 min before to 60
min after GnRH; the plasma was assayed for LH. From two h before until 4 h after the “ram
effect” blood was taken every 15 min (LH pulses) then from 4-72h every 4h (LH surge).
These plasmas were assayed for LH. From the day of the “ram effect” blood was taken daily
and the plasma assayed for progesterone. Endoscopy was carried on day 5 to determine
ovulation rate and estrus checks were made daily from d15-28. There was second period of
supplementation between days 14 and 19 during which nutritional supplementation was

reversed in the high BCS groups.
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Figure 2: The mean + SEM, concentrations of glucose and insulin in jugular venous blood

from anoestrus ewes in low (2.0; dashed lines, square symbols) or high (3.0; solid lines, round

symbols) body condition score (BCS) that were either supplemented (black symbols) or not

supplemented (open symbols) with 500g of lupin grain per ewe per day for five days

immediately before the introduction of rams. Significant differences are described in the text.
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Figure 3: The mean + SEM, time in hours from the introduction of rams to the LH surge in
anoestrus ewes in low (2.0) or high (3.0) body condition score (BCS) that were either
supplemented (dark grey bars) or not supplemented (light grey bars) with 500g of lupin grain
per ewe per day for five days immediately before the introduction of rams. There were no

significant differences.
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Figure 4: Progesterone profiles indicative of ovarian responses, in six individual ewes, illustrating the variety of responses observed to the “ram

effect”. A black arrow indicates the presence and time of the LH surge and a grey arrow indicates the day of estrus.
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Figure 5: Ovarian cycles and progesterone concentrations in anoestrus ewes in low (2.0) or high (3.0) body condition score (BCS) that were
either supplemented or not supplemented with 500g of lupin grain per ewe per day for five days immediately before the introduction of rams.

Black bar — high BCS and supplemented; hatched bar — high BCS and not supplemented; white bar — low BCS and supplemented; grey bar — low
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BCS and not supplemented. The fours panels show: Top left - the time interval from the introduction of rams to a concentration of progesterone
above 0.5 ng/mL (days to start of cycle), the period of time the concentration of progesterone was continuously above 0.5 ng/mL in ewes with a
normal luteal phase (duration of normal cycle) or a short luteal phase (duration of short cycle). Top right - the period from the end of a normal
cycle to the start of the follow-up cycle (interval to follow-up cycle) and its length (duration of follow-up cycle). Bottom left - the mean and
maximum concentration of progesterone in ewes with a normal cycle and bottom right - the mean and maximum concentration of progesterone in

ewes with a short cycle.
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Résumé

L’¢tude des effets de la nutrition sur les profils saisonniers de reproduction ainsi que sur les techniques
naturelles visant a maitriser ce caractere, présente un intérét tout particulier pour le développement de systémes
d’¢élevage ovins durables. Nos travaux démontrent que 1’état d’engraissement est un facteur capable d’interagir
avec la photopériode pour moduler le moment des transitions saisonnieres reproductives. Cet effet n’affecte
pas la synchronisation annuelle du rythme reproductif des brebis et s’effectue indépendamment de leur degré
de saisonnalité. Les effets de 1’état d’engraissement se transmettent, en partie via la voie AMPK, sur
I’amplitude du rythme journalier et endogéne de sécrétion de mélatonine chez la brebis Ile-de-France, sans
qu'une implication fonctionnelle de ce phénomene puisse étre déterminée. Enfin, 1’état d’engraissement
contribue de facon significative a la variabilit¢ de la réponse des brebis a un traitement d’implants de
mélatonine ainsi qu’a la réalisation d’un effet male, tous deux réalisés en fin de saison d’anoestrus chez la

brebis Ile-de-France.

Abstract

To determine the effect of nutrition on the seasonal patterns of reproduction and on the natural techniques used
to control these patterns, is a feature of particular interest in the development of sustainable sheep breeding
systems. This work establishes that body condition is a potent factor that interacts with photoperiod to
modulate the timing of seasonal reproductive transitions in sheep. This effect does not result in an alteration in
the synchronization of the annual reproductive rhythm and is independent of the degree of seasonality of the
breed of sheep considered. The effect of body condition involves the AMPK system to alter the amplitude of
the daily and endogenous rhythm of secretion of melatonin in the Ile-de-France breed of sheep; a functional
implication for this phenomenon remains to be determined. Finally, body condition contributed significantly to
the variability of the response of sheep to a treatment with melatonin implants and to the male effect, both

performed at the end of the anestrus season for the Ile-de-France breed.
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