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RESUME

Nous étudions l'effet d’'une supplémentation de la ration en acides gras poly-insaturés n-3 (AGPI n-3) sur les
parametres de production (poids, lait produit, matiere séche ingérée) et de reproduction (activité ovarienne, taux de
réussite a la 1¢* insémination (IA1)) chez des vaches Holstein. Les vaches ont recu depuis le vélage pendant 2
mois postpartum soit une supplémentation en huile marine protégée (AGPI n-3) a hauteur de 1 % de la matiére
séche (MS) de la ration, soit un supplément enrichi en AGPI n-6, utilisé comme témoin iso-énergétique.
L’expérimentation s’est déroulée sur 2 campagnes de reproduction successives, 46 lactations ont été suivies (23 n-
3 et 23 n-6). La ration enrichie en AGPI n-3 n’a pas modifié les paramétres de production des vaches ni les
parameétres métaboliques mesurés dans le plasma (glucose, acides gras non estérifiés, urée). En revanche, elle a
eu tendance a entrainer des modifications au niveau de I'ovaire (augmentation du nombre de gros follicules
ovariens) et a augmenter le taux de réussite 21 j aprés IA1 (86 % vs 61 %) et 35 j aprés IA1 (73 % vs 52 %) en
comparaison de la ration témoin.
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SUMMARY

The effect of an n-3 poly unsaturated fatty acid (n-3 PUFA) enriched diet was studied on production parameters
(body weight, milk yield, dry matter intake) as well as on reproduction parameters (ovarian activity, first service
conception rate (CRAI1)) in Holstein dairy cows. Between calving and 2 months postpartum, cows received an n-3
PUFA enriched diet (1% of dry matter) or an isoenergetic n-6 PUFA diet used as the control. The experiment lasted
on 2 successive lactations, a total of 46 lactations were analyzed (23 n-3 and 23 n-6). The results show that the
PUFA n-3 diet had no effect on production parameters nor on metabolic ones (glucose, urea, non-esterified fatty
acids). However, the n-3 PUFA diet tended to increase the number of large ovarian follicles and to improve the
CRAI1 21 days (86% vs 61%) and 35 days after the artificial insemination when compared to the control diet.
INTRODUCTION vaches laitiéres, une supplémentation de la ration alimentaire
en AGPI n-3 a été envisagée chez ces 2 haplotypes de

En élevage bovin laitier, un des problémes majeurs des vingt ~ vaches qui présentent une variabilité de leur fertilité.

derniéres années est la faible fertilité des vaches laitieres
hautes productrices (39 % de réussite a linsémination
artificielle (IA), chez les vaches de race Prim'Holstein en
2010, (Le Mézec, 2014 non publié), avec un taux de réforme
pour infertilité¢ élevé : les réformes pour problemes de
reproduction pouvant représenter globalement un peu plus
d’un quart des motifs de réforme (Seegers, 2008).

Il a été suggéré qu’'une supplémentation de la ration des
vaches laitieres par des AGPI n-3 pourrait favoriser la fertilité
(Petit et al. 2002, Ambrose et al. 2006, Thangavelu et al.
2007, Moallem et al. 2013, Zachut et al. 2010b). En effet les
AGPl n-3 agiraient en diminuant la sécrétion de
prostaglandine utérine (PGF2[]) et favoriseraient ainsi
'implantation de 'embryon (Mattos et al. 2000).

Deux groupes de vaches Prim’Holstein sélectionnées pour
I’haplotype favorable (Fertil+) ou défavorable (Fertil-) pour un
QTL de fertilité femelle localisé sur le chromosome 3 ont été
caractérisés (Coyral-Castel et al. 2011, Coyral-Castel et al.
2012). Le taux de réussite aprés la premiere IA a été plus
élevé chez les primipares Fertil+ par rapport aux primipares
Fertil- (69 % contre 39 %, 35 jours aprés I'lA1), en lien
notamment avec une augmentation des non
fécondations/mortalités embryonnaires précoces chez les
Fertil-. Afin de voir s'il était possible d’améliorer la fertilité des

Afin de répondre a notre objectif, une forme protégée d’AGPI
n-3 (huile marine micro-encapsulée d’origine animale) a été
utilisée, afin d’éviter les phénoménes de biohydrogénation qui
ont lieu dans le rumen et qui aboutissent a la dégradation des
AGPI n-3. De plus, une huile marine a été choisie car sa
composition est riche en AGPI n-3 aux chaines les plus
longues (acide eicosapentaenoique, EPA C20 :5 n-3 et acide
docosahexaenoique, DHA C22 :6 n-3), qui sont ceux décrits
pour avoir les effets physiologiques les plus marqués
(Plourde et al. 2007). Dans I'objectif d’améliorer la fertilité a
I'lA, la supplémentation a été faite depuis le vélage, pendant
les 2 premiers mois postpartum, soit pendant la croissance
des follicules ovariens qui produiront les ovocytes
potentiellement fécondables au moment de la premiére
insémination.

1. MATERIEL ET METHODES

1.1. DISPOSITIF EXPERIMENTAL

Le protocole a été répété sur 2 campagnes de reproduction
consécutives dans le troupeau bovin de I'Unité Expérimentale
UEPAO du Centre INRA Val de Loire, selon un dispositif en
carré latin, impliquant 25 vaches Holstein (15 Fertil+ et 10
Fertil-, avec au total 23 vaches-lactation AGPI n-3 et 23
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vaches-lactation AGPI n-6) : chaque vache a recu la ration
supplémentée en AGPI n-3, puis celle supplémentée en
AGPI n-6 lors de la lactation suivante, ou l'inverse (tableau
1). Quatre vaches ont dues étre sorties du protocole en 2éme
campagne (absence de chaleur, interruption de gestation,
mamelle mal conformée).

Tableau 1 : Effectifs expérimentaux

Haplotype | Supplément Campagne 1 Campagne 2
Fertil+ n-3 7 7

Fertil+ n-6 8 7

Fertil- n-3 6 3

Fertil- n-6 4 4

Total 25 21

1.2. RATIONNEMENT, SUPPLEMENTATION
ENERGETIQUE ET PARAMETRES ZOOTECHNIQUES
Toutes les vaches ont recu pendant les 2 premiers mois
apres vélage une ration de base composée (en % de la MS
totale de la ration) de 67 % d’ensilage de mais, de 24,5 % de
concentrés (10,5 % Sandilait® (tourteau de soja et de colza),
14 % Sandifort® (blé)), de 8,5 % de luzerne déshydratée, de
0,6 % de CMV 5/23 et de 0,4 % de calcium. Le supplément
AGPI n-3 est une huile marine micro-encapsulée (OMG750®,
Kemin, France) distribuée a 1 % MS/j. Le supplément AGPI
n-6, qui sert de contrdle iso-énergétique, est constitué de
graines de soja toastées (Agralys, France) et est distribué a
1,8 % MS/j. Ces suppléments ont été mélangés a la ration
des vaches (rations complétes) dans des auges individuelles,
permettant également de mesurer lingestion en continu
(Insentec B.V., Marknesse, The Netherlands). Les
composants des rations ont été analysés a plusieurs reprises
au cours du protocole pour vérifier I'apport énergétique et
protéique identique des 2 rations. Les données d’ingestion
ont été analysées uniquement pendant la période de
supplémentation des vaches (2 premiers mois postpartum).
Le poids et la production laitiére ont été enregistrés tous les
jours au moment de la traite, pendant les 5 premiers mois
aprés vélage. La mesure de la composition du lait (matiére
grasse et matiére protéique du lait) a été réalisée sur des
échantillons de lait récoltés 1 fois par semaine au cours de la
1¢ année du protocole.

1.3 DOSAGES METABOLIQUES

Des prises de sang ont été réalisées 1 fois par semaine avant
la distribution de la ration du matin, a partir de 1 mois avant
vélage jusqu’a 5 mois aprés vélage, afin de mesurer les taux
plasmatiques d’AGNE, de glucose et d'urée par dosage
enzymatique colorimétrique sur un analyseur
multiparamétrique (Kone instruments corporation, Espoo,
Finland) a 'TUMR PEGASE, ainsi que la composition en
acides gras du plasma par chromatographie en phase
gazeuse a I'lnstitut Gustave Roussy (Villejuif, France).

1.4 MESURE DE L’EPAISSEUR DE TISSU ADIPEUX
SOUS-CUTANE

L’épaisseur de tissu adipeux sous cutané a été mesurée par
échographie a 2 localisations, au niveau de la queue, puis au
niveau de la 4®m vertébre lombaire comme décrit par
Schréder et al. (2006) pour estimer les réserves corporelles
des animaux. Ces mesures ont été faites 1 mois avant vélage
(1MAP), puis 2 semaines (2SPP), 1 mois (1MPP), 2 mois
(2MPP) et 5 mois postpartum (5MPP).

1.5 ACTIVITE OVARIENNE ET FERTILITE

Le suivi de I'activité ovarienne a été réalisé par échographie 3
fois par semaine depuis la 2™ semaine postpartum et
jusqu’a l'lA, afin de suivre I'évolution en nombre et en taille
(mesure du diametre) de la population folliculaire. Les
follicules kystiques (diamétre = 25 mm) ont été exclus de
'analyse. Les vaches ont toutes été inséminées avec la
semence du méme taureau, sur les criteres suivants : pas
avant 60 j PP, et aprés observation de I'acceptation du
chevauchement et/ou de la répétition de signes sexuels
secondaires. La fertilité en 1% |A est évaluée a 21 j aprés IA
(gestation présumée) par dosage ELISA de la progestérone
(P4) plasmatique (Canépa et al. 2008), puis par échographie
a35et90japres IA.

1.6 ANALYSE STATISTIQUE

Les analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel
SAS® (SAS Institute Inc., 2011). Les concentrations
moyennes en AG du lait (uniguement campagne 1 et stade
2MPP, pour n=12 vaches) ont été comparées entre groupes
n-3 et n-6 avec un test T de Student.

Les modéles multifactoriels suivants ont été utilisés :

# Modéle campagne, stade (mesures répétées), haplotype,
aliment + interactions (proc MIXED) : AG plasmatiques,
épaisseur du tissu adipeux.

# Modele campagne, semaine PP (mesures répétées),
haplotype, aliment + interactions (proc MIXED) : quantité de
lait, poids vif, MS ingérée, croissance folliculaire, glucose,
AGNE, urée plasmatiques (avec valeur plasmatique 1°®
semaine PP en covariable), TB et TP en campagne 1 (poids
1¢¢ semaine PP en covariable pour lait, TB, TP).

# Modéle campagne, haplotype, aliment et interaction aliment
x haplotype : taux de gestation (régression logistique, proc
GLIMMIX) et délai de mise a la reproduction (proc MIXED).
Les résultats sont présentés en moyennes ajustées + SEM,
sauf indication contraire. Les comparaisons multiples de
moyennes ajustées ont été faites avec un ajustement de
Bonferroni. Les effets avec p < 0,05 ont été considérés
comme significatifs, les effets avec 0,05 < p < 0,10 ont été
considérés comme des tendances. NS signifie « Non
Significatif ».

Tableau 2 : Composition en acides gras du plasma, exprimée en % par rapport au total des AG (des lettres différentes
indiquent une différence significative (p < 0,05) a un stade donné

stade 1MAP 1SPP 2MPP 5MPP

supplément n-3 n-6 n-3 n-6 n-3 n-6 n-3 n-6

AG saturés 426+04a [428+03a [39,7+04a [396+03a [392+04a [396+04a [41,1+05a |402+04a
AG mono-insaturés | 22 + 0,6 a 21,3+06a [26+06a 256+06a [215+0,7a 23,3+06a |172+09a [198+0,7b
AGPI n-6 28,3+0,7a |29+06a 274+07a |294+06b [311+08a [324+0,7a [372+1a 35,7+0,8a
C20:5 n-3 EPA 1,33+0,15a2(1,23+0,14a |1,99*0,15a [1,15+0,14b |2,57+0,16a |[0,91+0,14b |0,62+0,222a|0,66 0,17 a
C22:6 n-3 DHA 05+007a |046+0,07a |0,79%0,07a |0,52+0,07b |1,42+0,08a [0,32+0,07b |0,26+0,1a [0,16+0,08 a
AGPI n-3 7,1+03a 6,8+0,3a 6,7+0,3a 52+0,3b 8,1+0,3a 46+0,3b 45+04a 43+0,3a
AGPI 354+0,7a [359+0,7a [34,1+0,7a [346+07a |392+08a [37+0,7b 41,7+11a |399+08a
AGPI n-6/AGPIn-3 |5,2+0,4 a 56+03a 56+04a 78+03b 57+04a 96+04b 11,3+05a |11,8+04a
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Figure 1 : Poids (kg), production laitiére (kg) et MS ingérée (kg) pour les vaches AGPI n-3 (noir) et AGPI n-6 (gris)

2. RESULTATS

2.1 COMPOSITION EN ACIDES GRAS DU PLASMA

La composition plasmatique en acides gras 1 mois avant
vélage (1MAP, avant supplémentation), 1 semaine (1SPP,
début de supplémentation), 2 mois postpartum (2MPP, fin de
supplémentation) et 5 mois postpartum (5MPP, 3 mois aprés
arrét de la supplémentation) est présentée dans le tableau 2.
Le supplément AGPI n-3 a entrainé dés la 1 semaine PP
une augmentation significative de la composition en EPA et
DHA qui est aussi observée 2 mois postpartum (fin de la
supplémentation) mais qui n’existe plus 5 mois postpartum.

2.2 PARAMETRES DE PRODUCTION

Aucun effet global de la supplémentation AGPI n-3 n’a été
observeé sur le poids, la production laitiere et la matiére seéche
ingérée (figure 1), ni sur les matieres grasse (MG) et
protéique (MP) du lait (figure 2A). Seule une tendance a la
diminution de la MG chez les vaches AGPI n-3 a été
observée a 3, 5 et 9 semaines PP. La MP a été supérieure
chez les vaches AGPI n-3 a la 1% semaine PP, et a eu
tendance a étre plus élevée a 5 semaines PP.

L’épaisseur de tissu adipeux mesurée par échographie
(figure 2C) n’a pas été différente entre les vaches AGPI n-3
et n-6. La mesure au niveau de la queue a été plus variable
au cours du temps que la mesure au niveau de la 4éme
vertébre lombaire.

2.3 PARAMETRES METABOLIQUES

Aucun effet global de la supplémentation AGPI n-3 n’a été
observé sur les niveaux plasmatiques d’AGNE, de glucose et
d'urée (figure 2B). Seules quelques différences ftrés
ponctuelles ont été observées : chez les vaches recevant la
supplémentation AGPI n-3, a 1SPP, la glycémie a été plus
élevée, a 5SPP, le niveau dAGNE a été plus élevé et a

2SPP, I'urémie a eu tendance a étre plus élevée que chez les
vaches recevant la supplémentation AGPI n-6.

2.4 PARAMETRES OVARIENS ET FERTILITE

Il N’y a pas eu d’effet global de la supplémentation AGPI n-3
ni sur le nombre total de follicules (F), ni sur le nombre de
petits (PF, 3 < diaméetre < 5 mm), et moyens (MF, 5 <
diametre < 10 mm) follicules (figure 3). En revanche, une
tendance globale a 'augmentation du nombre de gros (GF,
10 < diamétre < 25 mm) follicules a été observée chez les
vaches AGPI n-3. Cela semble concerner plutét les GF 10 <
diametre < 15 mm (p = 0,14) que les GF 15 < diametre < 25
mm (NS). De plus, les vaches AGPI n-3 ont eu
ponctuellement tendance a avoir plus de follicules (au total) a
8SPP, plus de MF a 7SPP, et enfin plus de GF a 6SPP et
7SPP, avec notamment plus de GF 10 < diamétre < 15 mm a
7SPP.

Concernant la fertilit¢ aprés insémination (tableau 3), une
tendance a été observée : la fertilité des vaches AGPI n-3 a
été meilleure que celle des vaches AGPI n-6 a 21 jours. Cette
différence n’est plus observée par la suite, ni a 35 jours ni a
90 jours.

Enfin, il n’y a pas eu de différence entre les vaches AGPI n-3
et n-6 concernant le délai de mise a la reproduction (délai
vélage-IA1) qui a été respectivement de 80,9 £ 22,4 j et de
83,8 £ 22,2 j (moyenne * écart-type, NS).

3. DISCUSSION

La supplémentation en AGPI n-3 utilisée n’a pas entrainé de
modification des parameétres de production (poids, production
laitiere, matiére seche ingérée) et des parametres
métaboliques (niveaux plasmatiques d’AGNE, glucose, urée)
mesurés, ce qui est cohérent avec le fait que les rations sont
isoénergétiques et isoprotéiques.
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Figure 2 A : Taux de matiére grasse (MG) et protéique (MP) du lait, B : niveaux plasmatiques d’AGNE, d’urée et de glucose,
C : épaisseur de tissu adipeux sous-cutané, pour les vaches AGPI n-3 (noir) et n-6 (gris) (* indique une différence, p < 0,05).

Renc. Rech. Ruminants, 2014, 21

275



276

[ee]

\
\
1
|
7
Vv
\
—ee\
\

I/l\I\lPFA'
! !

\
»—»—)—4 —
l
X /
\.
./.
b—\"c —
A —

Nombre de follicules total et petits
follicules
[o0]

I
"f‘I M,
#
....... g 3’%‘%}%.} oF
L . I
0 o .
? ‘ 6 8 10

Semaine post partum

Figure 3 : Nombre total de follicules (F) et nombres de petits
(PF), moyens (MF) et gros (GF) follicules pour les vaches
AGPI n-3 (noir) et n-6 (gris) (* indique une différence, p < 0,05
et # une tendance, 0,05 <p <0,10).

Tableau 3 : Fertilité a I'|A1 chez les vaches AGPI n-3 et n-6

Nombre de moyens et gros follicules

% gestation n-3 n-6 p

a J21 (dosage P4:|gq 4 19190 |60,9 (14/23)| 0,09
gestation présumée)

a J35 (écho) 72,7 (16/22) | 52,2 (12/23) | 0,13
4 J90 (écho) 59,1 (13/22) | 52,2 (12/23) | 0,63

La composition en acides gras du plasma et du lait, modifiée
par la supplémentation, a permis de valider I'utilisation de la
forme protégée choisie (huile micro-encapsulée) chez la
vache. Les acides gras d’intérét (EPA et DHA) sont au moins
partiellement protégés de la biohydrogénation dans le rumen
par la micro-encapsulation et passent dans le plasma.
L’augmentation mesurée dans le plasma est non négligeable,
car supérieure a celle observée dans d’autres études (Petit et
al. 2002, Moallem et al. 2013). Il est difficile de comparer
notre étude aux autres portant sur une supplémentation en
AGPI n-3 car la composition plasmatique n’est pas toujours
précisée (Ambrose et al. 2006, Colazo et al. 2009) ou seul
I'ALA (acide alpha linolénique, C18 n-3) a été mesuré (Zachut
et al. 2010b, Thangavelu et al. 2007). En outre, le type de
supplémentation choisie dans notre étude n’entraine pas de
diminution d’ingestion et d’augmentation de production
laitiere, qui ont été décrites dans la littérature (pour revues,
Brunschwig et al. 2010, Rabiee et al. 2012, Leroy et al. 2014)
et qui, en accentuant le bilan énergétique négatif, génerent
une pression métabolique plus intense (traduite par une
augmentation des AGNE) pouvant étre délétere pour la
reproduction. Enfin, la supplémentation utilisée est une huile
micro-encapsulée, donc les effets négatifs d’'un potentiel
excés d’huile au niveau du rumen n’ont pas été rencontrés.

Le principal résultat de ce travail est une tendance a
I'amélioration du taux de réussite a I'l|A a 21 jours. Un écart
de 25 points est observé et cet écart reste de 20 points 35 j
apres I'lA1. Ces résultats suggerent fortement que la
supplémentation utilisée a eu un effet favorable sur la fertilité
de ces vaches laitiéres, notamment en diminuant le taux de
non-fécondations/mortalités embryonnaires précoces (échecs
précoces de gestation, avant I'implantation) chez les vaches
AGPI n-3. Le faible effectif d’animaux utilisés ici ne nous a
pas permis d’observer des différences significatives mais ces
résultats vont dans le sens de ceux observés dans d’autres
études (Ambrose et al. 2006, Moallem et al. 2013). La
supplémentation a été réalisée entre le vélage et 2 mois
postpartum afin d’affecter potentiellement la croissance des
follicules qui produisent les ovocytes pouvant étre fécondés
lors de I'lA1. Notre travail suggére donc que les AGPI n-3
(notamment ceux a longue chaine) pourraient améliorer la
compeétence ovocytaire au développement et/ou la qualité du
milieu oviductal indispensable a la fécondation et au

développement précoce de I'embryon (jusqu’'a J7 chez les
bovins). D’autres effets des AGPI n-3 sont décrits, comme la
diminution des prostaglandines au niveau de l'utérus (Mattos
et al. 2004, Childs et al. 2008) et il est possible que I'écart de
fertilité observé soit également di a un environnement utérin
plus favorable au développement embryonnaire. Les effets
favorables des AGPI n-3 ne sont pas observés 90 j apres
I'lA1 dans cette étude, soit 3 mois aprés I'arrét du régime. Un
léger effet a été observé sur la population folliculaire,
notamment sur les gros follicules (diamétre = 10 mm), ce qui
est en cohérence avec les effets décrits dans la littérature
(Ambrose et al. 2006, Zachut et al. 2010a).

CONCLUSION

En conclusion, cette étude a montré que la supplémentation
utilisée, une forme rumino-protégée d’huile marine, a entrainé
une tendance a I'amélioration du taux de réussite 21 jours
aprés I'lA1 sans altération de la production laitiere ou des
parameétres meétaboliques. La période de supplémentation
choisie suggére que la compétence ovocytaire, le milieu
tubaire ou utérin ont pu étre affectés. Les effets sur 'ovocyte
seront approfondis dans un projet ultérieur qui commencera
en 2015.
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I'IGR a Paris (Mélanie Collin et Anne-Sophie Gross).
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