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Résumé en Frangais

Le turnover protéique correspond au taux de synthése et de dégradation protéique ne donnant pas lieu
a un changement de masse protéique mais servant a renouveler les protéines corporelles, ce qui est
vital pour D’entretien et la survie des animaux. Néanmoins, ce mécanisme impacte fortement les
dépenses énergétiques de 1’animal ainsi que 1’utilisation métabolique de I’azote. Le turnover protéique
a été suggéré comme étant un déterminant majeur des variations inter-individuelles de I’efficience
alimentaire (EA) chez le ruminant. Les animaux de rente les plus efficients seront ceux qui adoptent
une stratégie conduisant a un faible turnover protéique mais probablement en détriment de leur
robustesse. Le travail de thése vise a i) évaluer a 1’échelle individuelle le lien existant entre le taux de
transfert de 1’azote alimentaire dans le gain [efficience d’utilisation de I’azote (EUA): N retenu/N
ingéré] et le classement des animaux selon différents indices d’EA, ii) étudier I’effet du classement de
I’ingéré résiduel (IR) des animaux sur le métabolisme et le turnover protéique, la composition
corporelle et les dépenses énergétiques et iii) analyser les mécanismes moléculaires mis en jeu dans les
différences de turnover protéique observées. Cette étude a été réalisée chez des taurillons Charolais
alimentés avec deux régimes d’engraissement contrastés (riche en amidon vs riche en fibre) au cours
de deux études différentes. Dans la premiére, 'EUA a été évaluée a travers un biomarqueur
plasmatique (8"°N) sur 600 jeunes bovins. Dans la deuxiéme étude I'IR a été évalué sur 100 jeunes
bovins phénotypés avec les deux mémes régimes contrastés aprés un premier test d’EA. Les 32
animaux les plus extrémes (8 efficients vs 8 inefficients par régime) ont été sélectionnés pour réaliser
des mesures de turnover protéique avec des méthodes de référence (excrétion urinaire de 3-méthyl-
histine) ou indirectes (turnover isotopique). La rétention d’azote a été mesurée chez les animaux
extrémes a partir des résultats de bilan d’azote réalisé en stalle de digestibilité (10 j) et a partir de la
composition corporelle déterminée au début du test d’EA et a I’abattage. La dépense énergétique a été
estimée d’aprés la consommation d’oxygene mesurée par Greenfeed® sur les animaux extrémes. Enfin
les tissus musculaires et hépatiques prélevés a 1’abattoir ont été analysés par western-blot et analyses
enzymatiques afin d’évaluer les voies moléculaires impliquées dans la synthése et la dégradation
protéique. Avec I’utilisation du 8N plasmatique, une corrélation négative a été démontrée entre
I’EUA et les valeurs d’IR quel que soit le régime utilisé. Les animaux les moins efficients selon I’IR
semblent plus gaspiller I’azote alimentaire que les animaux les plus efficients quel que soit le régime
alimentaire utilisé. Ce lien a été ensuite confirmé avec un sous-dispositif d’animaux extrémes sur I'IR
lorsque la rétention azotée a été estimée a partir des données de composition corporelle, mais pas en
revanche a partir du bilan d’azote. La plus grande EUA des animaux efficients a été accompagnée
d’une dépense énergétique plus faible, d’une taille du rumen plus petite et d’'un rendement carcasse
plus élevé avec une forte proportion de muscle dans la carcasse. Cependant, des tendances numériques
observées avec les deux dispositifs expérimentaux suggerent une plus forte relation entre I’EUA et
I’IR chez des animaux nourris avec un régime riche en amidon comparé a un régime riche en fibre. Le
turnover protéique pourrait €tre a I’origine de cette relation régime-dépendant entre I’IR et I’EUA.
Ainsi, les animaux efficients selon I’IR ont présenté un turnover protéique plus faible, en termes de
dégradation protéique du muscle squelettique, que les animaux inefficients mais seulement avec le
régime riche en amidon. Une absorption de nutriments glucogéniques contrastée, mais aussi
probablement plus rapide, entre les deux régimes semble étre responsable d’une réponse insulinique
trés différente, signal clé de 1’état d’activation des voies moléculaire de la synthése et dégradation
protéique. Les résultats de cette thése confirment I’hypothése d’un métabolisme protéique ralenti mais
plus efficient chez les animaux efficients quant & leur ingéré résiduel lorsque les animaux sont
alimentés avec des régimes riches en amidon.

Mots-clés : Efficience alimentaire ; Variabilité individuelle ; Turnover protéique ; Bovin viande



Abstract in English

Protein turnover is the rate of protein synthesis and degradation that does not result in a change in
protein mass but serves to renew body proteins, which is vital for the maintenance and survival of
animals. Nevertheless, this mechanism strongly impacts the energy expenditure of the animal as well
as the metabolic use of nitrogen. Protein turnover has been suggested as a major determinant of inter-
individual variation in feed efficiency (FE) in ruminants. The most efficient livestock will be those that
adopt a strategy leading to low protein turnover but probably at the expense of their robustness. The
aim of this study is to i) evaluate at the individual level the link between the rate of transfer of dietary
N into gain [N use efficiency (NUE): retained N/intake N] and the ranking of animals according to
different indices of FE, ii) study the effect of the ranking of residual feed intake (RFI) of animals on
metabolism and protein turnover, body composition and energy expenditure and iii) analyze the
molecular mechanisms involved in the observed differences in protein turnover. This study was carried
out in Charolais bulls fed two contrasting fattening diets (high starch vs. high fiber) in two different
studies. In the first study, protein efficiency was assessed through a plasma biomarker (5'°N) in 600
young cattle. In the second study FE was evaluated on 100 young cattle phenotyped with the same two
contrasting diets after an initial FE test. The 32 most extreme animals (8 efficient vs 8 inefficient per
diet) were selected to measure protein turnover using reference (urinary 3-methyl-histine excretion) or
indirect (isotope turnover) methods. Nitrogen retention was determined in extreme animals from
nitrogen balance data performed in digestibility stall (10 d) and from body composition determined at
the beginning of the EA test and at slaughter. The energy expenditure was estimated from the oxygen
consumption measured by Greenfeed® on the extreme animals. Finally, muscle and liver tissues
collected at slaughter were analyzed by western-blot and enzymatic analyses to evaluate the molecular
pathways involved in protein synthesis and degradation. With the use of plasma 8N, a negative
correlation was demonstrated between NUE and RFI values regardless of the diet used. The least
efficient animals by RFI appeared to waste more dietary N than the most efficient animals regardless
of diet used. This link was then confirmed with a sub-set of extreme animals on RFI when nitrogen
retention was estimated from body composition data, but not from nitrogen balance. The improved
NUE of efficient animals was accompanied by lower energy expenditure, smaller rumen size and
higher carcass yield with a higher proportion of muscle in the carcass. However, numerical trends
observed with both experimental set-ups suggest a stronger relationship between NUE and RFI in
animals fed a high starch diet compared to a high fiber diet. Protein turnover could be at the origin of
this diet-dependent relationship between RFI and NUE. Thus, the RFI-efficient animals showed a
lower protein turnover, in terms of skeletal muscle protein breakdown, than the inefficient animals but
only on the high starch diet. A contrasted, but probably also faster, absorption of glucogenic nutrients
between the two diets seems to be responsible for a very different insulin response, a key signal of the
activation state of the molecular pathways of protein synthesis and degradation. The results of this
thesis support the hypothesis that protein metabolism is slowed down but more efficient in animals
that are efficient in their residual feed intake when fed starch-rich diets.

Key words: Feed efficiency; Individual variability; Protein turnover; Beef cattle



Liste des abréviations

AAs : Acides aminés

ACP : Analyse en composantes principales

AGV : Acide gras volatil

Anova : Analyse de variance

CV : Coefficient de variation

dMO : Digestibilité apparente de la matiére organique
EA : Efficience alimentaire

EUA : Efficience d’utilisation de 1’azote

EM : Energie métabolisable

EN : Energie nette

GR : Gain résiduel

GLM : Modele linéaire généralisé

GMQ : Gain moyen quotidien

IR : Ingéré résiduel

JB : Jeune bovin

MAT : Matiéres azotées totales

MOF : Matiere organique fermentescible dans le rumen
MSI : Matiére seche ingérée

NDF : Neutral detergent fiber (Fibre neutre détergent)
PDI : Protéines digestibles dans I’intestine gréle

PDIA : Protéine digestible dans I’intestine gréle d’origine alimentaire

PDIM : Protéine digestible dans I’intestine gréle d’origine microbienne

PV : Poids vif

RMSE : Residual mean square error (Erreur standard résiduelle moyenne)

UEB : Unité d’encombrement bovin
UF : Unité fourragére
UFV : Unité fourrageére viande
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Un contexte global qui incite a une meilleure utilisation des ressources
alimentaires

La population mondiale augmente : les estimations prévoient 9,7 milliards de personnes sur la planéte
d’ici a 2050, au lieu de 7,8 milliards actuellement (De Wrachien et al., 2021). Cette augmentation est
principalement due aux pays en voie de développement, qui ont un taux de natalité tres élevé (ex :
I'Afrique et I'Asie du Sud-Ouest) qui compense la baisse du taux de natalité des pays développés (ex.
I’Europe, 1I’Amérique et Japon). Le probléme de cette croissance démographique inégale est que cer-
tains des pays a croissance de population rapide n’auront pas les niveaux de production adéquats pour
couvrir les besoins alimentaires accrus d’ici a 2050 (FAOSTAT, 2011). C’est la raison pour laquelle la
demande en produits animaux augmente considérablement, notamment dans les pays en développe-
ment, ol la consommation de viande en général est proportionnellement moins importante que dans
des pays développés (Sans et Combris, 2015). En réalité, la consommation de viande bovine varie
beaucoup entre pays et ne suit pas les différences entre pays de densité de population de bovins (Fi-
gure 1). Les pays développés comme les Etats-Unis ou I’Europe consomment 110 et 80 kg / habitant /
an, respectivement, tandis que les pays comme I'Afrique ne consomment que 10 kg / habitant / an
(Carriquiry et al., 2010).
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Figure 1 : Consommation de viande moyenne (kg) par personne par an en 2018.
Source : http://livestock.geo-wiki.org/graphics/

Pour répondre a ’accroissement de la demande de viande en général et bovine en particulier, la pro-
duction bovine mondiale a augmenté significativement depuis la derniére décennie (Hocquette et al.,
2018) dans un contexte de surface agricole limitée ce qui a conduit a une intensification des produc-
tions animales (Simpson et Conrad, 1993). Dans le cas de I’Europe, ou I’intensification est aussi due a
I’augmentation des prix de production, le nombre d'exploitations a diminué de 3%, tandis que la super-
ficie agricole n’a augmenté que de 0,33% (Agreste et Puccio, 2011). Cette augmentation de
I’intensification des productions animales a trois conséquences principales :

1. Une réduction considérable de la surface de paturage, ce qui oblige les éleveurs a acheter des
concentrés pour satisfaire les besoins alimentaires des animaux. Les concentrés sont plus col-
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teux que les fourrages, surtout avec 1’augmentation continue du prix des céréales, ce qui im-
pacte fortement la profitabilité économique des agriculteurs (Veysset et al., 2019).

2. L’augmentation de I’utilisation des concentrés pour les animaux a provoqué une compétition
entre 1’alimentation animale et I’alimentation humaine pour les ressources (ex. : blé, mais, so-
ja) (Mottet et al., 2017).

3. Une forte augmentation des rejets animaux tels que les gaz a effet de serre (méthane), et
I’azote vers I’environnement (Gerber et al., 2013).

Du point de vue environnemental, économique et sociétal, la situation démographique représentera un
défi pour les productions animales dans les années a venir. Ainsi 1’efficience des productions animales
doit augmenter pour satisfaire 1’accroissement de la demande tout en respectant la durabilité des pro-
ductions (Makkar et Beever, 2012). Dans le derniére rapport FAO du 2012 (Makkar et Beever, 2012),
les principales consignes pour affronter la situation actuelle était d’utiliser I’efficience alimentaire
(EA) comme critére de sélection sur les animaux de rente et prioriser les régimes fourragers pour les
ruminants. Pour ceux-ci, le type de régime est trés dépendant du type de systéme productif, intensif ou
extensif qui differe par la quantité et la concentration des déchets excrétés par les animaux et par la
quantité et proportion des achats de I’extérieur (Laisse et al., 2019). Dans les systemes extensifs les
excrétions servent a fertiliser le sol et contribuent aux cycles du carbone et de 1’azote tandis que dans
les systémes intensifs ces ressources s’accumulent en empéchant son entrée dans leur cycle respectif
(Steinfeld et Wassenaar, 2007). Des systeémes alternatifs de production animale en lien avec
I’économie circulaire ont aussi été proposés. Ils reposent sur une utilisation moindre des concentrés a
base des graines de céréales dans 1’alimentation animale, une meilleure utilisation des ressources natu-
relles (paturage, fourrages et coproduits de I’industrie alimentaire) et une réutilisation des déchets
d’élevage pour favoriser le retour des matiéres organiques au sol (OCDE-FAQ, 2017). Cependant, la
productivité de ces systémes a tendance a étre faible, et certains pays développés, tels que la Nouvelle-
Zélande, ont proposé comme faisant partie de 1’économie circulaire des systémes de paturage plus
intensifs qui permettent d’augmenter la production de viande bovine de 17% et celle d'agneau de 17%
(Lesschen et al., 2011). Sur le terrain, les nouveaux courants de production sont basés sur une intensi-
fication durable, qui allient I’intensification des productions et le respect de I’environnement (Smith et
al, 2012).

Les consignes de la Commission Européenne pour le futur des productions animales en Europe ont été
résumées par Peyraud et MacLeod (2020) qui défendent le point de vue que 1’élevage, et en particulier
I’¢levage de ruminants, peut étre partie de la solution et non du probléme grace a des changements
dans I’alimentation animale, avec une augmentation de la part des ressources fourrageres et :

e Un changement de conduites d’élevage avec des systémes intensifs plus durables,
e Une augmentation de la santé et du bien-étre animal,

e Une augmentation de I’efficience alimentaire.
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Particularités du systéme bovin viande en France

Les pratiques agricoles varient énormément en fonction de la zone géographique et des conditions
météorologiques, ce qui peut expliquer la grande variété de systémes d’élevage existant en Europe et
en France. On peut souligner les systémes les plus importants (Institut de 1’élevage, 2018) :

Systeéme herbager naisseur. C’est un systéme ou 1’éleveur s’occupe seulement des vaches allaitantes et
des males reproducteurs. Dans ce systéme, extensif 1’alimentation est a base de paturage ou les ani-
maux peuvent étre supplémentés certaines époques de 1’année en fonction de la météorologie. Les
veaux nés de ces vaches sont nourris a base de lait et pature de I’herbe. Une fois sevrés, ils sont vendus
pour étre engraissés ailleurs de maniére intensive.

Systéme naisseur engraisseur semi-extensif. Ce systéme c’est similaire au précédent, mais les veaux
sevrés sont engraissés dans I’exploitation avec des régimes concentrés et un acces éventuel au patu-

rage.

Systéme engraisseur. Dans ce systéme les veaux, normalement sevrés, sont nourris a base de régimes
énergétiques jusqu’au poids commercial d’abattage.
Ces systémes, classés de plus a moins extensifs, se différencient principalement par 1’alimentation

utilisée avec une part plus ou moins importante de concentres, céréales ou produits achetés a
I’extérieur, et de produits issus de I’exploitation comme le foin ou le paturage.

Production : 1,27 million de téc Consommation : 1,33 million de téc
B+T.
15%
19 % type laitier Taﬂl?ezux
81 % type viande 339
i Import :
Environ 32 %
type laitier f p;u: ‘i‘ecig ;%
Export :
86%de JB Vaches ,,
48 % type laitier ¢ Vaches 61% i
52 % type viande 47%
Environ 68 % ,’,'
type viande k /
3 % type Iailfier Génisses G_éi'r;iﬁies ,/
\ 97 % type viande 17% /
58 % type laitier !
42 % type viandec - -‘

Figure 2 : Production et consommation de viande bovine en France pour
I’année 2019. Source : Institut de I’Elevage (2020).

Les derniers chiffres de production et de consommation de viande bovine en France datent de 2019
(Figure 2). La production des bovins a viande était de 872.363 animaux (Institut de 1’Elevage, 2020).
Parmi ces animaux, 35% sont des vaches allaitantes, 25% des génisses, 2% des beeufs et 38% des tau-
rillons (jeunes bovins). 86% des taureaux produits ont été exportés, essentiellement vers des pays Eu-
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ropéens. En cohérence avec ces chiffres, la consommation de viande en France (= 25 kg / habitant)
correspondait & 83% de femelles ou males castrés et seulement une faible proportion de jeunes bovins.

Ce projet de thése se focalise sur les jeunes bovins, dont le cheptel représente environ 339.471 ani-
maux engraissés en France ou a 1’étranger. Les principales races bovines a viande sont les races Cha-
rolaise (18%), Limousine (15%), Montbéliarde (8%) et Blonde d’ Aquitaine (6%). Méme si les jeunes
bovins ne représentent qu’une faible proportion de la production bovine Francaise, leur utilisation des
ressources agricoles est significativement supérieure a celle des vaches allaitantes, génisses ou beeufs
(Veysset et al., 2019). En conséquence, ’amélioration de I’EA et 1’implémentation de stratégies
d’alimentation de précision sont trés importants pour ce type de production.

La Figure 3 résume les principales caractéristiques du systeme de production de jeunes bovins a
viande en France, y compris ’utilisation des ressources pour I’engraissement.

Bilan alimentaire par jeune bovin

Durée estimée de 'engraissement= 190 jours | E"5/29¢ mais 1700

Foin 60

Apports alimentaires (en MS) Total fourrages (kg MS) 1760

CMV + craie Céréales 570

i i 2%

Ensﬂ:i;ide mas Correcteur Correcteur 390
13%

CMV + craie 40

Cérbales | | Total concantré (kg brut) 1000 Abattage
19% Indice de consommation (kg MS/kg vif produit) 65 —_—
Finition
T24 kg
Foin
2%
Engraissement

Adaptation

355 kg
320 kg

17 mois

15 mois

8 mois 9 mois

Figure 3: Performances des jeunes bovins viande en France par période d’adge avec un régime
typiquement utilis¢é dans 1’engraissement et distribution des différents ingrédients alimentaires du
régime par kilo de matiére séche sur I’ensemble de la période d’engraissement. Source : Institut de
1élevage (2020).

En résumé, dans toute stratégie d’augmentation de I’EA chez le bovin viande par sélection génétique,
il faut tenir en compte des particularités du systéme de production ciblé (systéme intensif ou extensif)
et type d’alimentation (fourrage vs concentré).

20



Introduction

L’efficience alimentaire chez les bovins viande

Je vais tout d’abord définir la notion d’efficience. Le mot « efficience » est un mot anglais et sa tra-
duction littérale en frangais est « efficacité ». Mais dans leur usage courant, le mot « efficacité » est
associé a la réalisation des objectifs tandis que la notion d’efficience est associée a une conversion
économe des ressources en résultats. L’EA est définie comme la capacité des animaux a transformer
les produits alimentaires (fourrages ou concentrés) en produits animaux (ex. lait, viande ou ceufs)
(Hill, 2012), avec I’objectif d’une utilisation économe des moyens.

Dans le cas des ruminants, 1’efficience de transformation des aliments en produits animaux est faible.
Les bovins a I’engrais ont une EA comprise entre 5 et 25% contre par exemple 45 & 60% chez les
porcs (Tolkamp, 2010). En outre, chez le bovin viande seulement 6% de 1’énergie brute du régime est
transformée en gain de poids (Lobley, 2003). Cette faible efficience du ruminant est le prix a payer
pour sa capacité unique a utiliser des produits riches en cellulose, non consommables par les omni-
vores ou carnivores (Dijkstra et al., 2005).

Pour cette raison, ’EA des ruminants doit étre améliorée, et ceci plus que pour d’autres espéces ani-
males de rente. Deux principales voies d’amélioration existent, I’optimisation des régimes alimentaires
et la sélection génétique (Makkar et Beever, 2012). L optimisation des régimes alimentaires a été lar-
gement étudiée chez les ruminants et a abouti a proposer des stratégies nutritionnelles et des systemes
d’alimentation applicables a des groupes d’animaux et non pas & des individus (NRC, 2016 ; INRA,
2018). Aujourd’hui étant données la situation environnementale et la compétition entre les ressources
pour I’Homme et les animaux, beaucoup de ces stratégies (ex teneur élevée des régimes en amidon
dégradable) ne sont plus considérés comme durables (Tamminga, 1996).

En conséquence, dans le présent projet de thése I’EA sera abordée du point de vue de la sélection gé-
nétique (généticistes) et zootechnique (sélection faite dans une méme ferme par les éleveurs) des ani-
maux pour phénotyper les individus les plus efficients (Archer et al., 1999). Cette sélection devra étre
accompagnée de régimes formulés de maniére précise pour ces individus efficients comme le propose
I’alimentation de précision (Vaintrub et al., 2021).

21



Introduction

Phénotypage de I’efficience alimentaire chez le bovin viande

L’EA est exprimée en tenant compte de la consommation d’aliments et des produits finaux. Plusieurs
indices existent. Les plus utilisés sont de deux ordres (Archer et al., 1999) ; d’une part des ratios et
plus récemment des valeurs résiduelles (Arthur et Herd, 2012).

Indices basés sur des ratios : Index de consommation ou rapport du gain sur ’ingéré

L’index de consommation (IC) et le rapport gain / ingéré (RGI) peuvent étre définis comme des in-
dices d’efficience brute. Ils sont calculés selon des ratios entre les inputs (consommation journaliere de
matiere seche et les outputs (le gain de poids journalier) (Figure 4). Le RGI (en anglais Feed Conver-
sion Efficiency, FCE) est le rapport du gain de poids sur la matiére séche ingérée (MSI), et I'IC (en
anglais Feed Conversion Ratio, FCR) est I’inverse, soit le rapport entre la MSI et le gain de poids
(Carstens et Tedeschi, 2006).

Ces deux indices étant I’inverse I’un de I’autre, leur interprétation sera inversée. Des valeurs FCE éle-
vées signifient que les animaux générent un gain de poids élevé pour chaque kg de MSI consommé.
Des valeurs de FCR élevées signifient une consommation de MSI élevée par kg de gain de poids vif
(PV), ce qui implique de I’inefficience. Avec les deux indices ’efficience s’explique soit par une
augmentation du gain soit une réduction de la consommation. Ces indices ont été utilisés traditionnel-
lement comme indices technico-économiques, généralement au niveau du groupe pour comparer diffé-
rents traitements, car il est facile de savoir combien mange un lot entier d'animaux et de connaitre le
poids a l'entrée et a la sortie des animaux (Andersen, 1978).

IC; Index de

consommation (kg)= M

Gain (kg/J)

Sorties
Gain de poids,
RGI; Rapport du gain . . (kg/)) productlonaltlere
sur Vingéré (kg)= ™SI (kg/])

Entrées
Consommation de
matiére séche

Figure 4 : Définition et calcul des indices de consommation (IC) et du rapport du gain
sur I'ingéré (RGI), en I’anglais FCR et FCE, respectivement. Source de I’image:
https://photos.com /featured/friesian-cows-feeding-from-trough-on-montyrakusen .html.
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Du point de vue biologique les corrélations entre la matiére séche ingéré et ces ratios n’ont été pas
totalement démontrées. Hill (2012) a résumé plusieurs études génétiques dans lesquelles I’ingéré était
corrélé soit positivement, soit négativement soit pas corrélé avec ces ratios. Par contre, le gain a tou-
jours été associé phénotypiquement et génétiquement (r = -0,61 a -0,95) a ces indices d’EA (Ceacero
et al., 2016 ; Taussat et al., 2019). Almeida Santana et al. (2016) ont trouvé des associations gené-
tiques avec I’'IC qui montrent que cet index est li¢ a des mécanismes biologiques associés au gain,
comme une synthese protéique et dégradation plus élevées chez les animaux efficients.

Pour prendre en compte la concurrence dans I’utilisation des ressources pour les alimentations hu-
maine et animale, les indices basés sur des ratios ont évolués et la notion d’EA nette est apparue. L’EA
nette correspond au ratio entre 1) la quantité d’aliments non comestibles pour les humains (fourrages,
pailles ou coproduits) ingérés par les animaux, et 2) la quantité de produits animaux (viande, lait,
ceufs) consommables par I’homme (Laisse et al., 2019). Ce rapport augmente avec l'utilisation par les
animaux de ressources non consommables par I'nomme (Laisse et al., 2019).

L’avantage majeur des deux indices basés sur des ratios est la facilité de calcul et d’interprétation
(Berry et Crowley, 2013). Les inconvénients sont nombreux : 1) I’erreur associée aux valeurs
d’efficience est élevée car elle résulte de ’erreur de chaque terme, 2) les fortes corrélations entre le
ratio lui-méme et son numérateur, ainsi la réponse d’une sélection basée sur un ratio est plus difficile a
prédire a cause de ’antagonisme entre le numérateur et le dénominateur (Gunsett, 1984), 3) la sélec-
tion pour le gain de poids (trés corrélé a FCE) augmente le PV de I’animal mature, ses besoins
d’entretien (Archer et al., 1999) et ses difficultés de vélage (dus a la taille du feetus et a des gestations
Iégérement plus longues ; Cundiff et al., 1986).

Indices basés sur les valeurs résiduelles : ’ingéré résiduel et le gain résiduel

Les indices d°EA basés sur des valeurs résiduelles ont été proposés pour les bovins en engraissement
dés par Koch, (1962). Ces auteurs ont proposé que 1’efficience soit calculée comme une fonction issue
de I’interrelation entre les principales performances animales (PV, gain de poids) et les quantités de
MSI.

n

Résiduelles des

% animaux inefﬁciel}ts Résiduelles des

animaux efficients

MSI observée (kg / J)

6 v 4 8 9 10 n 12

MSI théorique prédite (kg / J)
Figure 5 : Régression entre la matiére séche ingérée (MSI) observée et la MSI
prédite pour le calcul de I’ingéré résiduel (IR). Chaque point représente un animal.
Les points rouges représentent des animaux ayant une consommation observée
plus élevée que la consommation prédite par rapport les poids et gains moyens
quotidiens. Les points verts correspondent a des animaux ayant une consomma-
tion plus faible que la MSI prédite, ce qui les rend efficients.
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Les indices d’efficience résultant de ce travail sont ’ingéré résiduel [IR ; en anglais « residual feed
intake » (RFI)] et le gain résiduel [GR ; en anglais « residual gain » (RG)]. Ces indices sont calculés
comme étant les résiduelles de MSI et du gain de poids en covariant les autres variables. Ainsi dans le
cas de I’IR les résiduelles seront les différences entre la MSI observée et la MSI théorique de 1’animal
prédite intra-groupe sur la base du PV et du gain de poids (Figure 5). Dans le cas de IR, il a été suggé-
ré que ces valeurs peuvent donner une idée sur la partition de la MSI destinée a I’entretien (poids) ou a
la production (gain).

Dans son méme article sur l'efficience d’utilisation des aliments, Koch et al. (1962) propose un autre
indice d'efficience, le gain résiduel (GR), qui consiste en une régression entre le gain de poids journa-
lier observé et le gain théorique obtenu d’aprés le poids métabolique des animaux et la quantité de
MSI. Comme pour I’IR, les animaux efficients sur la base de GR ont un gain moyen quotidien (GMQ)
plus important que les prévisions, pour un niveau de performances similaire (Koch et al., 1962). Dans
ce projet de theése on va surtout se focaliser sur I'IR plus utilisé dans des programmes de sélection
génétique en raison de sa répétabilité et de son héritabilité (tels que discuté plus loin), méme si le GR
sera aussi abordé.

Les animaux efficients sur la base de I'IR ont une consommation de MS inférieure aux prévisions
(valeurs de IR négatives) pour des performances identiques (Koch et al., 1962). IR résulte par calcul
d’un model incluant le PV et le gain de poids, d’un point de vue biologique il est donc uniquement
associé a I’ingestion contrairement aux indices exprimant le gain. Le calcul d’IR nécessite la mesure
journaliére de la MSI et la mesure fréquente du PV ainsi que I’identification (et 1’¢limination) des
valeurs aberrantes.
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MSI théorique prédite (kg / J)

Figure 6 : Relation entre la matiére séche ingérée (MSI) observée et la MSI
théorique dans un modele d’IR. La valeur d’IR d’un animal se compose de la
variabilité individuelle de 1’ingéré et aussi des erreurs de mesure et
ajustement.

L’identification de valeurs aberrantes est plus difficile pour le PV que pour la MSI car celui-Ci varie
avec les contenus digestifs et fécaux et présente de fortes variations individuelles (Watson et al.,
2013). Pour limiter I’influence de la variation des contenus digestifs sur les poids vifs, il est conseillé
de peser les animaux a jeun et si ¢’est possible deux jours en suite pour obtenir une valeur moyenne,
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notamment lors des pesées initiales et finales. Le GMQ est généralement calculé par régression en
utilisant toutes les pesées disponibles (Green et al., 2013).

De plus, pour gagner en précision, certains auteurs incluent dans le modele utilisé pour le calcul d’IR
des variables de composition corporelle, telles que 1’épaisseur de gras sous-cutané ou intra musculaire
mesurée par échographie ou ultrason (Montanholi et al., 2009). Dans ces cas-la, le model IR sera une
fonction de la MSI par rapport au PV, au gain de poids et des proxys de composition corporelle.

L’interprétation de I’IR est rendue délicate par I’erreur qui y est associée et qui a deux origines diffé-
rentes, 1) les erreurs de mesure d’ingestion ou de poids, 2) I’erreur d’ajustement du modele (Figure 6).
L’erreur du mode¢le ajoute de la variabilité aux résultats, Fischer et al. (2018) ont calculé que 50% de
I’erreur associé¢e aux valeurs de I’IR et le GR peuvent étre due aux erreurs du modele ou de mesure et
non a la variabilité individuelle.

Avant de commencer a aborder la sélection génétique par I’EA, il faut définir deux concepts trés im-
portants, la répétabilité et 1’héritabilité. La répétabilité est la proportion de la variance totale qui est
présente dans plusieurs mesures d’un trait (ex. MSI) et qui est due aux différences entre les individus.
C’est un outil utile pour quantifier la stabilité de la variable dans le temps (Hayes and Jenkins, 1997).
La répétabilité prend en compte la génétique et des facteurs environnementaux du caractére étudié. Par
contre, [’héritabilité est la proportion de la variance des caracteéres phénotypiques d’une population qui
n’est attribuée qu’a la variation génotypique. Si I’héritabilit¢ d’un caractére est élevée, la variabilité
phénotypique de ce caractére sera liée a la génétique et donc, transmissible a la descendance (Visscher
et al., 2008). En fait, la répétabilité représente la valeur maximale possible de 1’héritabilité qui ne
prend en compte que la partie génétique (Dohm, 2002). Pour conduire la sélection génétique en faveur
de I’EA, les indices utilisés doivent montrer une répétabilité et donc, une héritabilité au moins modé-
rée (Vallimont et al., 2011).

Héritabilité et répétabilité de I’efficience alimentaire chez le bovin

La répétabilité de ’EA, a composition de régimes constante, est modérée/haute pour 1’IR [0,4-0,62
(Kelly et al., 2010 ; Gomes et al., 2012)] et la répétabilité de la classification des animaux selon leur
IR est aussi modérée [0.52 (Durunna et al., 2012)]. Si I’on considére la répétabilité de chacune des
variables intervenant dans le modéle de calcul de 'R, celle de la matiére séche ingéré est toujours
élevée [0.60-0.70 (Kelly et al., 2010 ; Manafiazar et al., 2016)], ce qui pourrait expliquer la répétabilité
modérée/haute de I’IR. Cependant, celle du gain de poids est faible [0,11 (Kelly et al., 2010)], proba-
blement en raison du fait que le gain suit un courbe de croissance semi-exponentielle et non pas li-
néaire (Winsor, 1932). Le gain expérimente une croissance linéaire associé a I’augmentation de poids
(Oltjen et al., 1986) et dépendrait donc de I’état de croissance et de maturité des animaux. Pour cette
raison le gain de poids change pendant la vie des animaux proportionnellement plus que la matiere
séche ingéré, qui a tendance a suivre une trajectoire linéaire (Herd et al., 2014), ce qui peut expliquer
une répétabilité de la MSI considérablement supérieure a cela du gain.
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En ce qui concerne I’héritabilité des indices d’EA, peu d’informations sont disponibles puisque les
recherches sont récentes. Les indices les plus étudiés sont I’index de consommation et I’IR. Les pre-
micres mesures d’héritabilité réalisées avant 1999, avec un petit nombre d’animaux (< 2000 individus)
et des imprécisions sur les mesures de quantités ingérées individuelles, indiquent des valeurs variant
entre 0,16 et 0,40 pour I'IC et entre 0,14 et 0,28 pour I'IR (Archer et al., 1999). Plus récemment
(2000-2012), Hill (2012) dans une synthese des travaux conduits chez le bovin viande (n=18) montre
une héritabilité de 0,25 = 0,12 pour I’IC et de 0,30 + 0,12 pour I’'IR, ce qui est plus en accord la répé-
tabilité de ces deux indices. Berry et al., (2014a :2014b) ont aussi observé une héritabilité de 0,33 +
0,013 (min = 0,07 et max = 0,62) pour I'IR et de 0,23 £ 0,013 (min = 0.06 et max = 0.46) pour I’'IC
dans des animaux en croissance.

En plus de I’héritabilité, lorsque 1’on sélectionne pour I’EA il faut identifier les autres performances
qui sont génétiquement associ¢es a I’EA. L'EA est un caractére déterminé par différentes familles de
génes (Grion et al., 2014), et une sélection pour ce caractere peut conduire a une co-sélection d’autres
caractéres. Le Tableau 1 détaille les principales corrélations génétiques entre les indices d’EA (IC et
IR) et d’autres performances animales.

Tableau 1: Corrélations génétiques moyennes entre les indices d'EA et les
variables productives (Adapté de Hill, 2012).

. Ingéré résiduel Index de consommation
Variables - -
moyenne écart-type | moyenne  écart-type

Matiere séche ingérée 0,56 0,26 0,12 0,39
Gain de poids 0,01 0,14 -0,59 0,13
Poids métabolique 0,01 0,16 -0,16 0,37
Poids au vélage -0,27 0,16 -0,19 0,12
Poids d'un an -0,04 0,25 -0,22 0,37
Gras de la cote 0,12 0,26 0,18 0,27
Surface de la cote -0,15 0,16 -0,11 0,18
Gras intramusculaire 0,22 0,45 0,11 0,04
Index de consommation 0,58 0,18 1,00 0,00

Le Tableau 1 montre une corrélation entre les deux indices d’EA ; I’IR est positivement corrélé au IC
de maniére modérée/haute (r = 0,58), et donc, un animal efficient selon I’IR sera en moyenne aussi
efficient selon I’'IC, comme déja démontré par Bouquet et al. (2010). De plus, comme attendu d’apres
la construction de chaque index, I’IR est génétiquement associé a la MSI tandis que I’IC est associé au
gain de poids. Plus récemment, Taussat et al. (2019) a obtenu sur le diapositif BEEFALIM dont fait
partie ce travail de thése, une héritabilité¢ de ’EA de 0,36 £ 0,07 pour I’IR et de 0,35+ 0,07 pour I’'IR.
IIs ont aussi observé une corrélation phénotypique (rp) et une corrélation génétique (ry) négatives entre
I’'IR et le rendement de carcasse (r,= -0,16, ry= -0,18) et entre I’IR et le pourcentage du muscle (r,= -
0,27, ry=-0,47) et positives entre I’IR et le pourcentage du graisse (r,= 0,31, ry=0,48) et entre I'IR et
la taille de certains organes comme 1’abomasum, les intestines, le foie ou les rognons (r,>0.36).

En résumé, I’EA est répétable et héritable et peut donc étre un critére de sélection génétique, spécia-
lement I’IR qui a une héritabilité plus élevée que I’IC. Cependant, ces indices d’efficience, et concré-
tement I’IR, sont associés a certaines performances, comme la composition corporelle dont il faut tenir
en compte.
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Variabilité individuelle et potentiel de sélection

La sélection génétique par ’EA a commencé il y a des décennies sur plusieurs espéces d’animales de
rente. Dans le cas de poulets chair, ou la sélection par ’EA a commencé quasiment en premier, ce
caractere a augmenté de pres de 50% depuis 1957 (Zuidhof et al., 2014). Cependant, dans le cas des
bovins viande, peu de pays (uniquement 1’ Australie et le Canada) ont mis en place un programme de
sélection génétique guidé par I’EA. Par conséquence, I’EA, plus faible chez le ruminant que chez
d’autres especes animales (Tolkamp, 2010), n’a pas bénéficié¢ d’une amélioration génétique au méme
niveau que celle constatée chez le porc et la volaille. L’absence d’une sélection génétique forte sur
I’EA chez le ruminant devrait se traduire sur une variabilité¢ individuelle plus élevée. Cependant,
d’aprés les données de la littérature la variabilité individuelle de I’EA, en termes du coefficient de
variation, est similaire a celle observée chez d’autres espéces d’animaux de rente (Tableau 2).

La variabilité individuelle d’un caractére peut étre définie (Hill, 2012) comme la variabilité que pré-
sente ce caractére entre individus de méme race, méme sexe, méme age et mémes caractéristiques
morphologiques, élevés dans les mémes conditions : méme lieu de production, méme période d’étude
et méme régime (ce qui définit un groupe contemporain). Elle s’exprime par le coefficient de variation
et en effet, la variabilité individuelle des performances est plus importante chez les bovins viande que
chez les autres espéces d’animaux de rente (Tableau 2). La variabilité individuelle du gain est toujours
Iégérement plus élevée que celle de I’ingéré (CV de 15,7% vs 12,7%) ce qui pourrait expliquer que la
variabilité des indices d’EA liés au gain, IC ou GR, soit aussi plus élevée que celle de I’indice lié a la
MSI, IR (Kelly et al., 2010).

Au jour d’aujourd’hui, c’est grace a la grande variabilité individuelle de I’EA observée chez le bovin
viande que des progres notables sont attendus de la sélection génétique. Archer et al. (1999) ont suggé-
ré que cette grande variabilité individuelle de I’EA représente une grande opportunité pour améliorer
ce caractére de maniére significative.
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Tableau 2 : Coefficient de variation des principaux caracteres productifs dans I'élevage de différentes
especes.

Auteurs Animal Race N MSI GMQ IC/RGI IR GR

Bovins  Taurillons Charolais 1477 12 14 14 7,7 9,6

Taussat et al., 2020 Bovins  Taurillons Charolais 4674 10 16 15 41 12

Berry & Crowley., 2015 Bovins  Taureaux viande 3531 14 18 19 8,0 13
Nascimento et al., 2016  Bovins  Génisses Nellore 575 15 25 - 73 15
Renaud & Krauss., 2002 Bovins  Taureaux Charolais 946 9,4 - 14 70 -
Almeida Santana et al., Bovins
2019 Nellore 9079 20 31 27 110 -
Arthur et al., 2001 Bovins  Taurillons Angus 1180 14 19 17 76 -
Bovins  Blonde d'Aquitaine 558 10 - 12 36 -
Bouquet etal., 2010 Bovins  Limousin 495 7 - 14 30 -
Torres-Vazquez et al., Bovins
2019 Angus 2220 13 22 22 74 15
Lancaster et al., 2014a Bovins  Brangus 114 12 16 15 82 -
Archer et al., 1997 Bovins - 760 9,7 12 9,6 50 -
Nkrumah et al., 2007 Bovins  Génisses viande 464 15 18 17 84 -
Mujibi et al., 2011 Bovins  Génisses viande 728 12 18 - 69 -
Lancaster et al., 2014b Bovins  Santa Gertrudis 990 12 13 13 6,7 -
Schenkel et al., 2003 Bovins  Taureaux viande 2284 16 15 17 13 -
Francois et al., 2002 Brebis - 981 13 15 10 65 -
Jiao et al., 2014 Porcs Duroc 972 14 11 15 13 -
Porcs Duroc 7388 15 10 15 13 -
Do et al., 2013 Porcs Landrace 4773 16 9 13 12 -
Porcs Yorkshire 4751 16 9 12 12 -
Hoque et al 2008 Porcs Porcs Duroc 1642 8,7 13 6,4 4.9 -
Gilbert et al., 2014 Porcs Porcs en croissance 115 10 10 8,9 52 -
Volailles White Legorn 3749 8,6 - - 71 -
Yuanetal., 2015 Volailles White Legorn 247 76 - 21 67 -
Moyenne

124 157 151 7,8 129
globale

Abréviations : MS, Matiére séche ingérée ; GMQ, gain de poids moyen quotidien ; IC, index de con-
sommation ; IR, Ingéré résiduel ; GR, gain résiduel.
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Conséquences de la sélection génétique pour P’efficience alimentaire

La sélection génétique pour I’EA peut s’accompagner d’effets indésirables (1), et peut faire I’objet
d’interactions avec le régime alimentaire (2), limitant les progres attendus.

1) Effets indésirables de la sélection génétique pour I’efficience alimentaire

Le programme Australien (BREEDPLAN Australia), aprés 3 générations, a mis en évidence non seu-
lement les effets bénéfiques mais aussi les effets indésirables de la sélection pour I’IR (Arthur et al.,
2001). Parmi les bénéfices, aucune différence n'a été observée entre le poids initial, le poids adulte et
le gain de poids moyen des animaux entre les groupes. Cela est important car si le poids adulte des
vaches allaitantes n’est pas affecté, leurs besoins d’entretien ne le seront pas non plus. Ces effets
s’accompagnent d’une consommation de matiére séche plus faible de -5% chez les animaux efficients
selon 'IR en moyenne sur toutes les expérimentations (Richardson et al., 2001). Mais des consé-
quences négatives sur d’autres caractéres et différents mécanismes physiologiques, ont été démontrées
dans des études d’association génétique et génomique (Do et al., 2014 ; Ding et al., 2018 ; Brito et al.,
2020 ; Brunes et al., 2021), résultant en une co-sélection de caracteres non désirés ou indésirables.

Lorsque les généticistes ont commencé a sélectionner animaux par des indices basés sur des ratios, il a
été conclu que la sélection pour un caractere productif, tel que le gain de poids ou la production lai-
tiére, augmentait 1’efficience générale [la sélection pour la production laitiére représente 70-95% de la
sélection pour I’efficience elle-méme (Korver, 1988)]. La sélection génétique sur un caractere donné
(production laitiére ou gain) s’accompagnerait d’une co-sélection des mécanismes indirectement asso-
ciés a I’EA, tels que par exemple une glandule mammaire plus efficiente ou un gain de poids plus effi-
cient (Blake et Custodio,1984). De plus, la sélection sur le ratio de gain de poids ou le ratio de conver-
sion alimentaire chez les bovins d'engraissement augmentait le gain de la méme fagon (Mrode et al.,
1990). La sélection génétique pour le gain de poids explique 81% de la réduction du IC en comparai-
son de la sélection pour I’indice lui-méme (Koch et al., 1962).

La sélection pour des indices basés sur des résiduelles, en particulier IR, s’accompagne d’une modifi-
cation de répartition des nutriments et de bilan d’énergie corporelle en raison d’une consommation
d’aliments réduite pour des performances identiques (Rauw, 2012). Cette modification dans la réparti-
tion des nutriments, et spécialement dans la partition d’énergie permettrait de consacrer plus d’énergie
pour la production et moins pour d’autres fonctions telles que la reproduction ou I’immunité (Rauw et
al., 1998). En effet, certaines études ont observé une co-sélection entre I’IR et une baisse de la motilité
spermatique des taurillons (Wang et al., 2012), des gestations plus longues chez des vaches allaitantes
(Basarab et al., 2011) ou des systemes immunitaires moins actifs (Mpetile, 2015 ; Zerjal et al., 2021).
Cependant, toutes les études ne montrent pas de co-sélection négative sur la reproduction (ex Hafla et
al., 2013) ou 'immunité (Rakhshandeh et al., 2012) entre porcs ou ruminants sé¢lectionnés pour I’IR.
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2) Interaction entre la sélection génétique par Pefficience alimentaire et I’effet régime

Le type de régime influence la sélection génétique pour I’EA (Kause et al., 2006 ; Carré et al., 2008) ;
les animaux sélectionnés expriment leur potentiel de fagon différente selon les types de régime. Dans
le cas du bovin viande, qui peut recevoir des régimes trés différents selon le systeme de production ou
au cours de sa vie productive, cet effet doit étre pris en compte. La plupart des bovins viande, surtout
en Europe et en France, sont élevés avec des régimes principalement fourragers dans la phase de crois-
sance mais avec des régimes a base des concentrés pendant 1’engraissement (Kenny et al., 2018). Or,
les taurillons génotypés et utilisés pour commercialiser les semences d’animaux a haute EA (ou autres
caractéres désirés) sont nourris avec des régimes a base de concentrés et non pas fourrages. Les diffé-
rences d’alimentation entre taureaux génotypés et leurs descendants peut poser probléme, puisque
certaines études suggerent 1’existence d’une interaction entre ’EA et le régime. La répétabilité de I'IR
des taurillons en engraissement diminue lorsque les animaux passent d’un régime de croissance a un
régime d’engraissement, tous les deux a base de concentrés mais différents en la teneur énergétique
(Durunna et al., 2011; Cassady et al., 2016). Lorsque le changement alimentaire est plus marqué, en
passant d’un régime fourrager a un régime concentrg¢, la répétabilité de I’EA est encore moins élevée
(Coyle et al., 2016). Ainsi, le type de régime (ou les caractéristiques du régime) interagit avec I’EA.

Conclusion intermédiaire

Pour guider la sélection pour I’EA sans impacter la résilience et la robustesse des animaux (Zerjal et
al., 2021) et adapter le régime a ’EA des animaux (Lovarelli et al., 2020) ou éviter des variations
d’EA selon le régime, un certain nombre d’auteurs (Richardson et Herd, 2004; Herd et Arthur, 2009;
Cantalapiedra-Hijar et al., 2018) se sont intéressés aux mécanismes physiologiques associés a I’EA.
Dans ce projet de thése, je m’intéresse aussi a ces mécanismes et aux interactions avec le régime.
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Mécanismes physiologiques associées a la variabilité individuelle
de ’efficience alimentaire

Herd et al. (2004) et Richardson et Herd (2004) ont été les premiers a identifier et quantifier les déter-
minants physiologiques de I’EA (Figure 7). Dans leur premicre étude, ils ont identifié d’aprés les ar-
ticles publiés les principaux déterminants biologiques impactant ’EA (IR). La Figure 7 (Panel A) ré-
sume ces déterminants. La thermogenése postprandiale représentait 9% (Corbett et al., 1990), la diges-
tion 14% (Richardson et al., 1996), la composition corporelle 5% (Richardson et al., 2001) et I’activité
physique 5% (Richardson et Herd, 2004) de la variance totale de ’EA.

A) . . B) Composition
D(l%:i;")m corporelle (5%)
? Autres Comportement
(27%) alimentaire (2%)
Production
de chaleur
Autres processus (9%) \ Turnover
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Figure 7 : Contribution des déterminants de I’efficience alimentaire chez le bovin viande. Le panneau
A correspond a une synthése bibliographique et le panneau B a une analyse issue du programme Aus-
tralien de sélection. Sources : Herd et al. (2004) ; Richardson et Herd (2004).

Dans leur deuxiéme étude (Figure 7b), Richardson et Herd (2004) ont précisé leurs estimations. lls ont
raisonné sur un dispositif animal appartenant au programme de sélection génétique Australien (deu-
xiéme génération d’animaux sélectionnés pour I’IR) et engraissés apres sevrage en feedlot. Les ani-
maux extrémes selon I’'IR (efficients et inefficients) ne différaient que de 0,42 kg MSI / j, ce qui est
faible mais qui s’explique par le petit nombre de générations de sélection. Ils ont cherché a estimer les
paramétres qui contribuaient a la variation de I’EA et ils ont développé une équation linéaire pour
prédire I’IR a partir d’indicateurs de mécanismes physiologiques. Leur objectif était d’extraire d’une
analyse de variance la contribution de chaque mécanisme biologique étudié a I’EA. Les indicateurs
considérés ont été 1’aspartate amine-transférase (AST), et la viscosité sanguine comme indicateurs du
turnover protéique et stress, la créatinine et la leptine plasmatique ainsi que des mesures échogra-
phiques lombaires d’épaisseur de gras comme indicateurs de la composition corporelle, le cortisol et le
beta-OH plasmatique comme indicateurs de stress, et la digestibilité de la matiére seche mesurée en
stalle pendant 7 jours. A notre avis, la contribution des différents mécanismes biologiques ciblés a la
variabilité individuelle de I’EA tels qu’étudiés par ces auteurs (5% composition corporelle, 2% com-
portement alimentaire, 9% thermogenése postprandial, 10% digestibilité, 10% activité physique, ou
37% turnover protéique) ne peut pas étre considérée comme définitive car elle a été obtenue par asso-
ciation avec des biomarqueurs. Cette étude a le mérite de poser des premiéres hypothéses fortes sur les
principaux mécanismes associés a ’EA. Elle a été actualisée par Cantalapiedra-Hijar et al. (2018)
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d’apreés les études réalisées depuis I’année 2005. Les principaux mécanismes physiologiques associés
a ’EA chez le bovin viande (Figure 7) sont abordés ci-dessous selon cing grandes catégories : com-
portement alimentaire et activité physique, digestion, composition corporelle, métabolisme énergé-
tique et métabolisme protéique. Sur la base de leur contribution a la variabilité individuelle de I’EA,
j’ai distingué les contributeurs mineurs, expliquant moins de 35% de la variance totale (Comportement
alimentaire et activité des animaux, Digestion, Composition corporelle) des contributeurs majeurs
(Métabolisme énergétique et Métabolisme protéique). Il faut noter que la plupart des études a été réali-
sée avec un petit nombre d’animaux extrémes en IR ou IC (N <45) et que seules des études
d’association ont travaillé avec un nombre plus important d’animaux.

Mécanismes biologiques mineurs contribuant aux variations d’efficience alimentaire

Comportement alimentaire et activité des animaux

Le comportement alimentaire se référe a ’activité associée a la consommation de matiére seche ; la
fréquence des repas, le nombre de visites a I’auge, la quantité ingérée a chaque visite et le temps passé
par visite, qui dépendent tous du régime alimentaire (Fitzsimons et al., 2017). La majeure partie de ces
travaux a été réalisée avec des animaux extrémes en utilisant des dispositifs de mesure des visites et
quantités ingérés grace a des colliers d’identification connectés a une auge peseuse en temps réel.
Kenny et al. (2018) ont observé au travers d’une méta-analyse que les animaux inefficients passent
plus de temps (+12%) a ingérer et qu’ils ont une vitesse d’ingestion (g MSI / min) plus élevée que les
efficients. Des études plus récentes ont corroboré ces résultats et démontré que les animaux ineffi-
cients font aussi plus de visites a 1’auge (Parsons et al., 2020 ; 2021). Comme indiqué par Kenny et al.
(2018), ces différences de comportement alimentaire sont associées a la digestibilité de la matiére
séche.

Le comportement alimentaire est aussi associé a des différences d’activité physique journaliére et donc
de dépenses énergétiques. Richardson et al. (2004) ont trouvé une corrélation significative (r = 0,32)
entre I’activité mesurée avec un podometre et I’IR, suggérant que les animaux inefficients ont eu une
plus grande activité physique et donc des dépenses énergétiques plus élevées que les efficients. De
méme, Munro et al. (2019) ont trouvé une fréguence cardiaque plus élevée chez les animaux ineffi-
cients selon I’IR, ce qui pourrait étre expliqué par une activité physique plus importante et des dé-
penses énergétiques supérieures.

Digestion

La digestion est le processus dans lequel les animaux transforment les aliments en nutriments. 1l a été
observé que les animaux efficients selon I’IR présentent une digestibilité supérieure (+4%) de la MSI
(Bonilha et al., 2017 ; Johnson et al., 2019), ce qui pourrait étre expliqué par une quantité ingérée plus
faible associée aux rumens plus petits (Colucci et al., 1982), ce qui est aussi lié a une vitesse
d’ingestion plus faible par rapport a un temps de rétention de I’aliment supérieur et donc, plus de
temps de fermentation (Basarab et al., 2003)]. Cependant, Cantalapiedra-Hijar et al. (2018) ont suggé-
ré que cette augmentation de digestibilité est fondamentalement due a une quantité ingérée plus faible
car la capacité de digestion et fermentation ruminales augmentent lorsque les animaux ingerent des
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petites quantités. Ces différences d’ingestion et de fermentation sont également associés a la produc-
tion de méthane.

D’un point de vue théorique, des quantités ingérées plus importantes (d’un méme régime et & méme
digestibilité) devraient étre associées a des émissions de méthane supérieures (Sauvant et Noziére,
2016). Ainsi les animaux inefficients devraient produire plus de méthane. Cependant, une augmenta-
tion de quantités ingérées chez les inefficients peut étre contrebalancée par & une digestibilité ruminale
moins élevée (taux de rétention plus faible par kg de MSI) et moins de production de méthane alors
que chez les efficients la digestibilité ruminale est plus élevées (taux de rétention plus élevé) condui-
sant a une plus grande production de méthane. Par conséquent certaines études n’ont pas mis en évi-
dence de différences de production de méthane (Alemu et al., 2017 ; Flay et al., 2019;) ou au contraire
une production de méthane plus faible chez les inefficients (Dini et al., 2019; Johnson et al., 2019)
lorsque les différences de digestibilité ruminale étaient plus fortes que les différences de niveau
d’ingestion. Une variabilité individuelle a ét¢ notée pour le microbiote ruminal entre animaux élevés
dans les mémes conditions et avec le méme régime (Malmuthuge et Guan, 2017). Certains types de
bactéries seraient associés aux individus efficients (Pope et al., 2011), comme Succinivibrio (Hernan-
dez-Sanabria et al., 2010, 2012), qui pourrait orienter 1’utilisation de ’hydrogéne vers la production de
succinate et non de méthane, améliorant ainsi I’efficacité de conversion digestive de 1’énergie (Zhou et
al., 2010).

Composition corporelle

La composition corporelle a été associée a I’EA de maniére phénotypique et génétique, par le biais
d’une corrélation négative entre animaux efficients selon I’IR et le rendement de carcasse (Renand and
Krauss, 2002 ; Taussat et al., 2019). Cette relation peut étre associée aux différences de dépenses
énergétiques des tissus corporels (Lobley, 2003), plus élevés pour les viscéres que pour le muscle
squelettique ou la carcasse (Ortigues et Doreau, 1995). Kenny et al. (2018) ont fait une synthése bi-
bliographique des travaux ayant mesuré la composition corporelle d’animaux extrémes selon I’IR
(avec un écart d’ingestion 0.43-0.95 kg / j) et montré que la taille du tractus digestif était plus impor-
tante chez les inefficients, conduisant a des dépenses énergétiques plus élevées et donc une EA plus
faible (Fitzsimons et al., 2017).

Mécanismes biologiques majeurs contribuant aux variations d’efficience alimentaire

Métabolisme énergétique

Le métabolisme énergétique regroupe une chaine de processus associés a 1’obtention, la production et
’utilisation d’énergie, du niveau sub-cellulaire avec 1’activité mitochondriale jusqu’a I’animal entier
(Johnson et al., 2003). Au niveau sub-cellulaire, plusieurs études ont trouvé une activité mitochon-
driale de la chaine d’électrons supérieure a cause d’une production mineure de radicaux libres chez des
animaux avec des index de consommation plus importantes ou efficients selon I’ingéré résiduel (Bottje
and Carstens, 2009 ; Lancaster et al., 2014), Une production d’ATP plus efficiente peut contribuer a
une plus grande quantité d’énergie nette pour une méme quantité d’énergie ingérée.
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Au niveau de ’animal entier, des différences de thermorégulation ont été observées, avec une tempé-
rature corporelle plus basse chez les animaux efficients que chez les inefficients, conduisant a des
dépenses énergétiques plus importantes pour la thermorégulation (DiGiacomo et al., 2014). Comme
décrit avant, lorsque les animaux ont des poids de visceres plus importants les dépenses énergétiques
augmentent réduisant la proportion d’énergie utilisés a des fins productives (Ferrell and Jenkins,
1988). Une étude réalisée en chambres respiratoires avec des porcs males adultes a montré des dé-
penses énergétiques d’entretien plus faibles pour les animaux efficients (-10%) selon I’IR (Barea et al.,
2010). Chez les ruminants Nkrumah et al. (2006) ont trouvé des corrélations négatives entre I’IR et
I’énergie digestible (r = -0.41 ; P < 0.05) et métabolisable (r = -0.44 ; P< 0.05) et des corrélations posi-
tives entre I’IR et les dépenses énergétiques (r = 0.68 ; P < 0.001), suggérant une meilleure utilisation
de I’énergie chez les individus efficients selon I’IR.

Récemment, Guinguina et al. (2020) ont étudié la contribution de plusieurs facteurs associés au méta-
bolisme énergétique aux variations d’EA (IR). Ils ont trouvé que méme si la digestibilité ou la produc-
tion de méthane (indirectement associées au métabolisme énergétique) ont contribué a une meilleure
utilisation de I’énergie métabolisable, ce sont surtout les différences d’énergie pour I’entretien qui
¢taient associées aux animaux extrémes selon I’IR. Il est considéré que les variations de dépenses
énergétiques sont une conséquence directe des variations du métabolisme protéique notamment et une
conséquence des différences de composition corporelle (Lobley et al., 1980). Caton et al. (2000) ont
estimé que le codt énergétique de la synthése protéique représentait 23% des dépenses énergétiques
journaliéres du bovin viande. Gill et al., (1989a) ont mesuré directement le cout énergétique du turno-
ver sur des agneaux, es estimant un 19% de toute la dépense énergétique corporelle. Gill et al., (1989a)
ont méme estimé la contribution du turnover des tissues a ce pourcentage global de la dépense énergé-
tique (tractus gastro-intestinale : 25-27%, muscle : 21-26%, peau : 23-26%, et le foie :13%).

Métabolisme protéique

Le métabolisme protéique englobe tous les processus associés a 1’utilisation des composés protéiques.
Parmi tous les processus du métabolisme protéique, ceux que peuvent impacter le plus I’EA sont :

e Le turnover protéique, qui représente le renouvellement, c’est-a-dire la synthese et la dégrada-
tion continue des protéines corporelles (Waterlow, 2006a)

e La partition des acides aminés (AAs) vers I’anabolisme ou catabolisme au niveau des tissues
splanchniques (Lapierre et al., 2002)

Ces processus ont ¢té associés a I’EA parce qu’ils influencent I’efficience d’utilisation de 1’azote. En
plus, chez le bovin viande ou le principal produit final ¢’est du muscle, le métabolisme protéique est
associé a I’efficience du gain de muscle et aussi a la partition de 1’azote alimentaire vers le gain de
poids (Lobley, 2003). La recirculation de 1’'urée c’est un processus qu’influence aussi 1’efficience
d’utilisation de I’azote (Tan and Murphy, 2004), mais étant donné qu’il s’agit d’un composé azoté et
non pas d’une protéine je ne I’inclurai pas dans les processus du métabolisme protéique.

Parmi ces processus, le turnover protéique a été signalé par plusieurs auteurs comme un déterminant
possible majeur de I’EA en raison de son colit énergétique élevé (Lobley, 2003 ; Richardson et al.,
2004, Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Le turnover protéique est essentiel pour la fonction d’entretien
comme le remplacement des protéines defectueuses ou anciennes et pour la croissance, donc. Il a aussi
été associé au processus de robustesse (ex : adaptation a I’environnement ou réponse immunitaire),
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pouvant expliquer la co-sélection de caractéres observee chez des animaux efficients (Rauw, 2012). La
synthese bibliographique publiée par Cantalapiedra-Hijar et al., (2018) suggere un turnover protéique
plus faible chez les animaux efficients malgré des résultats contradictoires. Le turnover protéique étant
trés affecté par le régime et le niveau d’alimentation (Reeds et Fuller, 1983), I’étude de ce mécanisme
en association avec I’EA pourrait aussi aider a expliquer I’interaction observée entre EA et I’effet ré-
gime.
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Objectif de la these

L’objectif de la these s’inscrit dans une démarche d’amélioration de I’EA des jeunes bovins viande et
du développement de I’alimentation & base de régimes riches en fibres. Ils se focalisent sur I’étude des
mécanismes physiologiques associés a la variabilité inter-individuelle de I’EA, et aux interactions avec
le type de régime utilisé. Parmi I’ensemble des mécanismes impliqués, mon projet de thése a ciblé le
métabolisme protéique qui, d’apres la littérature, semble étre un déterminant majeur des variations
d’EA chez le bovin viande.

Ainsi, I’objectif de la thése est de :

Comprendre la relation a ’échelle individuelle entre Iefficience alimentaire et le métabolisme pro-
téique chez le bovin viande en analysant la contribution de Deffet régime a cette relation.

Cet objectif de these a été développé dans le cadre du projet EFFI-SCIENCE, méta-tache 1.2 du pro-
gramme BEEFALIM 2020, et qui a pour objectif d’analyser la relation existante entre I’EA et
I’ensemble des mécanismes physiologiques, tant digestifs que métaboliques, chez le bovin viande. Le
projet EFFI-SCIENCE inclue deux projets de théses différents, 1’un visant les mécanismes digestifs, le
comportement alimentaire et I’émission de méthane, et ’autre, cette thése présente, strictement focali-
sée sur le métabolisme protéique en lien avec la composition corporelle et la dépense énergétique. Ma
thése analysera I’importance du métabolisme protéique comme déterminant des variations indivi-
duelles de I’EA en évaluant de mesures allant de 1’animal entier a I’échelle biomoléculaire.

Une étude bibliographique du métabolisme protéique et de son lien avec I’EA est présentée en préa-
lable de la stratégie scientifique du travail de these.
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Metabolisme protéique et efficience alimentaire

Meétabolisme protéique chez le ruminant

Le métabolisme protéique fait référence aux processus chimiques et/ou biologiques responsables de
I’absorption, I’excrétion, la syntheése et la dégradation des protéines alimentaires ou corporels. Les
substances azotées sont des éléments essentiels a la vie de I’organisme en raison de leurs multiples
fonctions. Les protéines, principaux composés azotés du corps, sont constituées d’AAs dont le nombre
et I’ordre est défini par codage génétique. Les protéines représentent une proportion variable du PV de
I’animal (10-25%) mais forment une part constante de la masse corporelle délipidée (INRA, 1988).
Chez le bovin viande en croissance (150-300 kg), la proportion de protéine corporelle varie de 22,7 a
23,1% du PV et diminue légérement avec 1’age des animaux jusqu’arriver & 18% a 1’engraissement
(Andrade et al., 2009).

Les ruminants ont la particularité de digérer les constituants fibreux (principalement cellulose et hémi-
cellulose) présents dans les fourrages (ex : plantes herbacées et arbustives, paturages et restes de
plantes vivrieres apres la récolte) et coproduits. Cette capacité est permise par I’activité fermentaire du
rumen en conditions d’anaérobie. Cette étude bibliographique décrit le devenir des matieres azotées
ingérées par I’animal depuis leur fermentation dans le rumen jusqu’au métabolisme dans I’organisme
animal.

Devenir des matieres azotées dans le rumen

Avant d’aborder le devenir des maticres azotées dans le rumen, il faut préciser que les deux facteurs
les plus importants sont le taux de passage des aliments par le rumen (exprimé en % / h), le niveau
d’ingestion et le pourcentage de concentré dans la ration (INRA, 2018). Ces facteurs affectent le taux
de dégradation et la digestibilité des matiéres azotées dans le rumen. Les matiéres azotées totales
(MAT) qui proviennent des aliments peuvent étre divisées en deux groupes, d’une part les protéines et
d’autre part les constituants non-protéiques comme les AAs libres, I’'urée, ’ammoniaque et les acides
nucléiques. Dans le rumen, les enzymes microbiens dégradent une grande partie de la fraction pro-
téique en molécules plus simples, successivement peptides, AAs et ammoniaque. Les protéines les
plus dégradables sont trés rapidement dégradées en quasi-totalité en ammoniaque, et 1’urée, les AAs,
ou les acides nucléiques sont considérés comme étant dégradables a 100%. Les protéines non dégra-
dables dans le rumen transitent directement vers I’intestin. La dégradabilité des protéines dépend de
leurs caractéristiques chimiques (nature des protéines ou traitement par exemple par la chaleur) et leur
accessibilité aux microorganismes du rumen. Les protéines non dégradées dans le rumen représentent
en moyenne 20% des protéines digestibles dans I’intestin (PDI) (INRA, 2018) et la fraction non dé-
gradable peut représenter jusqu’a 50% (Storm et OQrskov, 1983).
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Lorsque I’aliment arrive au rumen, les microorganismes dégradent les protéines et peptides grace a des
protéases et ils utilisent les AAs pour sa propre synthese protéique cellulaire (Bach et al., 2005). Pour
un méme aliment, plusieurs facteurs impactent sa dégradation protéique ruminale comme le pH, le
taux de passage, I’interaction avec des autres aliments et la population bactérienne liée a 1’hote et au
régime (Bach et al., 2005). Les microorganismes du rumen se divisent en microbes qui dégradent les
glucides (glucolytiques), les fibres (cellulolytiques), les protéines (protéolytiques) et les acides gras
(Wells et Russell, 1996 ; Or-Rashid et al., 2007). Les microbes se divisent aussi en familles, dont la
distribution et les proportions dépendent du régime et de 1’animal ; chaque famille ayant une préfé-
rence pour des ressources azotées différentes (Russell et al., 1992). L’azote de ’ammoniaque est utili-
sé pour la synthése de protéines microbiennes (Huber et Kung, 1981) tandis que d’autres bactéries
plutdt protéolytiques utilisent directement les peptides et les AAs pour leurs besoins azotés (environ
43% et 62% respectivement ; Ling et Armstead, 1995). L’ammoniaque ruminal peut avoir plusieurs
origines ; il peut provenir de la désamination des AA issus de I’hydrolyse des protéines alimentaires,
des microorganismes ou des protéines endogénes (Rémond et al., 1996). Il peut aussi provenir de
I’hydrolyse de ’urée ruminale, d’origine alimentaire, salivaire ou du transfert d’urée a travers de la
paroi ruminale (Lapierre et Lobley, 2001).

Les AAs issus principalement de la dégradation ruminale des protéines aura un devenir dicté notam-
ment par la disponibilité d’énergie (Tamminga, 1996), celle-ci dépendant de la matiere organique fer-
mentescible dans le rumen (MOF). Les produits finaux de la MOF sont les acides gras volatils (AGV),
les PDI, les gaz et I’ATP (Firkins et al., 2006). Lorsque 1’énergie est disponible, les AA seront incor-
porés dans la cellule, transaminés et utilisés directement pour la synthése protéique microbienne tandis
que si I’énergie est déficitaire, les AA seront incorporés a la cellule, désaminés et leur squelette carbo-
né est fermenté pour 1’obtention d’énergie et d’AGV (Tamminga, 1979). De facon similaire,
I’ammoniaque ruminal lorsque 1’énergie est disponible sous forme d’ATP, peut étre incorporé dans les
protéines microbiennes par des processus de transamination donnant lieu au glutamate ou a la gluta-
mine a travers les enzymes glutamate synthétase, glutamate déshydrogénase et glutamine synthétase
(Pengpeng et Tan, 2013). En absence de suffisamment d’énergie, ’ammoniaque ne sera pas intégrée
dans les protéines microbiennes et sera absorbé a travers les parois ruminale ou intestinale (McDonald,
1948).

La balance protéique du rumen (BPR) est la différence entre d’une part, le flux des MAT a I’entrée du
rumen et d’autre part le flux de MAT non ammoniacales s’écoulant au duodénum (INRA, 2018). Cette
balance protéique représente la proportion des MAT (en g/kg MS) entrées dans le rumen et transfor-
meées en protéine microbienne, MAT alimentaires non dégradées dans le rumen, et une fraction des
protéines endogenes. La BPR a été déja utilisée par des autres systémes comme indicateur de la diffé-
rence entre la synthese microbienne permise par les MAT dégradables disponibles dans le rumen et
celle permise par 1’énergie issue de la MOF (NRC, 2016). Il a été considéré que la synthese de pro-
téine microbienne est environ 145 g /kg de MOF et cette synthése protéique des microbes ainsi que la
BPR sont affectées par la MSI et par des facteurs alimentaires tel que rapport de la MOF sur les MAT
dégradables dans le rumen, la quantité des glucides non structuraux du régime (Clark et al., 1992).
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Figure 8 : Principaux flux d’azote dans le rumen.

En résumé, le flux d’azote qui arrive a I’intestin est constitué de quatre fractions protéiques, les pro-
téines alimentaires non dégradables dans le rumen, les protéines microbiennes synthétisées dans le
rumen, I’ammoniaque et les protéines endogénes (Bach et al., 2005). Les protéines endogénes qui sont
difficiles & quantifier et qui proviennent fondamentalement de la salive, des cellules épithéliales des-
guamées et des enzymes secrétés, peuvent représenter entre 15 et 30% du flux duodénal chez la vache
laitiere (Lapierre et al., 2005). Chez les ruminants les principaux facteurs de variation des protéines
endogenes qui arrivent a I’intestin sont la MSI et la proportion de cellulose de la ration (Swanson,
1977).

Digestibilité et absorption intestinale des matiéres azotées

L’intestin est constitué de I’intestin gréle (duodénum, jéjunum, iléon) et du gros intestin (caeccum, cO-
lon et rectum), qui est le deuxiéme site de fermentation (notamment le caecum) aprés le rumen (Dak-
kak, 1995). Parmi les différentes fractions de protéines qui arrivent a I’intestin (Figure 8), leur contri-
bution varie essentiellement en fonction du niveau d’ingestion et du type de régime, la protéine micro-
bienne est celle qui contribue le plus aux protéines arrivant a 1’intestin, en moyenne 66,5% (54,9 a
86,7 % ; Clark et al., 1992). La digestibilité intestinale différe entre les différentes fractions protéiques.
Selon le systéme d’alimentation des ruminants de I’INRA, la digestibilité réelle des protéines micro-
biennes est considérée comme étant de 80%, ce qui a été corroboré par des autres travaux (Erasmus et
al., 1994), alors que celle des protéines endogénes est de I’ordre de 60-70% chez la vache laitiére
(Ouellet et al., 2002). Dans I’intestin et plus concrétement dans 1’iléon, les protéines endogenes qui
proviennent du rumen doivent étre ajoutées a celles qui proviennent de 1’intestin lui-méme, représen-
tées par les cellules épithéliales desquamées et les enzymes digestives (Lapierre et al., 2006). Ainsi, la
fraction des protéines endogénes dans 1’iléon peut représenter de 32% a 48% de tout le flux d’azote
iléal (Van Bruchem et al., 1997).
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Selon la nature de la protéine alimentaire non dégradée dans le rumen, la digestibilité peut varier de
55% pour quelques forages secs a 84% pour des forages verts ou certains tourteaux d’oléagineux (IN-
RA, 2018). Similairement, dans une synthese bibliographique des différentes sources protéiques chez
le ruminant, Erasmus et al. (1994) ont évalué la digestibilité intestinale des protéines non-dégradées et
ont trouvé des valeurs basses (37-66%) pour les foins et valeurs hautes (> 90%) pour des céréales
comme le soja ou le mais. Donc, 1’efficience ou I’absorption protéique va dépendre de facteurs ani-
maux comme le taux d’ingestion et de facteurs alimentaires comme la quantité et la qualité des fibres
et de I’amidon ingéré ainsi que le taux de passage, la MOF et les protéines endogénes, la protéine in-
gérée, la dégradabilité ruminale et la digestibilité intestinale. Lapierre et al. (2006) ont déclaré que les
protéines endogénes ayant une digestibilité intestinale considérablement inférieure a celle de la pro-
téine microbienne ou de la majorité des protéines (non dégradables) des concentrés ou des forages
verts, peuvent étre une source d’inefficience non négligeable.

Par conséquent, la quantification des différentes fractions protéiques est primordiale pour déterminer
la digestibilité intestinale de la ration (Lapierre et al., 2002). La digestibilité des fractions protéiques
détermine la quantité et le profil des AA qui sont absorbés au travers de 1’épithélium digestif et drainés
par la circulation sanguine en veine mésentérique puis en veine porte et elle est calculée comme la
différence entre le flux duodénal et le flux iléal d’AAs (Lapierre et al., 2006). En raison des difficultés
rencontrées pour maintenir une canula iléale fonctionnelle, les données de digestibilité intestinale sont
limitées et cette dernicre est fréquemment déterminée d’apres la différence entre les flux duodénaux et
fécaux des AAs (Harmon et Richards, 1997). Toutefois, les protéines que passent vers le gros intestin
sont aussi métabolisées par les microbes du caecum et dans ce site anatomique, la perte en AAs est
plus importante que le gain net, ce qui peut conduire a surestimer la digestibilité intestinale des AAs
(Berthiaume et al., 2001).

Une fois la protéine (quelle que soit son origine) arrivée a I’intestin elle se dégrade en peptides et AAs
par I’action des enzymes digestives (peptidases) de I’abomasum (Tamminga, 1979). Les AAs qui dé-
sormais sont dans le lumen intestinal doivent traverser la paroi de I’iléon, principalement par transport
simple ou facilité par les canaux sodium ATP dépendants (Taugir, 2016). Les tissus drainés par la
veine porte (TDVP) utilisent une partie des AA (catabolisme des AA et accrétion protéique). En
moyenne le prélévement net des AA par le TDPV représentent entre 38% (Thréonine) jusque 76%
(Phénylalanine) du flux total corporelle des AAs, étant légérement plus bas, entre 25 et 32%, pour le
cas de I’histidine (MacRae et al., 1997 ; Berthiaume et al., 2001). Les AA digérés et absorbés dans
I’intestin sont donc en partie prélevés par les TDVP et utilisés pour ses propres fins métaboliques. Ces
tissus regoivent aussi néanmoins des AA d’origine artérielle, ce qui représente environ 80% du flux
des AA totaux utilisés par les TDVP (MacRae et al., 1997). Chez un animal a ’entretien, la masse du
tube digestif reste constante, donc 1’utilisation (synthése et catabolisme) des AA par le TDVP est con-
sidérée comme étant associée aux fonctions d’entretien. Les TDVP ont un taux métabolique plus élevé
gue les muscles squelettiques et ils contribuent de maniére significative (26%) a la synthése protéique
totale de I’animal alors qu’ils ne représentent que 4 a 8% de toute la masse corporelle (Lobley et al.,
1980). Ainsi, I'utilisation des AA par le tube digestif entraine une perte nette d’AA mais aussi une
modification du profil des AA apparaissant en veine porte.

Il n’est pas encore totalement clair si le prélévement des AAs par les TDVP est obligatoire ou est régu-
Ié. Certains AAs comme la méthionine et la lysine sont obligatoirement prélevés pour les secrétions
endogenes (Lapierre et al., 2006). De plus, ces AAs peuvent servir comme source d’énergie pour les
cellules épithéliales de I’intestin en produisant du glutamate, comme dans le cas de la lysine (Wind-
mueller et Spaeth, 1980).
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Tableau 3 : Flux des AAs essentiels (g/j) dans les différentes parties de ’intestin gréle
chez les vaches laitiéres (adapté de Lapierre et al.,2006)

Lieu His 1lle Leu Lys Met Phe Thr Val
Duodénum 53 120 189 144 55 111 109 133
Duodénum (endogéne) 15 19 20 30 6 19 27 25
Duodénum net 39 101 169 114 49 92 82 108
Iléon 24 38 61 37 19 42 44 55
l1éon (endogéne) 7 11 14 16 4 15 18 15
Iléon net 22 73 122 93 35 65 56 68
Absorption portale 22 51 8 60 24 53 28 40

Apparition portale/duodénale 0,42 043 042 042 044 048 0,26 0,30

Finalement, ’ammoniaque qui arrive en veine porte suite a son absorption essentiellement ruminale
contribue relativement peu a 1’absorption nette d’azote intestinal comparé aux AA chez le bovin (La-
pierre et Lobley, 2001). Cette ammoniaque sera absorbée en quasi-totalité par I’intestin. Il représente
24,5% de tout I’azote ingéré (Huntington, 1982) et entre 20 et 41% de tout 1’azote absorbé en veine
porte (Parker et al., 1995). L’ammoniaque sera ensuite véhiculée par la veine porte jusqu’au foie ou il
sera métabolisé (Tan and Murphy, 2004).

Meétabolisme hépatique des composes azotés

Le foie est ’organe plus vascularisé de I’organisme (Lobley et al., 2000) et recoit en premier les nu-
triments alimentaires absorbés et drainés par la veine porte pour leur utilisation (Reynolds, 1995).
Parmi les fonctions du foie on peut citer le métabolisme des sucres (synthése de glucose et dégradation
du glycogene), métabolisme des lipides (synthése et dégradation de cholestérol, production de trigly-
cérides), métabolisme de détoxification (dégradation des hormones, hémoglobine et substances
toxiques), synthese de la bile et le métabolisme des composés azotés (White, 2020). Dans cette syn-
thése bibliographique et en lien avec le sujet de thése un focus particulier sera fait sur le métabolisme
hépatique des composés azotés, étant donné son role régulateur sur la biodisponibilité en AAs pour les
tissus périphériques productifs. En lien avec le métabolisme azoté une des fonctions clés du foie est
celle d’assurer 1'uréogenese, mécanisme essentiel pour éliminer de la circulation 1’ammoniaque.
L’ammoniaque est toxique pour le systéme nerveux (Lobley et al., 1995), il vient soit de ’apport ali-
mentaire par la veine porte ou soit de la déamination des AAs (glutamine, glycine, lysine asparagine et
histidine) et une fois arrivé au foie, il est transformé en urée (Lobley et Milano, 1997). Une autre fonc-
tion hépatique importante est celle du catabolisme des AAs en excés ainsi que d’une contribution a la
synthése des protéines plasmatiques (dont 1’albumine et le fibrinogéne) ayant un réle important dans le
transport des nutriments, les fonctions immunitaires ou la coagulation sanguine (McBride et Kelly,
1990).

En plus du flux de nutriments apportés via la veine porte (Reynolds et al., 1988), le foie est aussi ali-
menté par un flux artériel (artére hépatique) qui fournit des nutriments provenant du métabolisme en-
dogene ou de I’alimentation apres avoir déja transité par la circulation périphérique. Le prélévement
hépatique nette en AAs est en moyen d’environ 45% de I’apparition nette portale (Lapierre et al.,
2005), ce qui équivaut a une bonne partie des AA absorbés mais une fraction importante reste dispo-
nible pour le reste des tissus périphériques (Lapierre et al., 2002 ; Raggio et al., 2007). Cependant, il a
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été observe plus récemment que ce pourcentage est beaucoup plus faible pour certains AAs (20-32%
de I’apparition nette portale, Tagari et al., 2008). En conséquence, le profil des AAs qui arrivent et qui
sortent du foie est certainement différent. Certains AAs sont utilisés (catabolisme pour I’obtention
d’énergie ou synthése des protéines constitutives) par le foie comme 1’alanine, 1’asparagine, la glycine
et la serine, et des autres présentent une émission nette, comme [’aspartate, I’ornithine et le glutamate,
qui est spécialement utilisé pour des échanges d’azote avec d’autres tissus (Hanigan, 2005). De fagon
similaire aux TDVP, le taux métabolique et la synthése protéique hépatiques sont d’environ 5 fois plus
élevés que ceux du muscle (Lobley et al., 1980). Ces valeurs se rapportent a la synthese des protéines
hépatiques totales, qui incluent les protéines constitutives, qui représentent environ 75% (France et al.,
1999) et les protéines d’exportation comme 1’albumine, qui représentent environ 17% de la synthese
protéique totale dans le foie (O’Connell et al., 1997). Cependant, tous les AAs ne sont pas prélevés par
le foie de la méme maniére. Les études disponibles de prélévement hépatique des AAs ont étudié
I’effet soit du repas, soit d’une infusion d’AAs, souvent marqués. Parmi les AAs essentiels, le prélé-
vement hépatique le plus important est observé pour la méthionine, et la phénylalanine qui peuvent
étre prélevés jusqu’a 70% (Hanigan et al., 2004). Par contre, les AAs ramifiés ne sont quasiment pas
prélevés par le foie (1-2%) et sont plutdt métabolisés dans les tissues périphériques (Blouin et al.,
2002). Chez le ruminant il existe aussi une utilisation importante de certains AAs (serine, glycine,
thréonine, histidine et méthionine) pour la synthése des groups méthyle dans le foie, tandis que
I’utilisation des AAs pour la gluconéogenese est plus limité que dans des autres especes (Lindsay et
Reynolds 2005).

Ces AAs prélevés par le foie ne sont pas utilisés que pour la synthése protéique, mais aussi pour la
néoglucogenese. Le foie représente le principal producteur de glucose du corps (85%) chez le rumi-
nant (Lobley et Milano, 1997). Le principal précurseur hépatique du glucose est le propionate, un
AGV provenant des fermentations ruminales des aliments qui contribue pour 30 & 70% a la production
totale de glucose (Huntington et al., 2006; Loncke et al., 2020). Cependant, dans certains conditions
physiologiques ou nutritionnelles (ex : manque d’énergie ou des animaux a jeun) le propionate n’est
plus le principal précurseur du glucose ; les AAs (corporelles ou alimentaires) comme 1’alanine, la
glutamine, le glutamate et la glycine peuvent fortement contribuer (2-40%) a la synthése hépatique de
glucose grace a leur squelette carboné (Danfeer et al., 1995).
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Figure 9 : Principales réactions enzymatiques du métabolisme protéique dans le foie, transamination,

rentrée de ’ammoniaque et du glutamate dans le cycle de 1’urée, production d’urée (uréogenese) et de
glucose avec les chaines charbonnées des acides aminés (gluconéogenese). Source de l’image :
https://fr.wikipedia.org/wiki/Cycle_de_1%27ur%C3%A9%e.
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La gluconéogenése hépatique a partir des AA s’accompagne d’une désamination des AA avec perte du
groupe amine (NH,) qui sera ensuite utilisé dans la voie de ’'uréogenése (Lobley et Milano, 1997).
Comme il peut étre observé dans la Figure 9, théoriqguement il faut un AA catabolisé pour une molé-
cule d’ammoniaque (un seul azote) détoxifiée lors de la synthése d’urée (deux azotes) (Reynolds et al.,
1991). Cependant, les études qui défendent cette théorie ont été conduites avec des ruminants nourris a
base de fourrages. Lorsque des régimes plus énergétiques sont utilisées, la contribution des AAs a la
formation d’urée peut étre plus basse, d’entre 20-40 % et non 50% (Burrin et al., 1990 ; Reynolds et
al., 1991). De plus, d’autres études suggérent que 1’azote des AAs comme 1’aspartate peut lui-méme
provenir de I’ammoniaque (Luo et al., 1995). La capacité du foie a prélever I’ammoniaque véhiculé
via la veine porte et le transformer en urée est de 1,2-1,5 pumol / min / g et la contribution de cette am-
moniaque absorbée a la quantité finale d’urée hépatique est compris entre 27 et 110% (Loncke et al.,
2020), notamment en fonction de la qualité des protéine alimentaire (ex : vaches en paturage exposées
a des quantités ¢levées d’ammoniaque) et de la concentration plasmatique d’urée (Symonds et al.,
1981).

Métabolisme protéique des tissus périphériques

Le flux des AAs qui arrive au niveau des tissues périphériques comprennent les AA alimentaires qui
n’ont pas ét¢ métabolisés par les tissus splanchniques, les AAs non essentiels synthétisés par le foie
(synthése de novo) et les AAs endogénes qui proviennent des protéines dégradées (Figure 10). En
effet, les AA disponibles pour la synthése protéique dans les tissus excédent 2 a 3 fois la quantité
d’AAs ingérés (Reeds et Lobley, 1980) du fait de la forte contribution des AAs endogenes au flux
d’AA disponibles aux tissus. Estimer la contribution des AAs de chaque origine (alimentaire vs endo-
géne) a la synthése protéique tissulaire est compliqué et dépend de plusieurs facteurs liés au régime et
a I’animal.
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Figure 10 : Principaux flux de protéine et acides aminés arrivant au foie, devenir hépatique de ces
acides aminés et transport des acides aminés dans le plasma et leur métabolisme dans les tissus péri-
phériques.
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Une étude réalisée chez I’homme détermine que lorsque I’insulinémie est élevée, en situation post-
prandiale, la contribution des AAs alimentaire a la synthese protéique est du 90% tandis que quand
I’insulinémie est faible la contribution des AAs alimentaire a la synthése protéique musculaire est de
40% (Volpi et al., 1996). Le prélévement des AAs par les tissus périphériques est associé d’une part a
la disponibilité et la concentration des AAs dans plasma et dans les tissus périphériques (ou dans le
plasma), qui dépend de 1’alimentation, du prélévement des AAs par les tissus splanchniques et des
besoins d’énergie de ’animal (AAs ramifiés dans le cas du muscle squelettique et d’autre part de
I’utilisation ou du besoin en AAs par ces tissus (Lobley, 1992).

Les tissus périphériques préléevent et utilisent les AA pour la synthése protéique, celle-ci permettant a
la fois une accrétion ou un gain protéique du tissu lui-méme (croissance) et une resynthése des pro-
téines constitutives préalablement dégradées dans les processus de renouvellement ou turnover pro-
téique (Harris et Lobley, 1991). L’utilisation de I’hormone de croissance (GH) favorise le prélévement
des AA par le tissu musculaire et par conséquent I’accrétion protéique (Etherton et Bauman, 1998).

Etant donné que le principal site de catabolisme des AAs est le foie puis les TDVP, le prélevement
total ou unidirectionnel de la plupart des AAs par les tissus périphériques, et notamment le muscle, se
traduit quasiment complétement en une utilisation pour la synthese protéique (Boisclair et al., 1993).
Les AAs ramifiés (isoleucine, valine et leucine) sont I’exception car ils peuvent étre catabolisés dans
le muscle (Teleni, 1993), avec une mention spéciale pour la leucine qui est un signal puissant favori-
sant la synthése protéique (Lobley et al., 1980). Les AAs ramifiés peuvent étre aussi catabolisés dans
les tissus adipeux sous-cutanés comme récemment démontré chez la vache laitiere (Webb et al., 2020).

Tableau 4 : Profil en acides aminés du muscle squelettique chez le bovin viande ;
adapté de Vopalensky et al., (2017).

Acides aminés Pourcentage du muscle (% par tissu séche)
Thr 4,60
Val 5,10
Met 2,40

lle 4,80
Leu 8,20
Phe 4,10
His 3,20
Lys 9,80
Arg 8,00
Asp 9,30
Glu 14,40

Le muscle squelettique représente le pool majeur de protéines corporelles, il a une composition en AA
proche de celle des AA du corps entier (Harris et Lobley, 1991), a la différence d’autres tissus, comme
la peau ou la laine, qui ont des profils en AA particuliers notamment riches en AA soufrés. Si le profil
en AA des protéines microbiennes est comparé a celui des tissus, en supposant que les protéines mi-
crobiennes représentent 100% des PDI, le seul AA limitant pour la croissance musculaire est
I’histidine tandis que les AA limitants pour la peau ou la laine sont la méthionine ou la cystéine (Storm
et al., 1983). Un déséquilibre dans le profil des AA peut étre a 1’origine d’une utilisation de 1’azote
alimentaire moins efficiente et donc, d’un gain protéique moins important (Storm et Orskov, 1984).
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Le Tableau 4 montre le profil moyen en AA du muscle mesuré sur 8 races bovines a viande
(Vopélensky et al., 2017). 1l peut étre observé que la glutamate (Glu) est trés important dans le muscle
parce qu’il participe au cycle glucose-alanine, et contribue a I’excrétion d’azote dans le pool muscu-
laire en donnant le groupe N-aminé des AAs catabolisés a 1’alanine, qui 1’apportera au foie pour le
transformer en pyruvate et glucose, qui sera de nouveau transporté au muscle pour 1’apporter de
I’énergie (Felig, 1973). L’azote des AAs ramifiés catabolisés dans le muscle ou d’autres composés
d’azote-non-protéique peut étre transformé en glutamate a travers 1’alanine transférase (ALAT). Le
glutamate est transformé en alanine, qui est transporté par voie sanguine jusqu’au foie ou il est trans-
formé par I’ALAT en glucose, qui sera de nouveau transporté au muscle squelettiqgue comme source
énergétique (Odessey et al., 1974). Cependant, le catabolisme des AAs ramifiés dans le muscle de
ruminants est plus limité que celui d’autres espéces et il a été suggéré que le catabolisme de ces AAs
ramifiés, spécialement la leucine, est négativement corrélé a la synthése protéique (Lindsay, 1983).

Meétabolisme azoté intracellulaire : synthese et dégradation protéique

Dans cette partie, les principales voies de la synthése et dégradation protéique au niveau intracellulaire
seront décrites. Dans les cellules, la synthése protéique a partir des AA sert aux fonctions des orga-
nelles et a leur croissance. Dans le sang, les AAs qui ne circulent pas librement sont transportés prin-
cipalement par les érythrocytes, notamment 1’alanine (Felig et al., 1973). L’entrée d’AA dans le pool
intracellulaire dépend de plusieurs facteurs (Figure 11), le premier étant la concentration en AA du
pool intracellulaire, qui dépend lui-méme de I’alimentation, de 1’état physiologique de 1’animal (ex :
croissance, maladie) et de ’utilisation des AA par les autres tissus comme les TDVP et le foie (Loner-
gan et al., 2010). La concentration en AAs du pool intracellulaire dépend aussi de I’activité et la dis-
ponibilité des transporteurs présents au niveau de la membrane cellulaire, qui sont chargés de I’entrée
des AA dans la cellule. Ces transporteurs dépendent du gradient d’action de la membrane cellulaire.
Finalement la concentration en AAs dans la cellule dépend de I’utilisation de ces AAs et des besoins
cellulaires pour la synthése de protéines (Souba et Pacitti, 1992).
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Figure 11 : Principales voies d’entrée des AAs dans le pool intracellulaire. 1) La concentration
plasmatique du pool tissulaire, 2) I’activité des transporteurs qui font le transport active des
AAs, 3) Le métabolisme et besoins cellulaires en AAs, 4 le gradient d’action de la membrane
et la communication avec d’autres cellules adjacents et 5) la concentration des substrats né-
cessaires pour les transporteurs des AAs.
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Dans la cellule, il existe une synthese et une dégradation continues des organites (turnover du pool
intracellulaire) qui sont associées a I’activité de la cellule elle-méme (ex : cellule musculaire vs cellule
nerveuse), a la durée de vie moyenne des protéines et des organites et aux régulations internes asso-
ciées a I’énergie disponible (Rechcigl, 1971). Les besoins cellulaires en AAs sont déterminés par les
fonctions cellulaires (Eagle, 1955). Dans le cas des besoins pour la croissance, si la concentration in-
tracellulaire en certains AA impliqués dans cette fonction (ex : lysine) n’est pas suffisante, la synthése
de protéines peut étre diminuée ou inhibée ou les transporteurs membranaires spécifiques des AA peu-
vent étre activés pour augmenter la concentration de I’AA limitant (Mann et al., 2003). La Figure 12
résume I’ensemble des mécanismes physiologiques de synthése et dégradation protéique intra-
cellulaires.
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Figure 12 : Mécanismes en jeu lors de la synthése et de la dégradation protéique a I’intérieur de la cellule. 1)
signalisation et activation de la protéine AKt par I’insuline, 2) complexe mTOR, principal régulateur de la synthese
protéique, 3) activation de la protéine SK6 par mTOR et initialisation de la traduction de I’ARN messager (ARNm),
4) facteur reliant I’ARNm au ribosome nécessaire pour initier la transcription, 5) transcription de la protéine
(synthese de la protéine), 6) systétme AMP, principal systéme régulateur de 1’énergie intracellulaire et qui donne de
I’ ATP a mTOR pour la synthése ou dirige les acides aminés vers la dégradation lorsque 1’énergie manque, 7) systéme
d’activation de 1’ubiquitine avec le substrat Foxol, qui dépend de 1’activation d’AMP pour marquer les protéines a
dégrader avec 1’ubiquitine, 8) entrée d’un substrat (protéine) marqué par 1’ubiquitine dans le protéasome
(dégradation protéique), 9) lysosome qui participe a la dégradation des protéines intracellulaires et 10) endocytose|
permettant de dégrader les molécules extracellulaires au sein du lysosome. Image crée par app.biorender.com
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Facteurs de régulation de la synthése et de la dégradation protéique

La synthése protéique intracellulaire est régulée par un systeme complexe de facteurs stimulateurs
et inhibiteurs qui entrent en compétition pour augmenter ou diminuer la transcription de I’ARNm en
fonction des besoins cellulaires. Parmi les facteurs stimulateurs, mTOR a été proposé comme le prin-
cipal régulateur de la synthese protéique intracellulaire (Carbone et al., 2016). Le mTor présente deux
complexes (MTORC1 et mTORC2) et il a besoin d’énergie pour déclencher la synthése protéique.
Lorsque 1’énergie est disponible (ATP fourni principalement par le systéme énergétique adénosine
mono-phosphate cyclique ou AMPK), le premier complexe (mMTORCY1) initie la synthése protéique via
I’activation de la protéine S6K, qui commencera la transcription de I’ARNm (Tavares et al., 2015).
L’ apport d’énergie et d’insuline avec les AAs est le principal facteur qui stimule la synthése protéique
intracellulaire. Les AAs du pool intracellulaire seront utilisés pour la synthése de protéines corpo-
relles, certains AAs comme la Leu ayant aussi un role essentiel dans 1’activation de mTor (Pasiakos et
Mcclung, 2011). L’entrée d’énergie dans la cellule est facilitée par des hormones comme I’insuline ou
les facteurs de croissance (GH, IGF-1). L’insuline active une protéine (AKt) qui stimule a son tour le
complexe mTORCL1 et par conséquent la synthese protéique (Cesefia et al., 2007). La transcription de
I’ARNm commence avec le facteur elF2 qui forme le complexe entre le ’ARNm et le ribosome, puis
I’ARNt (ARN transférante) prendra les AAs complémentaires a la chaine de I’ARNm jusqu’a former
une protéine compléte (Carbone et al., 2016). En résumé, ils existent deux maniéres principales
d’activer la syntheése protéique dans la cellule, la premiére fait appel au glucose et a I’insuline pour
’activation de la voie de la AKt puis de mTor, la deuxiéme fait appel aux AAs ramifi€s, notamment la
leucine qui active mTor directement. La quantité d’énergie joue aussi un role important grace aux
interrelations entre AMPK et mTor.

La dégradation protéique intracellulaire ou protéolyse a un réle clé dans les cellules des mammi-
feres car elle permet d’éliminer les protéines anormales ou défectueuses en évitant leur accumulation
tout en fournissant les AAs lorsqu’il y en a besoin (Combaret et al., 2016). Les protéines défectueuses
sont elles-mémes dégradées par les organelles ou marquées dans un processus connu comme la regle
du N-finale car ’accumulation des résidus N-terminales rend insoutenable son activité principale (El-
deeb et Fahlman, 2016). Bien qu’il existe au moins 5 systémes protéolytiques différents, les plus im-
portants sont: 1) le systéme ubiquitine-protéasome, principal systeme de dégradation de protéines
intracellulaires et 2) I’autophagie, processus de dégradation intra ou extracellulaire qui représente le
processus de dégradation le plus important chez les mammiferes (Combaret et al., 2016). La voie de
dégradation par le systéme ubiquitine-protéasome présente deux étapes différentes. La premiére, c’est
la dégradation du lien covalent entre l’ubiquitine et le substrat a dégrader par les enzymes.
L’ubiquitine est d’abord activée par I’enzyme E1, qui transfére une ubiquitine chargée d’énergie vers
I’enzyme E2 et finalement cette ubiquitine est prise par I’enzyme E3 ligase, qui va se joindre au subs-
trat et ’amener au protéasome (Metzger et al., 2012). Ce protéasome est chargé de dégrader la pro-
téine en AAs, qui pourront ensuite étre utilisés a nouveau pour la resynthése parce qu’ils restent a
I’intérieur de la cellule (Tomko et Hochstrasser, 2013). L’autophagie consiste quant a elle en des
membranes ou vésicules (lysosomes) qui contiennent des concentrations trés hautes en acides et hy-
drolases (glycosides, lipases, nucléases et phosphatases) capables de dégrader différentes molécules
(Kirschke et al., 1979). Ces lysosomes peuvent aussi hydrolyser des molécules qui sont dans le milieu
extracellulaire, lorsque la cellule inclue ces molécules par endocytose, pinocytose ou phagocytose.
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De plus, le lysosome peut digérer des molécules ou organites entiers comme les mitochondries ou le
noyau (Roberts, 2005). Dans le pool cellulaire, la synthése et la dégradation protéiques s’effectuent de
maniere continue et coordonnée. Bien que cette coordination ne soit pas tout a fait bien comprise ac-
tuellement, une communication directe entre le ribosome, comme centre de synthése protéique, et le
protéasome, comme le centre de dégradation protéique intracellulaire a été suggérée (Waterlow,
2006b). Cette coordination semble étre possible grace aux roles d’activation ou d’inhibition de la syn-
these ou de la dégradation protéique associées a la concentration en AAs (Figure 13) et en certaines
hormones comme I’insuline en lien avec I’énergie qui peuvent activer ou inhiber la synthése protéique.
De plus, I’insuline joue un role clé en synergie avec les AAs en activant la transcription de I’ARNm
(Moule et al., 1997).

Synthése protéique (S) —
(g) anbiayoad uonepesdag

Concentration des acides aminés —onm———»

Figure 13 : Interaction entre la synthése et dégradation protéique
par rapport a la concentration des acides aminés dans le pool
intracellulaire. La ligne pointillée représente  |’effet
complémentaire de I’insuline. Adapté de Waterlow (2006b).

Pour maintenir I’homéostasie et une fonction correcte dans la cellule, lorsqu’une protéine est dégradée,
les AAs résultants de sa dégradation retournent au pool intracellulaire et la cellule procédera a la re-
synthése de la protéine dégradée (Waterlow, 2006b). Cependant, la totalité des AAs de la protéine
dégradée ne peut pas étre utilisée pour la resynthése (Nath et Koch, 1970) et le pool d’AAs tissulaires
requiert un flux continu artériel d’entrée de nouveaux AAs.
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Turnover proteique

Le terme turnover ou taux de renouvellement protéique a été utilisé pour définir 1’état dynamique des
protéines corporelles, permettant le remplacement des protéines synthétisées agées par de nouvelles
protéines ainsi que 1’échange d’azote entre les différents compartiments corporels (Schoenheimer,
1942). Le turnover protéique fait référence aux interconversions entre différents compartiments
(pools) de protéines et d’AAs corporels dans les deux sens a travers la synthése et la dégradation pro-
téiques (Waterlow, 1984). La notion de compartiment fait référence a un matériel qui est séparable
anatomiquement ou fonctionnellement des autres compartiments (ex : compartiment digestif ou hépa-
tique), et dans chaque compartiment ils existent plusieurs pools qui se définissent par leur contenu qui
doit &tre homogene intra-pool (protéines ou AAs du foie) (Waterlow, 2006a). Dans le corps, il existe
des échanges entre pools au sein d’un méme tissu (ex : pool des AAs du muscle et pool des protéines
du muscle) et entre les différents pools corporels (ex : entre le digestif et le périphérique) de maniere
continue. Plusieurs auteurs ont essayé de modéliser les différents flux et échanges entre pools pour
étudier le turnover protéique de tout le corps (Waghorn Et Baldwin, 1984 ; Baldwin et al., 1987 ; Gill
et al., 1989b ; Freetly et al., 1993 ; Hanigan et Baldwin, 1994 ; Gerrits et al., 1996). Dans cette thése,
en me basant sur la littérature et les modéles publiés, révisés par Hanigan et al., (1997) et Hanigan et
al., (1998), j’ai construit mon propre modéle conceptuel (Figure 14).
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Figure 14: Schéma graphique des flux d’azote du turnover protéique dans le bovin viande.
Abréviations ; PGS : pancréas et glandules salivaires, TDVP : tissues drainés par la veine porte, SN :
systéme nerveux, TA : tissue adipeux.
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La représentation graphique de la Figure 14 montre que le pool des AAs plasmatique (pool systémique
dans certains travaux) est central a I’échange d’azote entre tissus et organes. Ainsi le flux hépatique et
la partition entre ’anabolisme et catabolisme sont fortement influencés par les demandes des tissus
périphériques, et situent le foie comme un organe qui répond aux demandes périphériques et qui n’agit
pas comme un organe actif (Reynolds, 2006).

D’un point de vue biologique, le turnover protéique semble plus lié a la notion de dégradation pro-
téique car les protéines marquées comme défectueuses (ex : mauvais repliement protéique, défauts
fonctionnels, demi-vie utile de la protéine proche a la fin) et postérieurement dégradées seront rempla-
cees grace aux mécanismes de synthése (Hawkins, 1991). Il s’agit du renouvellement des protéines.
Par conséquent, chez les animaux en croissance, le turnover protéique équivaut (en proportion de
masse renouvelé par unité de temps) a la synthese protéique qui ne génere pas de gain de protéines et
dont le taux est donc égal au taux de dégradation protéique (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019). Chez des
animaux adultes a I’entretien le turnover protéique sera égal a la synthése (ou dégradation) protéique
lorsqu’il n’existe pas un gain de protéines. Chez les animaux en croissance, la synthése protéique est
supérieure a la dégradation protéique ce qui permet d’accroitre le pool des protéines corporelles. En
plus du renouvellement des protéines, le turnover protéique a d’autres fonctions comme celle de
I’adaptation et de la régulation métabolique aux facteurs extérieurs comme 1’adaptation aux change-
ments de température a travers des mouvements musculaires, ou I’adaptation aux situations de jeline
ou le métabolisme doit maintenir les organes vitaux intacts (Obled et al., 2002) et des facteurs internes
comme la mobilisation des protéines ou des AAs suite a une infection ou une blessure (Waterlow et
al., 1978). Les facteurs internes comprennent aussi la croissance, le développement du tissu reproduc-
teur (spécialement chez les femelles), ou les transformations corporelles de ’animal avec 1’age con-
duisant a des changements de la masse musculaire ou osseuse (Klasing et Calvert, 1999).

3000 g/d 04
2000 g/d
1500 g/d | 1200g/]

1000 g/d 500 g/
500 g/d

Protéine Synthése Dégradation Gain
ingérée protéique protéique protéique

Figure 15 : Schéma illustrant la quantité des protéines synthétisées et
dégradées par rapport aux protéines ingérées et retenues chez un
bovin en engraissement de référence, chiffres adaptés de Lobley,
(2003).

En résumé, le turnover protéique sera défini dans cette these comme le taux de renouvellement continu
des protéines par la synthése et la dégradation, qui n’entraine pas de changement de masse protéique.
La synthese ou dégradation protéiques peuvent étre définis par la quantité totale de protéines synthéti-

50



Etude bibliographique

sées ou dégradées par unité de temps ou comme un taux fractionnel, qui exprime la quantité de pro-
téine synthétisée ou dégradée par quantité de protéine tissulaire (ex. g protéine synthétisée par g de
protéine musculaire).

La synthése protéique totale d’un animal par jour excéde la quantité totale de protéines ingérées, ce qui
impligue une contribution de 60% des protéines/AAs endogénes (corporels) a la synthese protéique
totale chez le bovin en engraissement (Lobley, 1998). Comme défini précédemment, la différence
entre la quantité de protéines synthétisées et la quantité de protéines dégradées correspond a la réten-
tion protéique, représenté par le taux d’accrétion protéique (Figure 15). Dans le cas du bovin viande,
ce taux d’accrétion protéique est beaucoup plus faible que la quantité de protéines ingérées [6% (Lo-
bley et al., 1980)] en comparaison a autres especes comme la vache laitiere [33% (Lapierre et al.,
2002)].

Comme expliqué dans la partie précédente, chaque tissu et chaque cellule a des besoins spécifiques en
AAs pour leurs fonctions vitales ou leur croissance et aura donc un turnover protéique différent.
Cependant, ils existent deux autres facteurs qui peuvent moduler le turnover protéique des tissus, les
nutriments ingérés et la composition corporelle.

Les nutriments ingérés comme facteur de régulation du turnover protéique

Comme décrit dans la derniere partie, la quantité de protéines synthétisées et dégradées excedent lar-
gement la quantité de protéines ingérées. Néanmoins c’est a travers de 1’ingestion que les animaux
regoivent des nouveaux apports en nutriments. Comme décrit dans le Tableau 5, I’apport de nutriments
impacte significativement le taux du turnover protéique soit directement, soit indirectement via des
hormones variant avec 1’alimentation comme 1’insuline (Reeds et Fuller, 1983).

Tableau 5 : Régulation de la synthese ou dégrada-
tion protéique par I’apport d’énergie ou protéine.

Synthése pro- Dégradation

téique protéique
Energie ingérée ™" !
Protéine ingérée ™" 1

L’apport d’énergie, et plus particuliérement de nutriments glucogéniques comme le glucose ou le pro-
pionate, augmente le taux de synthése protéique grace a 1’activation de la voie de I’insuline-AKT-Mtor
et la syntheése protéique par I’inactivation de I’AMPK (Fujita et al., 2007). L’apport d’énergie inhibe
aussi la dégradation protéique car il n’y a pas besoin de dégrader des protéines et cataboliser les AA
résultants pour I’obtention d’énergie (Poppi et McLennan, 1995). Dans le cas d’un manque d’énergie
ou de bilan énergétique négatif, la synthese protéique diminue et la dégradation protéique augmente
afin de fournir des AA libres qui seront catabolisés pour 1’obtention d’énergie (Hawkins, 1991). En
outre, I’apport en AAs qui résulte de 1’ingestion de protéines alimentaires active aussi la synthése pro-
téique par la voie Mtor (Smith et al., 2015).

L’augmentation en apports protéiques stimulent la dégradation protéique (avec un apport énergétique
qui reste constant), suite a une disponibilité et une concentration des AA élevées pour la synthese,
conduisant a un renouvellement protéique plus rapide (Broderick et al., 1991). La synthése et la dégra-
dation protéiques sont accrues avec le niveau d’ingestion, mais 1’augmentation est proportionnelle-
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ment plus importante pour la synthése que pour la dégradation (Reeds et al., 1981 ; Garlick et al.,
1991).

[E """""""""" d Régime haut en énergie

Régime intermédiaire en énergie

Déposition de protéine (g/J)

i Régime bas en énergie

A 6]

Apport de protéine (g/J)

Figure 16 : Dépot de protéine en fonction de I’apport de
protéine journalier accompagné par différents niveaux
d’énergie (Schroeder et Titgemeyer, 2008).

Chez les ruminants, le dépbt protéique est dicté par I’équilibre relatif entre les apports énergétiques et
protéiques (Figure 16) qui détermine 1’efficience d’utilisation de 1’azote (Schroeder et Titgemeyer,
2008). Le régime influence aussi I’efficience d’utilisation de 1’azote, notamment le taux d’ingestion, la
teneur en fibres et en composés glucogéniques qui peut limiter la capacité d’ingestion par régulation
physique ou a travers des centres cérébraux de ’appétit (Allen, 2004). La quantité et la qualité de
fibres alimentaires ont été proposés comme étant les principaux facteurs limitants 1’ingestion chez les
ruminants, affectant ainsi le taux de passage a travers le tractus digestif et donc la quantité de nutri-
ments absorbés (Allen, 1996). Par ailleurs, la quantité et la qualité de fibres ingérées déterminent les
desquamations épithéliales et par conséquent les pertes endogenes en protéines, plus importantes avec
quantités de fibres élevées (Ouellet et al., 2002).

Tableau 6 : Régulation hormonale de la synthése et
dégradation protéique

Synthese  Deégradation

Hormones . .
protéique protéique
Insuline et IGF-1 ™" !
Hormones tyroides, T4 1 1
Somatotropine, GH 1 !
Catécholamines ! 1
Corticoides 1 ™"
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Les concentrations plasmatiques hormonales peuvent réguler également le turnover protéique (Tableau
6), sachant que ces concentrations varient avec la quantité et le profil de nutriments absorbés. C’est le
cas pour I’insuline et I’IGF-1 tandis que la concentration d’autres hormones est plutot associée au mé-
tabolisme de 1’animal. Davis et al., (2003), ont observé chez les porcs comme les hormones dont la
concentration varie avec le niveau d’ingestion en énergie, régulent la synthése et la dégradation pro-
téiques de la méme manicre que I’apport d’énergie lui-méme, en activant la voie AKt ou directement
mTOR.

Les hormones indépendantes du niveau d’ingestion, régulent le turnover protéique par leur action sur
la synthése ou la dégradation protéiques. L’hormone de la croissance (GH) et les hormones thy-
roidiennes augmentent le turnover protéique par des facteurs internes comme la croissance ou
I’activité physique de I’animal et des facteurs associés a 1’environnement comme les maladies infec-
tieuses (Goldberg, 1969). Au contraire, les hormones de stress comme les catécholamines ou corti-
coides diminuent la synthése et augmentent la dégradation protéique afin de préparer 1’organisme a
une possible menace (Rennie, 1985).
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La composition corporelle comme facteur de régulation du turnover protéique

Dans cette synthese bibliographique, la composition corporelle fait référence a la taille des pools tissu-
laires, et donc, a la taille et la proportion des différents organes et tissus ainsi qu’a la composition chi-
mique de ces pools. Par exemple, dans le cas du muscle squelettique, la composition en termes de
muscle, tissus adipeux et cartilages impacterait le turnover protéique lorsque plus de tissue protéique
(musculaire) sera normalement associé a un turnover protéique plus importante (Richardson et al.,
2001). La taille des différents pools tissulaires impacterait le turnover plus que les différences de syn-
these et dégradation protéique entre pools (Lobley, 2003). Lescoat et al. (1997) rapportent dans une
synthese bibliographique chez le ruminant que la synthése protéique des tissus digestifs est significati-
vement plus importante que la synthese protéique du muscle, en raison de taux métabolique et
d’utilisation (ex : sécrétion des enzymes, pertes protéiques épithéliales) des AAs plus élevés.

Muscle
CMP: 50
DE: 25-30
SP: 15-20

Glande mammaire
Peau CMP: 3
CMP: 20 DE: 7-14
DE: 15-20 SP: 35-45
SP: 8-16

Tractus gastro-intestinale
CMP: 5-7

DE: 23

SP: 32-45

CMP: Contribution au masse proteéique (%)
DE: Dépense énergétique (%)
SP: Syntheése protéique (%)

Figure 17 : Représentation de la contribution de la synthése protéique (SP), masse protéique totale
(CMP) et dépense énergétique (DE) des organes et tissues corporelles chez le bovin. Informations
adaptées de Lobley (2003) et source de I’image : https://pin.it/LXjWcIM.

Toutefois, le renouvellement du tissu digestif liés aux desquamations intestinales représente 35% de
toute la synthese protéique journaliére chez les ruminants (Lobley et al., 1994). Comme il peut étre
observé dans la Figure 17 le muscle n’est pas le site anatomique avec la plus grande quantité de pro-
téines synthétisées par jour bien que sa contribution & la masse protéique totale et aux dépenses éner-
gétiques soient les plus élevées (Harris, 1992). En conséquence, une plus grande proportion de vis-
ceres par rapport au muscle squelettique dans un animal avec la méme ingestion et le méme poids
pourrait donner lieu a un turnover protéique (au niveau corps entier) trés différent (Basarab et al.,
2003 ; Castro Bulle et al., 2007). Pour cette raison la composition corporelle a été largement associée a
I’EA de maniére génotypique et phénotypique (Renand et Krauss, 2002 ; Taussat et al., 2019).
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Des changements de composition corporelle impacteront 1’utilisation des AAs et donc, I’efficience
d’utilisation de 1’azote. Il a été observé qu'une proportion de carcasse dans le PV plus importante au
détriment des organes est associée a un pourcentage d’azote, ingéré et digéré, retenu plus important
(Fluharty et al., 1999 ; Galassi et al., 2015). Lorsque les animaux présentent une proportion de muscle
(ou de carcasse) plus importante, il sera attendu que la proportion d’AAs utilisés pour maintenir ou
accroitre ce pool musculaire sera plus importante. Inversement plus les AAs sont utilisés pour mainte-
nir les fonctions vitales non productives des organes, a fort turnover (Lobley et al., 1992), plus la ca-
pacité des tissus périphériques a prélever des AAs pour leur croissance sera limitée (Reynolds, 2006 ;
Lapierre et al., 2006). La composition corporelle a donc un impact sur 1’efficience d’utilisation de
I’azote. Peu de travaux publiés montrent les relations entre la composition corporelle et le métabo-
lisme protéique. Une étude sur porcs suggere une association entre la composition corporelle (rende-
ment de carcasse, pourcentage de lipides dans le muscle) 1’efficience d’utilisation et le turnover pro-
téique au niveau corps entier (Zhang et al., 2015).

Finalement, il est important de noter que les deux facteurs de variation associés au turnover protéique,
sont aussi associés entre eux. Il a été largement montré que le niveau d’ingestion des animaux faisait
varier la taille des organes digestifs, en particulier avec des régimes riches en fibres (Allen, 1996 ;
Basarab et al., 2003 ; Fitzsimons et al., 2014). Ainsi, les animaux a plus haut niveau d’ingestion ont
des rendements de carcasses plus faibles (Walsh et al., 2008 ; Campion et al., 2009).
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Chez le bovin viande, I’efficience avec laquelle les animaux transforment la protéine ingérée en pro-
téine corporelle dépend des phénoménes digestives et métaboliques Dans ce projet de thése, je vais me
focaliser sur les mécanismes du métabolisme protéique qui influencent I’EA. Dans cette thése, Je con-
sidére I’efficience d’utilisation de 1’azote (EUA) comme une conséquence du métabolisme protéique
au niveau de I’animal entier qui en plus, est mathématiquement associé¢ a I’EA (EUA= azote retenu /
azote ingeéré, index de consommation = gain de poids / MSI).

Plusieurs travaux basés sur des technigues « omiques » ont associé I’EA et aux différentes voies du
métabolisme protéique (Duarte et al., 2019; Jorge-Smeding et al., 2019; Novais et al., 2019; Zhang et
al., 2019; Banerjee et al., 2020). Des processus du métabolisme protéique associés a I’EA (Herd et al.,
2004; Cantalapiedra-Hijar et al., 2018) sont le turnover protéique (Lobley, 2003) et le catabolisme
hépatique des AAs (Lapierre et al., 2002). D’autres mécanismes, de type digestif, affectent aussi I’EA,
comme I’efficience de synthése microbienne des protéines dans le rumen (Tillman et Sidhu, 1969) et
la recirculation de 1’urée (Silva et al., 2019). Cependant, le taux de recirculation de 1’urée est un pro-
cessus tres variable entre animaux, dépendant du niveau et de la nature des protéines alimentaires (Tan
et Murphy, 2004) et pas forcément associée aux processus d’efficience métabolique. Donc, j’ai choisi
de I’exclure de cette synthése bibliographique et de développer les mécanismes digestifs et métabo-
liques qui influencent I’EA (avec un focus plus important sur le métabolisme protéique).

Utilisation de 1’azote au niveau digestif associée aux variations individuelles de
Pefficience alimentaire

Le rumen a été identifi¢ comme un organe clé dans le processus d’efficience chez le ruminant (Bach et
al., 2005). Comme décrit dans la partie sur le devenir des matiéres azotées dans le rumen, la balance
protéique dans le rumen est un signe d’efficience car elle représente la proportion des MAT ingérées
qui sortent du rumen sous forme de protéine (INRA, 2018). Ce processus a été fortement associé a la
capacité de synthése protéique des microorganismes du rumen, qui dépend de la quantité d’énergie
disponible dans le rumen (énergie fermentescible) et de 1’efficience de synthése microbienne quand
I’azote n’est pas limitant (Stern et al., 1994). L’efficience de synthése protéique microbiennes a été
associé a I’IR (Kong et al., 2016; Xie et al., 2019). L’efficience de synthése protéique microbienne
(ESPM) s’exprime en g protéine microbienne par kg d’énergie fermentescible ou alternativement en g
de protéine microbienne par g d’azote disponible dans le rumen, ce dernier correspondant a la quantité
de protéine dégradable et I’azote des protéines endogénes de 1I’épithélium ruminal (Bach et al., 2005).
L’efficience de synthése microbienne augmente linéairement lorsque la protéine dégradable dans le
rumen augmente, au moins en dessous d’une teneur protéique de 14% dans la ration (Hoover et
Stokes, 1991). Par conséquent, pour améliorer 1’efficience de la synthése protéique, il faut équilibrer
I’énergie fermentescible et la protéine disponible dans le rumen. Bach et al. (2005) ont utilisé des don-
nées in vitro pour trouver la meilleure relation entre 1’énergie fermentescible et la protéine dégradable
dans le rumen et optimiser 1’efficience et concluent avec les valeurs clés de 29 g de protéine micro-
bienne par kg d’énergie fermentescible et de 69 g de protéine microbienne par 100 g d’azote dégra-
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dable (Figure 18). Comme vu précédemment le systeme INRA, (2018) recommande une teneur de
14% de protéines dans a ration pour équilibrer la balance protéique du rumen a zéro.

ESPM (g N microbienne/ 100g N rumen)

10 15 20 25 30 35 40 45 50
ESPM (g N microbienne/ kg énergie fermentable)

Figure 18 : Relation entre I’efficience de synthése protéique
par rapport a I’énergie fermentescible et la protéine
dégradable du rumen, reproduite de Bach et al., (2005).

Un exces de protéine dégradable provoque une augmentation d’ammoniaque ruminale, conduisant a
une balance protéique du rumen positive et une moins bonne efficience d’utilisation de 1’azote au ni-
veau ruminal (Ipharraguerre et Clark, 2005). La synthése de protéines microbiennes peut donc étre
modulé en changeant les proportions de protéines dégradables et non dégradables ainsi que 1’énergie
fermentescible dans le rumen (Cardozo et al., 2004). 1l faut aussi tenir en compte la recirculation de
I’urée plasmatique vers le rumen, ce qui peut étre un avantage dans des régimes a faibles teneurs en
protéines (Lapierre et Lobley, 2001). Cependant, un des points clés de I’EA au niveau ruminal et
digestif en général est la protéine endogéne fortement dépendante de la teneur en fibre de la ration
(Ouellet et al., 2002).
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Utilisation métabolique de I’azote en lien avec les variations individuelles de I’efficience
alimentaire

Au niveau hépatique, il existe fondamentalement deux processus fortement associés a I’EA : le catabo-
lisme hépatique des AAs et le turnover protéique du corps entier (France et al., 1999). La partition
hépatique des AAs vers I’anabolisme ou le catabolisme a été associée a 1’efficience d’utilisation méta-
bolique de I’azote (Herd et Arthur, 2009 ; Cantalapiedra-Hijar et al., 2015). Cette partition d’azote
dépend de deux facteurs principaux :

1) Les quantités ingérées sont le déterminant principal du catabolisme des AAs dans le foie ; une
augmentation de 1’ingéré augmentant le catabolisme (Lobley, 1992 ; Guinard et Rulquin, 1994) en
raison d’un exces d’AAs plasmatiques ou d’une absorption plus importante d’ammoniaque (Lobley et
al., 1995). La qualité des nutriments ingérés est aussi importante pour I’EA, le ratio énergie-protéine
(Vandehaar et al., 1999) ou la présence d’AAs limitants (Kronfeld, 1982). Chez des porcs qui différent
par leurs taux d’ingestion, selon I’index IR, des activités enzymatiques de transaminases ont suggéré
un catabolisme des AAs plus élevé mais cette hypothése n’a pas été validée expérimentalement (Le
Naou et al., 2012 ; Gilbert et al., 2017).

2) Les besoins ou demandes tissulaires en AAs qui dépendent de la taille et du turnover protéique
des différents tissus (Lobley, 2003), de I’activité physique (Eden et al., 2011) et de 1’état de I’animal,
stress ou maladie (Geay, 1984). En plus, des facteurs environnementaux comme la température in-
fluencent le turnover protéique (Richardson et Herd, 2004).

La Figure 19 représente une situation théorique avec deux animaux présentant le méme gain protéique
journalier (500 g/j), mais des taux de synthése et de dégradation protéiques différents.

Animal 1 Animal 2
30008/d | 2500, oy 0040 '
1500 g/d 1500 g/d
1000 g/d . 1000 g/d
500g/d 30084 5p0g/d S00¢/
- -
Protéine Protéine Protéine Protéine Protéine Protéine
synthétisée dégradée retenue synthétisée dégradée retenue
(/i) (/1) (/) (/) (€4)) (&)

Figure 19 : Comparaison de deux animaux ayant la méme quantité de protéine retenue mais avec un
taux de renouvellement protéique différent.

On voit d’apres cette figure I’importance du ratio entre la synthése et dégradation protéique (SP/DP)
(Lobley, 2003). Dans le cas de 1’animal 1, le ratio SP/DP est de 1,25 tandis que pour I’animal 2 il est
de 1,33 pour la méme quantité du gain. Par conséquent, I’animal 1, qui présente un turnover protéique
plus élevé, aura une dépense énergétique journaliere plus importante et donc, une EA probablement
plus faible.
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Lobley (2003) explique que ’efficience du gain est plus élevée lorsque la dégradation protéique baisse
que lorsque la synthése augmente étant donné le colt énergétique engendré par chacun des processus.
De plus, une synthése et dégradation protéique plus importante, au niveau musculaire, améliore
I’efficacité d’utilisation des AA pour le gain et impacte 1’efficience d’utilisation de 1’azote (Jones et
al., 1990). Plusieurs études (Tableau 7) ont évalué le lien entre I’EA (ingéré résiduel, index de con-
sommation, variables biologiques reliées a 1’efficience telles que potentiel de croissance des animaux)
et le métabolisme protéique a 1’échelle individuelle par 1’étude de la taille du turnover protéique. Lors-
que ’EA est mesurée par I’ingéré résiduel, aucune différence de turnover protéique (notamment de
dégradation protéique musculaire) n’a été notée entre animaux extrémes (Castro Bulle et al., 2007 ;
Gomes et al., 2012 ; Gomes et al., 2013 ; Lines et al., 2014) sauf dans les études de McDonaugh et al.
(2001) dégradation musculaire plus élevée chez les animaux inefficients selon 1’ingéré résiduel) et de
Richardson et Herd (2004). Il est important de noter que la plupart des études du turnover protéique (y
compris celles du Tableau 7) ont appliquées soit des méthodes de référence (ex : méthode précurseurs)
avec un temps de mesure compris entre 4 et 12 heures (Waterlow, 2006a) trop court pour que les ani-
maux soient en conditions physiologiques d’élevage (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019), soit des mé-
thodes indirectes telles que I’utilisation de biomarqueurs (ex : N-tau-méthyl-histidine, communément
appelé 3-méthyl histidine, 3MH), d’activités enzymatiques (ex : calpaines) ou de méthodes méca-
niques (ex : force de cisaillement).

Tableau 7 : Synthese des travaux de littérature ayant évalué la relation entre le turnover protéique et
I’ingéré résiduel chez le bovin viande.

Références Méthode de mesure Relation avec le turnover protéique

Méthode enzymatique  Dégradation musculaire plus élevée chez

McDonaugh et al., 2001 o . . .
cDonaugh et al., 200 et mécanique les animaux inefficients selon I’IR

Dégradation musculaire plus élevée chez

Richardson et Herd, 2004 Biomarqueur (urée) les animaux inefficients selon I'IR
. Dégradation musculaire similaire entre
Castro Bulle et al., 2007 Biomarqueur (3MH) _g .
animaux extrémes selon I’IR
. Dégradation musculaire similaire entre
Gomes et al., 2012 Biomarqueur (3MH) g

animaux extrémes selon I’IR

Dégradation musculaire similaire entre

Da Costa Gomes et al., 2013 Biomarqueur (3MH) . .
animaux extrémes selon I’IR

Méthode du précurseur Dégradation musculaire similaire entre

Lines etal., 2014 (L-leucine, KIC) animaux extrémes selon I'IR

Dégradation du tissu digestif plus élevée
chez les animaux inefficients selon I’IR
(voie de I’ubiquitine et du proto-oncogene)

Analyse moléculaire

Eloli ., 201
olimy et al., 2019 par Western blot

En comparant des animaux a vitesses de croissances différentes, Castro Bulle et al. (2007) ont montré
un taux d’accrétion plus élevé et un taux de dégradation musculaire plus élevé chez les animaux a
croissances élevée. Inversement Oddy et al. (1998) montrent que les animaux avec un potentiel de
croissance élevé présentent moins de dégradation protéique musculaire, en lien possible avec une dé-
pense énergétique aussi plus faible (Oddy et al., 1998). En cohérence avec les résultats rapportés Ta-
bleau 6, une étude récente basée sur des approches moléculaires observe que le tissu épithélial ruminal
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des animaux inefficients selon I’IR présentent un taux de dégradation protéique plus élevée que les
efficients (Elolimy et al., 2019).

Comme il a été précédemment décris, on considere que le flux des AAs et protéines du corps et con-
crétement du pool plasmatique sont majoritairement régulés par les besoins et demandes des tissues
périphériques. En plus, chez le bovin viande, ou le muscle représente au moins le 50% de toute la
masse protéique (Lobley, 2003), il sera attendu que les besoins et demandes des AAs et protéines
soient proportionnellement plus régulés par le tissu musculaire que par les visceres ou des autres tis-
sues peériphériques. En accordance, Lescoat et al., (1996) ont analysé les different fluxes sanguines et
des AAs dans le corps des ruminants et ils ont observé que méme si les TDVP ou le foie ont des fluxes
trés élevés par rapport a la quantité de tissu, en chiffres absolues (L/j), le muscle (ou la glande mam-
maire chez la vache laitiere) présente le flux sanguin et des AAs plus important du corps.
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Stratégie et démarche
scientifique de la these

Pour répondre a l’objectif de la thése: Comprendre la relation a [I’échelle individuelle entre
Defficience alimentaire et le métabolisme protéique chez le bovin viande en analysant la contribu-
tion de Deffet régime a cette relation, la stratégie scientifique s’est déclinée en trois grandes ques-
tions.

1) Existe-t-il une relation significative entre ’IR et ’EUA chez le bovin viande ?

Si un lien existe entre le métabolisme protéique et les variations individuelles de ’EA mesurée comme
I’IR, je fais I’hypothése que cela devrait d’abord étre apprécié par des changements de I’efficience
d’utilisation de 1’azote au niveau corps entier (EUA ; azote retenu/azote ingéré). L’étude bibliogra-
phique précédente suggére une relation significative entre ces deux caractéres. Ci-aprés les principaux
¢léments permettant d’attendre une relation négative entre I’IR et ’EAU. Tout d’abord le calcul ma-
thématique de I’IR et ’EUA partagent certaines similitudes. Dans le cas de I’IR, les animaux efficients
ont une MSI plus faible pour un méme gain de poids journalier et PV métabolique (Koch, 1962), ce
qui se traduit en termes d’azote par moins d’azote ingéré pour une méme quantité d’azote retenu (da
Costa Gomes et al., 2013b ; Carmona et al., 2020). Deuxiémement, une quantité ingérée plus élevée
favorise 1’augmentation du catabolisme des AAs par les tissus splanchniques ainsi que d’avantage des
pertes protéiques endogénes (Swanson, 1977 ; Harris et al., 1992). Ainsi, le systétme INRA (2018)
montre a 1’échelle inter-régime que 1’efficience d’utilisation de la protéine digestible dans I’intestin
(PDI) diminue lorsque les apports en PDI augmentent mais aussi que 1’excrétion d’azote fécal endo-
géne augment lorsque le niveau d’ingestion est plus élevé. Il est attendu que ces relations inter-régimes
décrites largement dans la littérature soient similaires a 1’échelle animal. Troisiémement, la composi-
tion corporelle varie entre les animaux extrémes selon IR. De ce fait, on peut supposer un plus fort
catabolisme des AAs chez des animaux ayant une taille de viscere élevée conduisant a une EUA plus
faible, méme si cette relation n’a été jamais démontrée entre individus mais seulement entre régimes
contrastés (Fluharty et al., 1999). Ces trois points suggerent une EUA plus élevée chez les individus
efficients selon I’IR comme récemment démontré chez la vache laitiére en utilisant 1’azote secrété
dans le lait a la place de 1’azote retenu dans le calcul (Xie et al., 2019 ; Liu et Van de Haar, 2020).
Cependant, chez le bovin viande, aucune relation significative n’a été démontrée entre I’IR et ’EUA
en utilisant la méthode du bilan d’azote pour le calcul de la rétention d’azote (Da Costa Gomes et al.,
2013a; Lines et al., 2014 ; Carmona et al., 2020).

Approche expérimentale.

Etape 1. Cette premiére question sera traitée en utilisant un dispositif animal a grande échelle (n =
588) avec des mesures journalieéres de MSI et des mesures de PV toutes les deux semaines permettant
le calcul de I’EA sur toute la durée d’engraissement (environ 6 mois). L’EUA sera évaluée a 1’aide des
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deux biomarqueurs, I’urée plasmatique (Kohn et al., 2005) et I’abondance naturelle de 1’azote 15 me-
suré dans le plasma (Cantalapiedra-Hijar et al., 2015), tous les deux analysés en fin du test d’EA. Je
fais I’hypothése que, contrairement aux études précédentes qui ont utilisé¢ un faible nombre d’animaux,
un grand dispositif animal a grande échelle permettra de mettre en évidence 1’existence d’une relation
entre les deux variables d’intérét, étant I’imprécision associé€s aux biomarqueurs compensée largement
par le nombre d’observations disponibles.

Etape 2. Le lien entre EUA et I’IR sera confirmé ensuite avec un deuxiéme dispositif plus analytique.
Dans ce dispositif j’ai travaillé avec des animaux extrémes sur leur IR (n = 32 sélectionnés sur 100
animaux phénotypés) et en calculant la rétention protéique, nécessaire au calcul d’EUA, soit avec une
méthode de référence (bilan d’azote sur 10 jours) soit a partir des estimations de composition corpo-
relle réalisées au début (jour 0) et fin d’engraissement (jour 196). La mesure de la composition corpo-
relle en début d’engraissement (teneur protéique début) sera réalisée a partir d’une biopsie de tissus
adipeux sous-cutané et 1’équation de prédiction proposée par Garcia et Agabriel (2008) combinant le
PV de I’animal et le diamétre d’adipocytes prélevés. La mesure de la composition corporelle en fin
d’engraissement (teneur protéique fin) sera réalisée a partir des mesures de composition tissulaires de
la sixiéme cote et des quantités des tissus adipeux mesurées a I’abattoir et en utilisant les équations de
prédiction développées par Robelin et Geay (1975) et Robelin et al. (1975) chez des bovins de race
Charolaise.

2) L’effet régime influence-t-il la relation entre I’IR et PEUA chez le bovin viande ?

Considérant I’importance contextuelle de 1’utilisation des régimes riches en fibre (cellulose) chez le
ruminant, je me suis intéressé a étudier la relation entre I’EA et ’EUA avec des régimes contrastés
(régime d’engraissement classique a base de mais/soja vs régime riche en fibres et avec une faible
teneur d’aliments consommables par I’homme). Il a été largement étudié 1’effet moyen du régime ali-
mentaire sur ’EUA et I’EA a travers des variations dans les caractéristiques alimentaires comme le
niveau de protéine (Da Silva et al., 2016 ; Kidane et al., 2018), énergie (Garg et al., 2013; Foskolos et
Moorby, 2018) ou fibre (Santos et al., 2012). Cependant, peu d’études ont évalué a 1’échelle indivi-
duelle la relation entre ’EA et ’EUA avec des régimes contrastés. En me basant sur des résultats ob-
tenus lors de comparaisons dee régimes et de manic¢re un peu spéculative, je fais I’hypothése d’une
relation entre I’EA et ’EUA plus faible lorsque les animaux sont alimentés avec un régime riche en
fibre par rapport a un régime riche en amidon (interaction entre le classement sur I’IR des animaux et
le type de régime utilisé). Cette hypothése est justifiée en raison de pertes fécales en protéines endo-
génes plus importantes lorsque la teneur en fibre du régime augmente (Swanson, 1977 ; Dijkstra et al.,
2013), et d’un catabolisme des AAs plus important lorsque la quantité de nutriments glucogéniques
absorbés diminue (Nichols et al., 2019 ; Loncke et al., 2020).

Approche expérimentale.

Pour répondre a cette question j’utiliserai a la fois le dispositif animal a grande échelle (n = 588) et le
dispositif analytique (n=100). Dans les deux cas la moitié des animaux de chaque dispositif sera nour-
ris avec un des deux régimes expérimentaux contrastés, I’un riche en fibre et a base de 1’ensilage
d’herbe, I’autre riche en amidon et a base d’ensilage de mais. Le choix de ces deux types de régimes a
été basé sur deux prémisses. La premiere est contextuelle et vise a augmenter la part de fourrages et
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aliments non-concurrentiels avec 1’alimentation humaine dans les rations de ruminants. Ce choix tient
aussi en compte les particularités des systémes allaitants dans lesquels les vaches allaitantes et leurs
veaux sont élevés au paturage et nourris avec I’herbe ou du foin tandis que les taurillons en engraisse-
ment sont nourris avec des régimes plus dense en énergie et souvent riche en amidon. La seconde
porte sur I’évaluation des caractéristiques du régime pouvant influencer cette association. Les deux
régimes choisis ont un niveau protéique (14 % de MAT dans la MS) et un rapport PDI sur UFV (95
g/UFV vs 90g/UFV) similaire mais le type de nutriments absorbés est attendu d’étre assez contrasté
(glucogéniques vs cétogénique) pouvant déclencher des réponses hormonales et métaboliques Iégére-
ment différentes (Nichols et al., 2019).

3) Quels sont les mécanismes biologiques qui pourraient expliquer les différences d’IR entre
animaux modulés par I’effet régime ?

Si un lien entre ’EUA et I’IR est confirmé, je fais ’hypothése que la vitesse a laquelle certains pools
protéiques tournent, le turnover protéique, pourrait étre a [’origine et expliquer les différence d’IR
entre animaux. Dans ce contexte, j’attends que les animaux plus efficients montrent un turnover pro-
téique et des dépenses énergétiques plus faibles comme suggéré dans des études de synthése (Lobley,
2003 ; Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). En ce qui concerne le régime, je fais I’hypothése que la nature
contrastée de 1I’énergie entre nos deux régimes expérimentaux pourrait impacter la relation entre I’IR
et turnover protéique. Il peut étre attendu que les régimes riches en amidon conduiront a une insuliné-
mie plus élevée, augmentant la synthese protéique et réduisant la dégradation protéique (Lobley, 1990,
1998 ; Seve et Ponter, 1997). De plus, je suppose que les régimes plus fibreux conduiront a des des-
quamations ruminales d’autant plus élevées que la taille des organes est plus importante (Burrin et al.,
1990 ; Allen, 1996) ce qui pourrait étre associé a des changements de composition corporelle entre
extrémes variables selon les régimes, et en conséquence, a une interaction entre ’effet régime et le
classement IR des animaux sur le turnover protéique.

Approche expérimentale.

Etape 1. Le turnover protéique sera étudié uniquement sur le dispositif analytique utilisant des ani-
maux extrémes (n=32/100), ou la moitié sera nourri avec un régime fourrager et I’autre avec un régime
dense en énergie (mémes régimes que pour le grand dispositif animal). Le turnover protéique sera
¢tudié avec deux méthodes. La premiére, le turnover isotopique, méthode développée par 1’équipe
pour évaluer le turnover protéique a long terme (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019), mesure le taux de
déplétion en azote 15 du plasma et des urines suite a une diminution drastique de 1’enrichissement de
I’azote 15N dans le régime alimentaire. Il s’agit d’un proxy permettant d’évaluer sur une longue pé-
riode de plusieurs semaines le taux fractionnel de synthése des protéines plasmatiques (pool plasma) et
le taux fractionnel de dégradation protéique du corps entier (pool urine). La deuxiéme, 1’excrétion
urinaire de la 3-méthyl histidine, est un biomarqueur validé de la dégradation protéique dans le muscle
squelettique (Harris et Milne, 1980) et lorsqu’il est analysé par rapport a la masse musculaire estimé a
’abattoir peut informer sur le taux fractionnel de dégradation protéique du muscle squelettique (Castro
Bulle et al., 2007). Les mesures du turnover protéique seront comparées aux performances et a la
composition corporelle a ’abattage ainsi qu’a I’insulinémie. Les dépenses énergétiques seront éva-
luées d’aprés la consommation d’oxygeéne mesurée par le systtme Greenfeed® sur une période
moyenne de 112 jours.
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Etape 2. Enfin, dans la limite du temps disponible pour cette thése, j’ai tenu a compléter ce travail par
une étude du métabolisme protéique a 1’échelle moléculaire dans les tissus musculaires et hépatiques.
A D’abattoir, des échantillons de muscle et de foie ont été prélevés sur les animaux extrémes (n = 32).
Pour limiter I’effet de quantités ingérées sur la réponse des voies de signalisation de la synthése de
dégradation protéique a 1’absorption de nutriments, les animaux extrémes ont été mis a jeun 12-14h
avant I’abattage, et une quantité fixe (2,5 kg) de leur concentré respectif leur a été distribuée 3 heures
avant I’abattage et indépendamment de son phénotype IR afin d’obtenir un état postprandial compa-
rable a I’abattage (Jenny et Polan, 1975 ; Evans et al., 1975). Les principales voies de la synthése pro-
téique (AKT et SK6) et de la dégradation protéique (AMPK, Ubiquitine et autophagie) seront analy-
sées par Western blot ainsi que ’activité enzymatique des principales transaminases hépatiques impli-
quées dans le catabolisme des AAs. Des échantillons du plasma seront prélevés a 1’abattoir pour la
mesure des concentrations plasmatigques en urée, glucose, insuline et IGF-1 a mettre en relation avec
les voies de signalisation explorées.
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Résultats du premier article de la thése

Guarnido-Lopez, P., Ortigues-Marty, I., Taussat, S., Fossaert, C., Renand, G., & Cantalapiedra-
Hijar, G. (2021). Plasma proteins ¢"°N vs plasma urea as candidate biomarkers of between-animal
variations of feed efficiency in beef cattle: Phenotypic and genetic evaluation. Animal, 15(8),
100318. DOI=10.1016/J.ANIMAL.2021.100318.

Introduction

Ce premier article traite des deux premieres questions scientifiques décrites dans la section ‘Stratégie
et démarche scientifique de la thése’, et porte sur I’évaluation a 1’échelle individuelle de la relation
entre I’EA et ’EUA, en étudiant I’influence possible de 1’effet régime sur cette relation.

Les résultats montrent que I’EA, déterminée d’aprés le rapport du gain sur ’ingéré (RGI) et I'IR, est
associ¢e a I’EUA ; les animaux efficients selon ces deux indices ont significativement une meilleure
EUA quel que soit le régime alimentaire. Mais la nature du régime influence cette relation qui varie
aussi avec le type d’index d’EA. La pente de la relation entre RGI et ’EUA est plus élevée (+25% ;
P<0,05) avec le régime a base d’ensilage de mais qu’avec le régime a base d’ensilage d’herbe, alors
que la pente de la relation entre I’IR et ’EUA n’est que numériquement plus forte avec le régime a
base d’ensilage de mais . Les caractéristiques du régime pouvant expliquer 1’interaction entre RGI et le
régime sur EUA sont le rapport protéine métabolisable/énergie nette et la balance protéique du rumen.
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Abstract

Identifying animals that are superior in terms of feed efficiency may improve the profitability and
sustainability of the beef cattle sector. However, measuring feed efficiency is costly and time-
consuming. Biomarkers should thus be explored and validated to predict between-animal variation of
feed efficiency for both genetic selection and precision feeding. In this work, we aimed to assess and
validate two previously identified biomarkers of nitrogen (N) use efficiency in ruminants, plasma urea
concentrations and the natural abundance of N in plasma proteins (5°N), to predict the between-
animal variation in feed efficiency when animals were fed two contrasted diets (high-starch vs high-
fibre diets). We used an experimental network design with a total of 588 young bulls tested for feed
efficiency through two feed efficiency criteria (feed conversion efficiency [FCE] and residual feed
intake [RFI]) during at least 6 months in 12 cohorts (farm x period combination). Animals reared in
the same cohort, receiving the same diet and housed in the same pen were considered as a contempo-
rary group (CG). To analyse between-animal variations and explore relationships between biomarkers
and feed efficiency two statistical approaches, based either on mixed-effect models or regressions
from residuals, were conducted to remove the between-CG variability. Between-animal variation of
plasma 3N was significantly correlated with feed efficiency measured through the two criteria and
regardless of the statistical approach. Conversely, plasma urea was not correlated to FCE and showed
only a weak, although significant, correlation with RFI. The response of plasma 3"°N to FCE varia-
tions was higher when animals were fed a high-starch compared to a high-fibre diet. In addition, we
identified two dietary factors, the metabolisable protein to net energy ratio and the rumen protein bal-
ance, that influenced the relation between 8°N and FCE variations. Concerning the genetic evaluation,
and despite the moderate heritability of the two biomarkers (0.28), the size of our experimental setup
was insufficient to detect significant genetic correlations between feed efficiency and the biomarkers.
However, we validated the potential of plasma 8"°N to phenotypically discriminate two animals reared
in identical conditions in terms of feed efficiency as long as they differ by at least 0.049 g/g for FCE
and 1.67 kg/d for RFI. Altogether, the study showed phenotypic, but non-genetic, relationships be-
tween plasma 8'°N and feed efficiency, that varied according to the efficiency index and the diet uti-
lised.

Keywords: feed conversion efficiency, biomarkers, individual variability, natural N abundance,
ruminants

Implications

Beef fattening cattle fed the same diet in the same contemporary group show individual variability in
their ability to transform the feed into gain. We validated the potential of a new biomarker, the natural
>N abundance in plasma, to identify most efficient cattle within contemporary groups. The use of such
a biomarker may help farmers and producers to make decisions in the context of precision feeding and
thus improve the profitability and sustainability of the beef cattle industry.
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Introduction

Feed efficiency (FE) is defined as the animal ability to transform feed resources into animal products.
In a context of increasing demand for protein resources, of necessities for the industry to lower pro-
duction costs and to improve the sustainability of livestock systems, FE should be improved (Canta-
lapiedra-Hijar et al. 2018a). Feed efficiency is usually characterised through indices, described as rati-
os between animal inputs and outputs (feed conversion efficiency [FCE]), or as residual regression
traits (residual feed intake [RFI]) (Berry and Crowley, 2013). In the case of ruminants, especially beef
cattle, feed efficiency is low compared to other livestock species (Tolkamp, 2010), but also highly
variable between animals raised in the same conditions (17% CV, Arthur et al. 2001). In addition, feed
efficiency evaluated by either one of the two indices is moderately heritable (Taussat et al. 2019),
which gives rise to the possibility of improving this character by genetic selection (Archer et al. 1999).
However, a major limit for the genetic selection remains the phenotypic measurement of feed efficien-
cy itself, which requires at least 70 days of individual DM intake (DMI) and BW gain recording and
which, as a result, is expensive, laborious and not always feasible on a large number of animals or in
extensive conditions. It is thus necessary to find alternative tools that are accurate, phenotypically and
genetically related to feed efficiency traits and that can be used to predict feed efficiency in field con-
ditions and to select animals for this trait.

In this regard, biomarkers of between-animal variation of feed efficiency constitute interesting alterna-
tive tools. In animals fed the same diet, feed efficiency is by definition mathematically associated to
the nitrogen (N) use efficiency, which reflects the partition of N intake between N excretion and N
accretion. Nitrogen use efficiency depends on both dietary conditions and individual animal protein
metabolism (Dijkstra et al. 2013). Therefore, biomarkers of feed efficiency could be searched among
proxies related to nitrogen use efficiency (NUE; Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b; Jonker et al. 1998).

A classical biomarker of N partitioning and N use efficiency in ruminants is the plasma urea concen-
tration (Kohn et al. 2005b). Although its ability to discriminate dietary treatments in terms of N utili-
zation is unquestionable (McNamara et al. 2003), no conclusive results have been obtained about its
potential to reflect between-animal variations in NUE (Hof et al. 1997; Huhtanen et al. 2015). An al-
ternative potential biomarker to predict N use efficiency is the natural abundance of °N (6'°N) in ani-
mal plasma proteins, which has the potential to reflect both dietary and individual effects of N use
efficiency (Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b). Nitrogen naturally exists in two stable isotopes, *°N and
YN, and 8N reflects the ratio between the heaviest and the lightest isotope. The §°N in animal pro-
teins results from the 8"°N in the diet and the N isotopic fractionation occurring between N ingestion
and body retention. N isotopic fractionation is defined as the difference between the isotopic signature
of the product (animal proteins) and the substrate (feed consumed), which arises from rumen microbial
activity and hepatic enzymes involves in urea synthesis (Silfer et al. 1992). Enzymes prefer substrates
(ammonia and amino acids) containing the lighter N isotope, which results in a greater excretion of
YN in urine and greater retention of >N in animal proteins (Macko et al. 1986). It is expected that
efficient animals have a lower 5"°N in plasma proteins as a result of a lower amino acid catabolism
(Cantalapiedra-Hijar et al. 2015) and higher ammonia uptake by rumen bacteria (Wattiaux and Reed,
1995). Plasma "N was shown to be significantly related to FCE (Wheadon et al. 2014; Cantalapie-
dra-Hijar et al. 2015) but not to RFI (Wheadon et al. 2014; Meale et al. 2017). To be used for genetic
selection, genetic correlation between biomarkers and animal traits should also be confirmed. Finally,
recent studies suggested that the relationships between feed efficiency and plasma 5'°N could be diet-
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dependent (Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b; Nasrollahi et al. 2020). However, these differences in the
responses between plasma 3"°N and feed efficiency have not been evaluated experimentally on a large
number of animals. We assumed that the relationships between the candidate plasma biomarkers (3"°N
and urea concentration) and the two FE indices (FCE, RFI) differ and that each relationship is affected
by the diet fed to animals. The objectives of this study were to evaluate i) the phenotypic and genetic
relationships between plasma natural *°N abundance or plasma urea concentration and the most com-
mon indices of feed efficiency (FCE and RFI), ii) to which extent these relationships are diet-
dependent, and iii) the applicability of these candidate biomarkers in field conditions.

Material and methods

Experimental network design

This study was conceived as an experimental network, defined as a set of experiments sharing the
same experimental protocol but conducted in a set of different environments (Makowski et al. 2019).
The experimental network (Fig. 1) was constituted of 12 cohorts defined by the combination of four
experimental farms located at different places in France (F.1, F.2, F.3, F.4) and several experimental
periods within each experimental farm (2, 3 or 4 depending on the farm). The study started in 2015
and finished in 2019. Within each cohort, the same two contrasted diets (a grass silage-based diet rich
in fibre vs a corn silage-based diet rich in starch) were tested. For each cohort, each animal (on aver-
age 55 individuals per cohort) was assigned to one of the two experimental diets (on average 27 ani-
mals per diet within a cohort). Within each cohort and diet, animals were grouped in pens (5 to 10
individuals/pen) according to their initial BW. As a result, half of the pens (n=3-4) in each cohort was
assigned to the grass silage diet while the other half (n=3-4) was assigned to the corn silage diet. Only
two cohorts out of 12 used only one pen per diet with a greater number of animals per pen. Therefore,
each of the 72 individual pens represented a contemporary group (CG), defined as those animals that
were reared in the same cohort, that had a similar initial body weight, and that were fed the same diet
and housed in the same pen (Pereira et al. 2018). The experimental unit is the individual animal be-
cause treatments and measurements were applied at the animal level. The environmental factors con-
tributing to the between-CG variability were therefore i) the cohort (n= 12), ii) the diet within each
cohort (n = 2) and iii) the pen within diet and within cohort (1< n <4 depending on the cohort).

Animals and experimental diets

A total of 588 Charolais bulls (303 + 25 days old and 393 + 58 kg of BW at the onset of the experi-
ment) were recorded for feed efficiency during a 200 + 27 day test. The experimental animals were
offspring of 70 known sires and were homogenously distributed across cohorts and diets according to
their sire origin. The two experimental diets had a forage to concentrate ratio close to 60:40, were dis-
tributed as total-mixed rations (TMR) and based on either corn or grass silage. The grass silage was
mainly composed from grasses such as English ray grass or dactyl and legumes as violet clover. The
concentrate was always composed of wheat grain and soybean meal, and beet pulp was added in the
grass silage diet (Table 1). Both diets were iso-CP but differed slightly in their net energy levels (1.50
[grass silage diet] vs 1.63 [corn silage diet] Mcal/kg of DM, which were calculated following the
INRA 2018). Diets differed by the nature of the carbohydrate, showing very contrasted NDF (48% vs
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34%) and starch concentrations (6% vs 32%), for grass and corn silage diets, respectively, on a DM
basis. Because of the different geographical locations and climatic conditions of farms, the chemical
composition of silages changed slightly across cohorts. Therefore; in order to keep feed values as simi-
lar as possible for each type of diet, the proportions of feed ingredients varied slightly among cohorts
(Table 1). Animals were fed ad libitum once a day between 0900 and 1030 and had free access to wa-
ter throughout the experiment.

Measurements for feed efficiency

Animals underwent an adaptation period of 4 weeks before the FE test to allow them to adapt to facili-
ties and diets. Their age during the FE test varied slightly across cohorts, it ranged from 10 (minimum)
to 17 (maximum) at the start of the test, but all FE tests always covered the period between 12 and 15
months of age. Animals were weighed on two consecutive days at the beginning and at the end of the
test, and every 28 days in between, always at 1400h. Individual DMI was recorded daily with an au-
tomatic intake recording system based on mangers placed on weighing cells (Biocontrol, Rakkestad,
Norway). Representative samples from each silo were collected between one and three times per co-
hort.

Chemical analyses of feeds and calculation of feed values

Chemical composition of silages (n=24) was determined by four different laboratories in France
(Départemental d’Analyses du Morbihan [www.morbihan.fr/Ida/laboratoire-departemental], CESAR
laboratory [http://www.labo-cesar.com], Inovalys [www.inovalys.fr] and INRAE Site de Theix
[wwweé.ara.inrae.fr]) using similar laboratory protocols. Dry matter and organic matter (OM) concen-
tration were determined by oven-drying (103°C and 72h) and subsequent incineration in a muffle fur-
nace at 550°C (NF V 18-101), respectively. Crude protein concentration was analysed by the Dumas
method (Ebeling, 1968), NDF according to Van Soest et al. (1991) and cellulose according to the
Weende method (Nehring, 1966). In vitro OM digestibility was determined according to Aufrere et al.
(2007) and starch was analysed by an enzymatic method (ISO 15914:2004). Feed values of silages, as
defined by INRA (2018), were calculated from their chemical composition using the Prevalim® soft-
ware (https://wwwdev.okteo.fr/).

The chemical composition and feed values of concentrate ingredients were obtained from tabulated
values (INRA, 2018). Thereafter, the feed values of the complete diets, integrating the digestive inter-
actions, were estimated through the Inration V5 software (https://wwwdev.okteo.fr/) from the meas-
ured (silages) or estimated (concentrates) chemical composition of ingredients, the ingredient compo-
sition of diets, and the observed average feeding level (DMI as %BW). Estimated dietary feed values
included net energy (Mcal/kg DM), metabolisable protein (g/kg DM), rumen protein balance (g/kg
DM), microbial protein synthesis (g/kg DM) and the rumen degradable protein (% CP). Finally, we
estimated for each animal the fecal endogenous protein losses (FEPL) from the observed DMI and the
non-digestible OM of the diet (INRA, 2018) as follows:

Fecal endogenous protein losses (g/d) = DMI (kg/d) x (0.5 x (5.7+0.074 x non-digestible OM (g/kg
DM))
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Blood sampling and analyses

Blood samples were obtained from each animal one month before the end of test at an animal age of
477127 days. Sampling was done before meal distribution between 0800 and 1100 h. Blood was ob-
tained by coccygeal venipuncture and collected into two tubes of 9 ml each (BD vacutainer, Play-
mouth, UK) containing either lithium heparin or ethylenediaminetetraacetic acid. Tubes were centri-
fuged at 2 500 x g during 10 min at room temperature. The tube containing lithium heparin was used
for the determination of plasma proteins N natural abundance (5"°N), while the other containing
EDTA was used for plasma urea analysis. Plasma was stored at -80° C until laboratory analyses. Urea
concentration was analysed in duplicate for each plasma sample (1.5 ml) by spectrophotometry with
an automated analyser (Arene 20XT, Thermo Scientific, Vaanta, Finland). The accuracy profile (NF
V03-110: 2010) of the method determined for concentrations ranging between 0.05 and 0.90 g/l yield-
ed an average accuracy of 101% and an average CV for replicates of 8%.

The 8"°N was determined in plasma proteins isolated by precipitation by adding 15 pL of a sulfosali-
cylic acid solution (1g/ml) into 300 pL of plasma. Supernatant and pellet were separated after 15 min
of centrifugation (5 000 g at 4°C) followed by 1 h of storage at 4°C. The pellet was rinsed three times
with MilliQ water and freeze-dried. The 8°N values were determined using an isotope-ratio mass
spectrometer (Isoprime Vision; Elementar France) coupled to an elemental analyser (Vario cube; Ele-
mentar France) as described in Cantalapiedra-Hijar et al. (2020a). International standards (glutamic
acid) were included in each run every 10 samples to correct for possible time-variations in the analy-
sis. Results were expressed using the delta notation according to the following equation:

615N = [(Rsample/ Rstandard) - 1] x1 000,

where Rmpie is the N isotope ratio between the heavier isotope and the lighter isotope (“°N/*N) for the
sample being analysed, Rqangara the N isotope ratio between the heavier isotope and the internationally
defined standard (atmospheric N2, Rgandgara= 0.0036765), and § is the delta notation in parts per 1 000
(%o) relative to the standard. Samples were analysed in duplicates and measurements errors for the
analysed internal standard were lower than 1.1%CV. Through the manuscript, the 8"°N of plasma pro-
teins will be referred to as plasma 3"N.

Feed efficiency calculations

The average daily gain (ADG) was calculated for each animal by regressing its BW over the time on
test. Mid-test BW was calculated from the intercept and slope of the regression equation and using the
mean time between the start and the end of the FE test. Mid-test BW was then expressed as mid-test
metabolic BW by raising the former to the power of 0.75 (BW®"). The individual daily DMI was cal-
culated as the average daily DMI throughout the test period. The FCE was calculated as the ratio be-
tween ADG and average DMI.

RFI was determined as the difference between observed DMI and the DMI expected for a given mid-
test metabolic BW (BW®™) and ADG. To adjust RFI for the effect of CG, the RFI model included it
as a fixed effect (Arthur et al. 2001) as follows:

Y=o+ CG + B, (BW*™®) + B, (ADG) +e  (Eq. 1)
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where Y is the observed individual daily DMI, B, is the intercept, CG is the CG effect, B, is the regres-
sion coefficient for BW®", B, is the regression coefficient for ADG, and e is the residual of the model
or RFI.

Statistical analyses

Statistical analyses were performed in R (RStudio Core Team, version 1.1.463, 2018). All variables
were tested for normality with the Lillie test and homoscedasticity within each environmental factor
included in the CG effect (cohort, diet and pen) with the Levene test (Nortest package in R). Differ-
ences between treatments (diets) were tested through parametric (variables with normal distribution)
or non-parametric (variables with non-normal distribution; Kruskal-Wallis test) analysis and declared
significant when P < 0.05.

Analysis of sources of variation

First, the between-animal variability expressed as CV (%) was calculated dividing the SD observed
within-CG (SDr) by the average values of recorded traits (Bender et al. 1989). In the case of RFI, with
an average value equal to 0, we divided SDr by the average value of DMI.

We also determined the influence of each environmental factor (cohort, diet nested within cohort, and
pen nested within diet and cohort) on animal performances and candidate plasma biomarkers values.
For this, variance-estimates component analyses were conducted with mixed-effect models to obtain
the contribution of each random environmental factor:

Y=p1+E.+Es:Ep+¢e (EQ.2)

B1is the mean value of the parameters in the population of individuals. The deviations from the mean
values are represented by the random effects of the cohort (E.), the diet within cohort (Eg4) and the pen
within diet within cohort (E;). Finally, € represents the residual error of the model, which includes the
between-animal variation and the experimental error (Fisher et al. 2017).

The Intra-class correlation coefficient (ICC), which represents the percentage of variance explained by
each random environmental factor, was calculated as follows:

ICC = 6%/ (6°c+ 6’4+ 6’y + 6%) (EQ.3)
where, o% refers to the between-class variability (i.e. variance ascribed to each random experimental
factor) and 0%+ o’y + 6%, + o*, represents the total variance including the within-CG variability (c’r).

Relationships between feed efficiency indices and candidate plasma biomarkers

To evaluate the relationships between FE indices and candidate plasma biomarkers at individual level,
it was necessary to remove all environmental factors contributing to the observed variability across-
CG and only keep the observed variability within each CG group (i.e between-animal variability). For
this, two different statistical approaches were applied.

i) Removing the between-contemporary group variability before linear regression analysis. The ran-
dom effect of the CG was removed from raw values of each variable (Phuong et al. 2013; Cantalapie-
dra-Hijar et al. 2018b) by running the same model as shown in Eq. 2 and storing the obtained residuals
(¢). Eqg. 3 was applied to both candidate biomarkers and FCE. However, because RFI was already ad-
justed for the CG effect, this initial step was not applied to this index. Residuals of FE indices (FCE or
RFI) were then linearly regressed (as dependent Y variable) against the residuals of the candidate
plasma biomarkers (X) with the Im function in the R software.
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In addition, we evaluated whether combining both candidate plasma biomarkers (plasma 5'°N and urea
concentrations) improved the explanation of the FE variance. For this, we first checked absence of
multicolinearity through a variance inflation factor (VIF) test by the Car package, where values below
5 were indicative of non-correlated variables (Vatcheva et al. 2016). Then, we tested the multivariable
linear model as follows:

Y =1 xX)+ (B2 xZ)+¢(Eq.4)

where Y, X, Z are FE values (one equation for each index), plasma 5"°N values and plasma urea values
respectively, with B1 and p2 being the slopes of plasma §°N and plasma urea, respectively. Compari-
sons between models were conducted through Anova analysis.

i) Accounting for the between-contemporary group variability through mixed effect models. The
mixed-effect model analysis aimed to determine if biomarkers were significantly correlated to FE in-
dices at individual level (within-CG) and to evaluate to what extent the two contrasted dietary condi-
tions influenced this relationship. For this, we first attempted to consider the diet as a fixed effect.
However, given the complex nested structure of our experimental network (Fig. 1), where the pen is
nested within the diet, we decided to separate the database into two sub-databases, one for each diet
(n=294 for each one). This allowed the effect of pen to be considered as a random effect nested to the
cohort. The "N individual values were zero-centered to avoid the expected correlation between inter-
cept and slope occurring when values from the independent variable are far from zero (Pinheiro and
Bates, 2002).

Different structures of random effect, from simple (with only the cohort effect) to nested (including
the pen effect within the cohort) were tested on both intercept and slope as here detailed:

Y = (B0 + B0) + (B1 + B1) x X + £ (Eq.5)

where Y and X are FCE and 8"N values, respectively, p0 and Pl are the fixed coefficients for the
intercept and the slope respectively; BO and B1 are the random coefficients of environmental factors
(cohort and pen within cohort) and ¢ are the distributed within-groups errors, assumed to be independ-
ent of random effects. The best random structure was identified from AIC and BIC criteria and using
the restricted maximum likehood method in the nlme package.

To evaluate the diet effect on the potential of the candidate biomarker to reflect FE variations we com-
pared the slope (B1) of both models through a t-test. For this, we took into account the coefficient of
slopes and their associated errors as well as the degrees of freedom of both sub-databases (Andrade
and Estévez-Pérez, 2014). We also extracted the proportion of model’s variance explained by random
and fixed effect through the package r.squaredGLMM in the library MuMin.

Animal performances of individuals presenting extreme high-vs-low 5"°N values

We ranked animals within-CG according to their 8*°N values and then selected those above the 90"
percentile (High 5™°N values) and those below the 10™ percentile (Low 8"°N values). Differences in
animal performances and plasma biomarkers between these two groups (High vs Low) were conducted
by Anova by including the effect of diet, group and its interaction.

Influence of dietary characteristics on the relationships at cohort level
We aimed to evaluate whether some characteristics of the experimental diets could influence the abil-
ity of candidate plasma biomarkers to reflect the between-animal variation in FE. Therefore, we first
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obtained the 24 individual slopes (responses) from the FE index - biomarker relationships determined
for each combination of diet and cohort (i.e. 24 unique conditions sharing exactly the same diet x co-
hort). Half of these individual slopes (12) were obtained with grass-diets and the other half with corn-
diets. The 24 slopes coefficients were regressed against their 24 corresponding feed values and diet
chemical composition. The model utilized to evaluate these regressions were an ANCOVA analysis,
where the FE-biomarker slopes represented the dependent variable (), the type of diet (n=2) was the
categorical variable (X;) and feed values or chemical composition were the numeric variable (X»).
Thus, we evaluated P value of both dependent variables and their interaction. When significant rela-
tionships were obtained, the relevant diet characteristic was considered as having an impact on the
response of the candidate plasma biomarker to FE variations.

Model’s evaluation and cross-validation

We first compared the quality of the different FE index - biomarker relationships. The simple linear
models based on residuals were compared based on their P value, R2, AIC and root mean squared error
(RMSE) to SD ratio (RSR), which allows comparing residual variables as RFI with mean intercept
values equals to 0. The mixed effects models were compared based on their RSR and CV, calculated
as the RMSE divided by the average of the variable Y. Fit was considered good when R2 > 0.50 and
RSR < 0.70 as recommended by Moriasi et al. (2007). Finally, normality of residuals was tested with
the Shapiro Wilk’s test (function shapiro.test in R) for every model.

We then evaluated the conditions of use of the §°N biomarker relative to each FE index using a Kfold
cross-validation (James et al. 2013) performed from simple linear models based on residuals. The da-
tabase was randomly split in 10 sub-database (package Caret) and each individual sub-database was
treated as a validation set. The performance of the FE index-6"°N relationships obtained from the
whole database was defined as the average performance of the FE index-8"°N relationships derived
after the 10 random iterations from each sub-database for each diet, as in Benaouda et al. (2019). Pa-
rameters used to evaluate the FE index - biomarker relationships were the RMSE of predicted vs ob-
served values, the correlation between observed and predicted values, the concordance correlation
coefficient (CCC), as a parameter indicating precision and accuracy of obtained models (Tedeschi,
2006) and the percentage of error in central tendency (ECT), or mean bias as the average tendency to
under or overestimate the predicted values according to the observed values (Gupta et al. 1999). Final-
ly, we calculated the interval of model’s prediction (IP) at 95% confidence, which reflects the predic-
tion uncertainty around a single value, as + 1.96 x RMSE of the model (Bruce and Bruce, 2017).

Genetic parameters estimations

Heritability coefficients, environmental and genetic correlations were estimated for FE indices and
candidate plasma biomarkers using the restricted estimation of maximum likelihood method of the
Wombat software (Meyer, 2007). In addition to the random additive genetic effect, the model included
the contemporary group (72 CG) as fixed effect, age at the start of the test as covariate and a farm
origins x year random effect. The relationship matrix among the additive genetic effects included up to
the 5th generation from bulls included in the study.

Results
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All variables followed a non-normal distribution, except DMI and RFI (P > 0.05). Also, these two
variables together with plasma urea concentrations did not fulfill homoscedasticity within CG (P <
0.05) (Supplementary Table S1).

Animal performances, candidate biomarkers and their sources of variations

The between-animal variability of DMI, ADG, FCE and RFI, expressed as CV, was always below
12% (Table 2). The between-animal variability of the candidate biomarkers however contrasted,
5.33% for plasma 5"°N and 20.3% for plasma urea concentrations. Concerning the effect of diets (Ta-
ble 2), animals fed the corn-based diets had higher ADG (+16%; P < 0.05), DMI (+4%; P < 0.05),
FCE (+6%; P <0 .05) and plasma urea concentrations (+35%, P < 0.05) than animals fed the grass-
based diets. On the other hand, animals fed corn-based diets had lower (-13%, P < 0.05) plasma °N
values than animals fed grass-based diets.

The cohort factor explained 29%, 19%, 13% and 7% of the total variance of FCE, plasma urea, ADG
and DMI, respectively, but had only a minor contribution to the variability of plasma 8"°N (Table 2).
The diet effect (within cohort) strongly contributed to the variability of all variables explaining 70%,
46%, 45%, 33% and 21% of the total variance observed in plasma &'°N, plasma urea, ADG, FCE and
DML, respectively. Finally, the pen effect (within diet and within cohort) only explained less than 10%
of the total variance of the variables except for DMI (16%). The residual part of the variance, i.e. the
between-animal variation, represented a large and significant part of the total variance of DMI (55%),
ADG (40%), FCE (33%), plasma 8"°N (25%) and plasma urea (29%).

Relationships between candidate plasma biomarkers and feed efficiency indices at the individual level

All the simple linear models on residuals (P > 0.58) and the mixed effect models (P > 0.37) showed
normal residuals. Models obtained for FCE were consistent, whatever the statistical methodology con-
sidered [removal (Table 3 and Fig. 2) or inclusion (Table 4 and Fig. 3) of the factors that significantly
contributed to the GC in the model]. Plasma 8"°N was negatively correlated to the between-animal
variability of FCE with both approaches (P < 0.001; Table 3 [Eq. 1] and Table 4 [Eq. 10 and 11]). The
negative slope of the FCE-plasma &"°N relationship was however greater (+35%, P < 0.05) with the
corn than with the grass based diets in the mixed effects models analysis. Concerning plasma urea
concentrations, they were non-significantly related to FCE whatever the approach (Table 3 [Eq. 2];
Supplementary Figure S1). In the case of RFI, the simple linear regression showed significant positive
correlations with both plasma 8°N (P < 0.001; Table 3) and plasma urea concentrations (P = 0.04),
despite the poor fitting (R? = 0.00) obtained with the latter biomarker.

When the variability due to contemporary group was removed before linear regression, the best mod-
els (based on R2, AIC and RSR) were obtained for plasma 5'°N whatever the FE index. Combining
both candidate biomarkers in the same model (Eqg. 3 and 6 in Table 3) did not further improve the fit
(P > 0.20). It had first been verified that plasma 5'°N and urea presented no-multicolinearity
(VIF=1.02).

The FCE- 8"°N mixed-effect model (Table 4) was better in terms of RSR and error (CV) when animals
were fed the corn as compared to the grass-based diets. In addition, the biomarker explained a higher
percentage (17% vs 12%) of model’s variance with the corn vs grass-based diets.
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Performances and candidate plasma biomarkers of extreme animals

Animals identified as having the 10% highest and lowest plasma 3"°N values were selected as extreme
individuals (Table 5), and showed differences in 8"°N averaging 1.02%o (18%CV). Compared to ani-
mals with the highest plasma 5"°N values, those showing lowest values had lower DMI, fecal endoge-
nous protein losses (FEPL) and plasma urea concentrations (P < 0.001), but greater feed efficiency (P
< 0.001). No interactions were observed between extreme 8°N groups (highest vs lowest) and diet (P
> 0.05) on these analyzed parameters.

Influence of diet characteristics on the relationship between plasma 5N and feed efficiency

For this analysis, we removed two grass-based diets out of the 12 from our database because of 1) they
were considered as outliers in most of the relationships (> 2.5 SD) and 2) biologically, the net energy
concentrations of silages were low resulting in a lower average net energy intake (-10%) per average
BW", Therefore, the number of observations used in this analysis was 22 rather than 24. In addition,
because in the plasma urea-FCE relationship the diet effect was not significant (P > 0.05), the influ-
ence of diet characteristics was only analysed for the plasma 8"°N-FE index relationships. Graphs
showing relationships at cohort level between plasma 8°N and FE indices are shown in Supplemen-
tary Figure S2 (FCE in panel A and RFI in panel B).

We found that the higher the metabolisable protein to net energy ratio of the diet the greater the slope
of the plasma 8N - FCE relationship (P = 0.002; Fig. 4, panel 1) and a similar trend for the rumen
protein balance (P = 0.10; Fig. 4, panel 2). Concerning RFI, the higher the rumen N degradability of
diets the greater the slope of the plasma 8"°N —RFI relationship (P= 0.004; Supplementary table S2).
Details of the influence of the other dietary characteristics on the slope of plasma 5°N-FCE and RFI
relationships are presented in Supplementary Table S2.

Plasma 5N biomarker ability to discriminate between-animal variation of feed efficiency

The cross-validation was only carried out for the best-fitted plasma °N models (Eq: 1 and 4 from
table 3). The plasma 8"°N was found to capture the difference in FE between two individuals sharing
the same diet as long as the difference in FE is higher than 0.049 g/g for FCE and 1.67 kg/d for RFI
(interval of prediction in Table 6). However, the CCC of both models was low, accounting 0.33 and
0.16 for FCE and RFI, respectively. In addition the two FE index- 5"°N models presented a slightly
under (4%) and overestimation (-3%), for FCE and RFI respectively, and the accuracy (r and CCC) to
predict FCE was better than to predict RFI from 3"°N.

Genetic and environmental correlations

We determined if phenotypic relationships between FE indices and candidate biomarkers involved
genetic or environmental factors (Table 7). First, the heritability values were moderate for FE indices
(h2 = 0.18 for FCE and h2 = 0.22 for RFI) and plasma biomarkers (h2 = 0.27 for plasma urea and 0.28
for 3°N).
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Concerning genetic correlations, RFI showed no-correlation with FCE (ry < 0.05). Both candidate
plasma biomarkers showed no genetic correlations with FCE (ry<0.20) and moderate genetic correla-
tion with RFI (ry =0.38 and 0.27 for plasma "N and urea concentration, respectively), however the
associated errors were large to consider significant these relationships. Concerning the environmental
correlations, they were high between FCE and RFI (r, = -0.61) and between plasma 3"°N and FCE (r, =
-0.55), but moderate between 8°N and RFI (r. = 0.26), and low between plasma urea concentrations
and both FE indices (r.< 0.15). Also, moderate genetic correlations (r.= 0.28) and low environmental
correlations (r.=0.14) were found between both biomarkers.

Discussion

Moderate between-animal variability exists for FE (Berry and Crowley, 2012). Genetic selection pro-
grams may exploit this moderate between-animal variability by selecting the FE superior animals for
breeding, and biomarker-assisted genetic selection may contribute to accelerate the genetic progress
through rapid identification of superior animals. Today, however, no validated biomarker, genetically
linked to FE, has been proposed for beef cattle. Part of the difficulty to identify biomarkers of the be-
tween-animal variability of FE is due to a methodological limitation. Indeed, a non-negligible propor-
tion of the measured between-animal variation, within a pen, is not ascribed to the true between-
animal variability but to the experimental error, which can be as high as 50% (Fischer et al. 2017).

In this study, we tested two biomarkers of the N use efficiency in ruminants (i.e plasma urea concen-
tration [Kohn et al. 2005] and plasma 5"°N [Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b]) and their ability to re-
flect FCE and RFI, using a large experimental setup of young bulls (n = 588) raised under similar con-
ditions. As further discussed in the following sections our results highlight that plasma 5N is signifi-
cantly and phenotypically correlated to the between-animal variations of FE, regardless of the FE in-
dex used, but with diet-dependent responses. Also these significant phenotypic correlations might be
mostly due to non-identified environmental factors rather than to genetic ones. In contrast, plasma urea
concentrations were only weakly, though significantly, correlated with RFI and not significantly with
FCE.

Plasma 5N vs urea as candidate biomarkers

Both the plasma 8N and urea are recognised biomarkers of the N use efficiency. They are both
strongly impacted by the balance between ammonia release from dietary CP degradation and ammonia
uptake by rumen bacteria (i.e. rumen protein balance) and the hepatic amino acid catabolism
(Wattiaux and Reed, 1995; Cantalapiedra-Hijar et al. 2015; INRA, 2018). These two mechanisms de-
termine most of the variations in NUE in ruminants (INRA, 2018) and explain the relationship be-
tween both candidate biomarkers and NUE in ruminants (Huhtanen et al. 2015; Cantalapiedra-Hijar et
al. 2018b). Also given the biological link that exists between N use efficiency and FE (Nasrollahi et al.
2020; Liu and VandeHaar, 2020), we anticipated significant relationships between both candidate
biomarkers and FE.

Our results confirm that both biomarkers are significantly related to between-animal variations in FE,
but not to the same extent. Plasma 3N is a better biomarker than plasma urea. If the potential of
blood or milk urea concentration to predict the mean N use efficiency is well established for groups of
ruminants (Kohn et al. 2005), reports highlighted its inability to phenotypically (Hof et al. 1997;
Dechow et al. 2017; Huhtanen et al. 2015) or genetically (Sebek et al. 2007; Vallimont et al. 2011,
Beatson et al. 2019) reflect the between-animal variation in N use efficiency. In the present study, both
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biomarkers were significantly and positively correlated, but only weakly (r = 0.21; P < 0.001). There-
fore, the potential of plasmatic 8"°N and urea concentration may depend on the specific pathways orig-
inating these biomarkers but not shared in common between them, which may be related or not to N
metabolism. We argue that the different ability of plasma 8°N and urea to reflect between-animal
variations in FE is probably due to mechanisms such as post-absorptive Kinetics, urea recycling and
endogenous N as discussed below.

First, the most likely and prominent factor that explains the within-CG variability of plasma urea, is
related to its postprandial variation. A considerable diurnal variation in plasma urea concentration has
been widely reported in the literature associated to the daily pattern and frequency of feed intake (Gus-
tafsson and Palmquist, 1993; Hwang et al. 2001). Because blood sampling lasted 3-4h per cohort, and
because strictly speaking animals were not completely fasted (leftovers remained in the automatic
feeder before sampling), we could argue that blood urea was not determined exactly at the same post-
prandial moment for all animals. In contrast, isotopic signatures remain much more stable in plasma
proteins because the short-term fluctuations of plasma 8*°N values depend on the slow **N turnover of
this protein pool (4.3%/d; Cantalapiedra-Hijar et al. 2019). This may explain why the within-CG var-
iation was much higher for plasma urea vs 5°N in our study (20% vs 5% of CV) and elsewhere (25-
29% CV for urea [Jonker et al. 1998; Krogh et al. 2019] vs 13% CV for 3"°N [Cantalapiedra-Hijar et
al. 2018b]).

Second, we considered whether renal urea reabsorption and clearance rate, hydration status and animal
BW (reviewed by Spek et al. 2013) could explain why the between-animal variation are greater for
plasma urea concentration than for N use efficiency or 8"°N values, but we had no data to support it.
Instead and although somehow speculative and counter-intuitive, we hypothesise that urea-N recycling
and endogenous urinary N excretion (INRA, 2018) might have a greater impact on plasma 3'°N than
on urea concentration, and thus may further explain the better ability of the 8°N to catch the between-
animal variability of FE. Urea recycling in beef cattle can be high and may contribute to increase the
digestible N inflow from 43% to 85% (Lapierre and Lobley, 2001). But plasma urea is depleted in *°N
relative to the diet (Sutoh et al. 1993), and thus, this extra N entering the rumen could, once degraded
into ammonia and assimilated, decrease the naturally enriched rumen bacteria (Cantalapiedra-Hijar et
al. 2016). This N conservation mechanism in ruminants would further deplete animal proteins in N
and thus strengthen the negative relationship between N use efficiency and plasma 8"°N usually found
in ruminants (Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b). Conversely, plasma urea concentration is only weakly
correlated to urea transfer into the rumen through the ephilelium (i.e. portal drained viscera net flux)
according to the review by Lapierre and Lobley (2001), which may partly explain the weak relation-
ship between plasma urea and N use efficiency.

Finally we speculate that animal variation in endogenous urinary N losses, which represent on average
20-30% of total urinary N excretion (INRA, 2018) and an estimated 13% of the total N intake in our
database (INRA, 2018; data not shown), would only affect plasma §'°N. While the urinary urea excre-
tion is highly related to the hepatic urea synthesis and plasma urea concentration (Kohn et al. 2005),
other urinary N compounds (e.g. creatine, creatinine, endogenous purine derivatives, methylhistidine
and other free amino acids) are related to the endogenous protein renewal (Da Silva Braga et al.
2012). Because, animal protein mobilization highly affect both NUE and §"°N values of animal pro-
teins in ruminants (Chen et al. 2020), it can be hypothesized that NUE changes associated to endoge-
nous protein metabolism might affect, and only §'°N of plasma proteins without necessarily impacting
the plasma urea concentration.

Taken together we consider that animal factors affecting N use efficiency and thus FE variation are
better signed by plasma §'°N than by urea because the former is more stable in time and likely reflects
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some specific metabolic pathways related to N partitioning. Therefore, the following sections will only
discuss the limits and potential of plasma 8"°N to reflect the between-animal variation of FE.

The potential of plasma 5N depends on the feed efficiency criteria

This is the first study showing by regression a significant relationship between plasma °N and RFI
(Previous non-significant results; Wheadon et al. 2014; Meale et al. 2017). This relationship was how-
ever much weaker than that obtained between plasma 5'°N and FCE. Although FCE and RFI were
statistically related in this work (r = -0.29; P < 0.001) and share common biological processes related
to FE, their biological determinants are not exactly the same (Taussat et al. 2020). While FCE favors
the selection of growth traits with inconsistent intake responses (Arthur and Herd, 2012), selection
based on RFI will downward feed intake without any impact on animal performances (Arthur et al.
2004). This would have implications in the way the energy and protein are allocated with both criteria
(Rauw, 2012), and may explain why plasma 8N correlated better with FCE than with RFI. Here, we
discuss some statistical and biological reasons that may explain why the correlation between plasma
8N and RFI found in the present study or previously reported is weak or null (Wheadon et al. 2014;
Meale et al. 2017).

First, from a statistical point of view, it can be expected that biomarkers correlate better with pheno-
types presenting higher variability. In the present study, the within-CG variance was twofold higher
for FCE (9.37% CV) than for RFI (4.54% CV) in agreement with previous studies (Wheadon et al.
2014; Meale et al. 2017). Thus, the difficulty of plasma 3"°N to detect RFI variations could stem in
part from the lower between-animal variability observed with RFI compared to FCE. Moreover, RFI
being a residual it includes measurement errors (Fischer et al. 2017), which likely hampers the ability
of plasma 8"°N to detect the true between-animal variability in FE when measured as RFI.

Second, while from a biological point of view plasma 5*°N is primarily a biomarker of N use efficien-
cy (Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b), it can be simply argued that FCE and RFI just differ in the way
they are related to N use efficiency. FCE and N use efficiency share a similar calculation principle
based on the ratio between performances and intake, and thus correlations between both of them is
mathematically expected and have been experimentally proven (Cantalapiedra-Hijar et al. 2015;
Nasrollahi et al. 2020). Conversely, the relationship between N use efficiency and RFI has not been
experimentally observed (Lines et al. 2014; Carmona et al. 2020; Da Silva et al. 2020) despite the fact
that efficient RFI animals are supposed to eat less CP while retaining an equal (or a greater) amount of
body protein. More work is warranted to confirm that efficient RFI cattle upregulate N conservation
mechanisms (Cantalapiedra-Hijar et al. 2020b) to the same extent as efficient FCE animals do (Arndt
et al. 2015).

Third, because RFI is highly and consistently related to feed intake (Taussat et al. 2019), efficient RFI
animals usually present higher rumen retention time and DM digestibility than inefficient RFI animals
(Fitzsimons et al. 2014; Bonilha et al. 2017). This would lead to a proportionally greater availability of
substrates for rumen bacteria in efficient RFI animals, with the consequently greater N isotope frac-
tionation occurring in the rumen (Wattiaux and Reeds, 1995) by unit intake. This can counterbalance
the expected positive relationship between FE and plasma 8'°N. We termed this phenomenon a “rumen
interference” in the ability of plasma 5™°N to detect FE variations. In this regard, a high contribution of
the rumen efficiency to the overall FE was suggested as the reason for the weak relationship observed
between milk §°N and N use efficiency in dairy cows (Cabrita et al. 2014). Likewise, Nasrollahi et al.
(2020) identified in some conditions a yet unknown rumen effect lowering the ability of isotopic N
discrimination to reflect between-animal variation in FE. Consequently, we supposed that the ‘rumen
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interference’ effect would mostly perturb the relationship between plasma 8°N and RFI but not that
between plasma 8"°N and FCE. Finally, FEPL could also contribute to the low correlation of plasma
8N with RFI. Because the higher the DMI the greater the FEPL (INRA, 2018), the positive correla-
tion between RFI and DMI found in our study (r = 0.57; P < 0.001) may suggest differences in FEPL
between animals RFI efficient and non-efficient. Although FEPL represent a net N loss from the ani-
mal, and so may impact FE, these losses does not involve enzymatic reactions (i.e. desquamated epi-
thelium and intestinal secretions) nor isotopic fractionation. Therefore, the estimated FEPL were posi-
tively correlated to RFI (r = 0.28; P < 0.001), which could have lowered FE of high RFI phenotypes
without increasing plasma 8N values. Because FCE, in contrast to RFI, presented no correlations
with DMI in our study (r = -0.06; P > 0.05) no changes at the rumen level were expected across the
FCE extreme cattle.

The potential of plasma 6N to capture variations in feed conversion efficiency also depends on the
type of diet

The present study confirmed preliminary results obtained from a sub-set of animals of the present ex-
perimental setup (Nasrollahi et al. 2020), where the slope of the FCE-plasma 8N relationship was
significantly higher with diets high in starch vs high in fibre (Eqg. 10 vs 11 in Table 4). It also support-
ed our previous meta-analysis, which suggested that the relationship between the isotopic N discrimi-
nation and N use efficiency could be diet-dependent (Cantalapiedra-Hijar et al. 2018b). More specifi-
cally, the slope of the FCE-plasma 5™N relationship was affected by the farm-to-farm and year-to-year
variations in feed composition (Supplementary Figure S2). To precisely assess which variables could
explain the diet-to-diet variability, we characterised the experimental diets according to INRA (2018)
(Supplementary Table S2).

The rumen protein balance, representing the difference between the protein intake and the protein
flowing at duodenum (INRA, 2018), was an important dietary factor that explained the influence of
dietary conditions on the ability of plasma 5"°N to reflect FCE variations (Fig. 4B). The higher the
rumen protein balance (i.e. higher rumen ammonia absorption compared to urea recycle into the ru-
men), the smaller the slope of the FCE-plasma "N relationship. In other words, when rumen protein
balance was above requirements (between 0 and -12 for 300 - 600 kg BW; INRA, 2018), the ability of
plasma 8N to reflect FCE variations decreased. This analysis reinforces our hypothesis about a “ru-
men interference” in the relationship between °N and FE variation. In this sense, diets with high
rumen degradable N concentration and leading to high rumen protein balance showed low or no corre-
lations between 8"°N and FE or NUE in several previous studies in ruminants (Cheng et al. 2013;
Cabrita et al. 2014; Nasrollahi et al. 2020). Furthermore, in the present study, high-fibre diets present-
ed a higher proportion of metabolisable protein coming from microbial vs dietary origin (+7%; P =
0.02), which may increase the N isotopic fractionation at rumen level (Wattiaux and Reed, 1995) and
consequently interfering in a greater extent on the expected relationship between plasma 8*°N and FE.

The metabolisable protein to net energy ratio, which represents the amount of metabolisable protein
for a given net energy level, was also identified as a dietary factor explaining differences in the slope
of the plasma 8'°N - FCE relationship (Fig. 4A). Indeed, when this ratio was above requirements (be-
tween 48 and 53, irrespective of the diet for 300 - 600 kg BW; INRA, 2018) the slope approached zero
and reflected the inability of plasma &"°N to catch FCE variations at high metabolisable protein to net
energy levels. It is known that amino acid catabolism increases when the metabolisable protein to net
energy ratio increases (Hanigan et al. 1998), and thus our results may suggest that between-animal
variability would be lower when diets promoted greater amino acid catabolism.
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Potential and limits of plasma 6™N to predict feed efficiency

Unfortunately, the size of our experimental setup although important (n = 588) was too restricted to
detect any significant genetic correlations between plasma 5°N and FE (FCE and RFI). This implies
that the significant phenotypic relationships found between the plasma °N and FE were mostly due
to non-identified environmental factors. Because diet conditions were controlled in our study, we
speculate that other environmental factors could be involved such as the previous background of ani-
mals (pre-weaning and cow-calf period), feeding behaviour (ingredient’s selection, dominance or meal
duration) and mild subacute diseases during fattening (lameness, rumen acidosis, liver abscess). We
are aware that the size of our experimental setup may be a limitation for concluding about genetic
correlation. In this regard, Lozano-Jaramillo et al. (2020) established that a population of 2 000 indi-
viduals minimum per environment was necessary to minimize the SE of genetic correlations and ob-
tain robust genetic correlations. To the best of our knowledge, studies reporting genetic correlations
between biomarkers and FE in beef cattle are very scarce in the literature and none has demonstrated a
significant correlation. Nkrumah et al. (2007) reported a genetic correlation of -0.44 and -0.24 between
serum leptin concentration and feed conversion ratio (the inverse of FCE) and RFI, respectively, from
813 steers. However, the large SE associated with their estimations (+ 0.24 and £ 0.38 for feed conver-
sion ratio and RFI, respectively) made it difficult to conclude to a true genetic association. Similarly,
IGF-1 was shown to be genetically correlated to RFI but also with a large associated error (Johnston et
al. 2002; Moore et al. 2003). Thus, more studies are warranted to establish genetic relations between
FE and plasma 8N with a greater population size.

Concerning the potential of this biomarker for phenotyping animals, our cross-validation mod-
el confirmed that plasma 8°N could be used as a biomarker to discriminate the FE of two animals
from the same CG providing they differ by at least 0.049 g/g in FCE and 1.67 kg/d in RFI (IP in Table
6). The number of animals within the same CG showing at least that difference was calculated to be
30% (198 out of 588) and 6% (35 out of 588) for FCE and RFI, respectively, highlighting once more
the better ability of plasma 8N to stablish between-animal difference in FCE than in RFI. These are
the percentages of animals that can be discriminated in terms of FE when comparisons are done from
two animals randomly selected from the same CG. Logically, when comparisons are done from a
group of animals rather than from two randomly selected individuals the statistical power increases.
Indeed, animals with the 10% lowest plasma 8N values within-CG had on average significantly
higher feed efficiency (+0.021 FCE and -0.47 RFI) than their counterparts having 10% highest plasma
8N values (Table 5). Because of the size of our experimental setup, the biomarker may still signifi-
cantly discriminate feed efficiency when all experimental animals (n = 588) were assigned to either
low or high plasma 3"N group (P < 0.001; data not shown).

Overall, we showed that plasma 8N is capable of capture the between-animal variations of FE in
animals fed two contrasting diets. Nevertheless, better results may be expected when using FCE than
RFI, and when animals are fed with high-starch vs high-fibre diets.

Conclusion

We demonstrated through an experimental network design and two different statistical approaches,
significant phenotypic correlations between plasma 8'°N and the between-animal variation of FE (FCE
and RFI) in fattening cattle. In our conditions, we validated the capability of the isotopic biomarker to
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discriminate animals in terms of FE when they differed by at least 0.049 g/g in FCE or 1.67 kg/d in
RFI. However, the size of our experimental setup (n = 588) was insufficient to show significant genet-
ic correlations between 8°N and FE. In addition, because 8N is a well stablished biomarker of N use
efficiency in ruminants, we suggest that efficient FCE and RFI animals may present better N utiliza-
tion that their less efficient counterparts. Finally, relationships between FE and biomarkers of N use
efficiency may depend on the diet and the feed efficiency criteria since better statistical correlations
were obtained with high-energy diets and when using FCE over RFI.
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Tables

Table 1. Ingredients, chemical composition and feed values® of the corn
and grass based diets fed to Charolais bulls (average values + SD of the
12 experimental cohorts)

Diet
Corn Grass
Ingredients’ (% DM)
Forages
Corn silage 61.4+22 -
Grass silage - 60.2 £ 6.0
Wheat straw 58+1.6 55+1.2
Concentrate
Wheat grain 204 £55 8.05x1.2
Beet pulp - 209124
Soybean meal 124+2.0 525+1.4
Chemical composition (g/kg DM)
oM 958 + 3.88 909 + 13.4
Crude protein 144 +9.69 142 £ 6.25
NDF 338 +25.3 479 £21.7
Starch 319 +36.2 56.4 +31.0
Starch/NDF (g/g) 0.95+0.18 0.11 +0.07
Feed Values®
Net Energy (Mcal/kg DM) 1.63+£0.04 1.50 £ 0.06
MP (g/kg DM) 85.6 + 2.53 81.4+3.72
MP/Net energy (g/Mcal) 525+1.12 53.4+1.88
RPB (g/kg DM) 7.75+7.22 6.51 +6.81

Abbreviations: OM, organic matter; MP, metabolisable protein; RPB,
rumen protein balance calculated as CP intake minus non-ammonia N at
the duodenum (INRA, 2018).

! The whole ration was complemented (approximately 1% of total DM)
with a vitamin-mineral supplement, non-reflected in the table

?Feed values of diets calculated from the measured chemical composition
of diets and taking into account digestive interactions (INRA, 2018)
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Table 2. Animal performances and candidate plasma biomarkers for Charolais bulls fed a corn or a grass-based diet, their variance-component analysis and
cVv

Diet Variance-component analysis
Variables Cohort! Diet within cohort Pen Wlt.hm diet and Residual®
Corn Grass within cohort
SDc ICC (%) SDd ICC (%) SDp ICC (%) SDr ICC(%) CV (%)

Animal performances
(kE;'/\g)l 0.82+1.02* 9.44+119° 0.30 7.19 0.52 21.6 0.45 16.2 0.83 55.1 8.64

ADG a b
(kg/d) 1.62+0.21 1.39+£0.30 0.10 12.5 0.19 45.1 0.04 2.00 0.18 40.4 11.8

FCE (9/9) 0.166 +0.02°  0.147 +0.02° 0.01 28.7 0.02 33.0 0.01 5.28 15.0 33 9.37

RFI (kg/d) 0.00+£0.44 0.00 £ 0.47 - - - - - - 0.45 100 4.54
Plasma biomarkers

8N (%) 5.13+0.40° 5.82+0.52° 0.01 0.03 0.49 70.4 0.13 4.95 0.29 24.6 5.33

Urea (g/l) 0.195+0.06°  0.145 + 0.05° 0.03 18.7 0.04 46.1 0.016 6.09 0.04 29.2 20.3

Abbreviations: Cl, confidence interval; FCE, feed conversion efficiency; ICC, intra-class correlation coefficient (calculated as the percentage of total vari-
ance explained by each environmental factor); RFI, residual feed intake; SDc, SDd, SDp and SDr, square root values of the cohort, diet, pen and residual
variances respectively

Statistics: *® Averages with different letters within the same row are significantly different (P < 0.05

! Cohort refers to the farm x period combination

2 Coefficient of variation calculated as within-contemporary group SD divided by the average value of each variable (except for RFI where the DM intake
was used as its average
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Table 3: Linear regression models between feed efficiency indices and candidate plasma biomarkers for
Charolais bulls fed two diets, when variability across contemporary groups was previously removed.

FE

indices N° Plasma bi-

(Y) Eq omarker (X) Slope 5"°N SlopeUrea  PValue R2 AIC RSR!
FCE 1 &"N° -0.021 +0.001*** - <0.001 0.20 -3280 0.47
FCE 2 Ured - -0.037 £0.018*  0.053 0.00 -3044 0.55
FCE 3 3&“°N&Urea® -0.023+0.002*** 0.006 +£0.017"  <0.001 0.20 -3031 0.47
RFI 4 3N 0.468 +£0.064*** - <0.001 0.10 501 0.95
RFI 5 Ured® - 1.330 +0.588* 004 000 669 1.00
RFI 6 o°N&Urea®  0.489 +0.069***  0.419+0.577™ <0.001 0.09 584 0.94

Abbreviations: AIC, akaike information criterion; Eq, N° of equation; RSR RMSE-observations standard
deviation ratio, calculated as the ratio of the RMSE and the SD of the efficiency index.

Statistics: *** P < 0.001, ** P < 0.01, * P < 0.05, ns = non-significant (P > 0.05).

® For a given feed efficiency index, models with different letters are significantly different (P < 0.05).
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Table 4: Mixed effect regression models between FCE (Y) and plasma proteins 8*°N for Charolais bulls
by diet when the random variability across contemporary groups was accounted

Explained vari-

N° P Val- ance’ (%)
Diet EQ Intercept 8N Slope 8"°N (X) ue CV% RSR Ran Biom Res
dclzz based 1 0.150%%+ +0.008 -0.024*** +0.002° <0.001 7.95 066 055 017 0.8

Grass based
diets

11 0.153*** +0.009 -0.018*** £0.002° <0.001 152 077 0.63 0.12 0.25

Abbreviations: CV %; Coefficient of variation calculated as the ratio between RMSE and the average
value of FCE by diet, Eq, N° of equation, RSR; RMSE-observations standard deviation ratio, calculated
as the ratio of the RMSE and the SD of FCE by diet.

Statistics: *** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05; ** Slopes with different letters are significantly different

(P<0.05)

! Total variance (across-CG variability) was partitioned into random (Ran), biomarker (Biom) and residu-

al (Res).
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Table 5: Animal performances, candidate plasma biomarkers and FEPL from high and low extreme &°N
Charolais bulls (90" and 10" percentile) by diet

Diet Grass-based diets Corn-based diets P Value
Extreme animals
by 3"N High 8°N Low 8N High8™N Lowd™N SEM  Diet  &°N INT
Observed animal performances
DMI (kg/d) 9.90 9.13 10.3 9.31 0105 014 <0.001 0.55
ADG (kg/d) 1.38 1.45 1.63 1.68 0.022 <0.001 0.22 0.83
FCE (9/9) 0.139 0.160 0.159 0.181 0.0020 <0.001 <0.001 0.80
RFI (kg/d 0.26 -0.19 0.27 -0.21 0.040 0.97 <0.001 0.87
Candidate plasma biomarkers
Urea (g/L) 0.140 0.121 0.217 0.158  0.0058 <0.001 0.001 0.12
8N (%o) 6.38 5.40 5.65 4.60 0.042 <0.001 <0.001 0.71
FEPL (g/d) 171 162 182 165 1.6 0.03 <0.001 0.26

Abbreviations; FEPL; Fecal endogenous protein losses, INT; effect of the interaction (Diet x §™°N)
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Table 6: Statistical parameters resulting of the K-fold cross valida-
tion with the best-fitted FCE and RFI model evaluated in the Table
3.

[

Model* Eq RMSE r CCC ECT IP

FCE~8"N 1 0012 044 033 4% 0.0499/g
RFI~38"N 4 0422 029 016 -3% 1.67 kg/d

Abbreviations: CCC; concordance correlation coefficient, ECT;
percentage of error in central tendency, IP; interval of model’s pre-
diction at 95%, r; correlation coefficient between observed and pre-
dicted values, RMSE; root mean squared error of predicted vs ob-
served values (expressed in g/g for FCE and kg/d for RFI).

LAl statistical parameters presented are the average results of the 10
random iterations between observed and predicted values.
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Table 7: Heritability (Diagonal, +SE), genetic (Above diagonal £SE), and envi-
ronmental (Below diagonal +SE) correlations between animal performance traits
and candidate plasma biomarkers.

Plasma 8"°N Plasma

Traits FCE (g/9) RFI (kg/d) (%o) Urea (g/L)
FCE (g/9) 0.18+0.10 -0.05+0.36 0.00+0.39 0.19+0.37
RFI (kg/d) -061+0.09 0.22+0.10 0.38+0.32 0.27+0.33
Plasma 5™°N (%o) -055+0.11 0.26+0.12 0.28+0.14 0.28+0.33

Plasma Urea (g/L) -0.13+£0.11 0.07+£0.11 0.14+£0.13 0.27+0.12
Abbreviations: FCE; Feed conversion efficiency, RFI; residual feed intake.
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Figures
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Figure 1. Experimental network design. Squares and circles below periods represent the experimental
pens; half assigned to a corn-based diet (0) and half to a grass-based diet (0). Animals within each pen
were considered the contemporary group (CG) unit. The number of cohorts (farm x period combination)
and animals within cohort are shown at the bottom.
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Figure 2: Relationships between the within-contemporary group (CG) variability of feed efficiency indi-
ces (FCE [Panels 1], RFI [Panels 2]) and plasma proteins N natural abundance (815N) (Panels A) or
plasma urea concentration (Panels B) for Charolais bulls fed two diets. Symbols represent individual val-
ues adjusted for the CG effect while lines represent the linear regression from models shown in Table 3.
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Figure 3: Relationships between FCE and plasma proteins 515N. Values of 8"°N represent relative 8°N
zero-centered values centered to the mean. Panel A) Within-contemporary group regressions (n = 78) of
FCE against plasma proteins 5°N obtained by simple linear model. Dotted grey lines represent corn-
based diets and thick black line grass-based diets. Panel B) Overall within-diet regressions (n = 2) of FCE
against plasma 8'°N obtained through mixed-effect model. Symbols are individual raw values, where
dotted grey line and triangles represented animals fed corn-based diets whereas the thick continuous line
and black points represent animals fed grass-based diets.
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Figure 4: Relationships between within cohort slopes of plasma proteins 5°N vs. FCE and significant
feed characteristics. Panel 1; Metabolisable protein to Net energy ratio, Panel 2; Rumen protein balance.
Abbreviations: FC; feed characteristic, INT; interaction. (A) Represents corn-based diets, while (¢) repre-
sents grass-based diets. Dotted grey lines and continuous black lines represent for corn and grass-based
diets, respectively, the regression between 3"°N response to FCE (slope) and the dietary characteristics.
Each observation within diet correspond to one of the 12 cohorts.
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Supplementary materials

Plasma 6"°N vs urea as candidate biomarkers of between-animal variations of feed efficiency in beef
cattle fed contrasting diets: phenotypic and genetic evaluation

Guarnido-Lopez. P!, Ortigues-Marty. I*, Taussat. S C. Fossaert®, Renand. G?, Cantalapiedra-Hijar. G'

Journal:

Animal; the International Journal of Animal Biosciences
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Table S1: Normality and heteroscedasticity of experi-
mental variables

P-value for P-value for hetero-

Variable normality scedasticity
DMI (kg/d) 0.06 0.01
ADG (kg/d) <0.001 0.81
FCE (g/9) 0.01 0.16
RFI (g/d) 0.97 0.009
Plasma 5™°N (%o) 0.005 0.22
Plasma urea (g/L) 0.005 <0.001

Abbreviations: DMI; dry matter intake, ADG; average

daily gain, FCE; feed conversion efficiency, RFI; residual
feed intake.

P values <0.05 indicate variables not following a normal

distribution and heteroscedastic variables tested by con-

temporary group

Normality has been tested within each contemporary

group.

Résultats du premier article de la thése
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Figure S1: Relationships between FCE and plasma urea concentration, with centered data for the bi-
omarker to avoid intercept and slope correlation.

Panel A) Within-contemporary group regressions (n = 78) of FCE against plasma urea concentration
obtained by simple linear model. Dotted grey lines represent corn-based diets and continuous black line

grass-based diets.

Panel B) Individual raw values of FCE with the general regression line from the mixed effects models,
because of non-significant differences were found between both diets (T test>0.05). Symbols are individ-
ual raw values where triangles represented animals fed corn-based diets and black points represent ani-

mals fed grass-based diets.
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Table S2: Ancova analysis between the responses of plasma §'°N to feed efficiency indices with the estimated diet character-
istics

Crude  oop starch NDF EE VELeNe s ADF RDP Mps P/ Net Starch/
Energy  NDF

Responses Protein
P (9/kg) (o/kg) (g9/kg) (g/kg) o (9/kg) (g/kg) (%) (o/ko)

(9/kg) (Mcal/kg) (o/Mcal) (g/kg)
Response of plasma 8"°N to FCE
P value feed 030 010 053 051 057 021 068 091 066 040 0002 061
characteristic
P value diet 011 0004 099 061 036 018 094 022 078 033 006 036

P value INT* 0.06 028 094 049 0.30 0.15 090 032 074 0.29 0.08 0.74
Response of plasma 8°N to RFI

P value feed 045 013 055 023 054 035 026 041 0006 056 035 081
characteristic
P value diet 079 019 056 001 022 069 060 012 077 057 005  0.66

P value INT" 0.85 051 089 001 0.22 0.75 054 015 0.73 0.55 0.04 0.92

-Abbreviations from feed values; RPB: Rumen protein balance, EE: Ether extract (fat content), MP: Metabolisable protein,
RDP: nitrogen degradability in the rumen, MPS: Microbial protein synthesis, as the Ratio between Microbial protein yield
and rumen degradable protein.
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Guarnido-Lopez, P, I. Ortigues-Marty, L. Salis, C. Chantelauze, A. Bes, P. Noziére, G. Cantalapie-
dra-Hijar. Protein metabolism, body composition and oxygen consumption in extreme residual feed
intake young bulls fed two contrasted diets (soumis au journal Animal le 7/12/2021, en revision mo-
dérée).

Introduction

Ce deuxiéme article porte sur la vérification de la premiére question scientifique et de 1’évaluation et
approfondissement des questions n° 2 et 3 décrites dans la section ‘Stratégie et démarche scientifique de
la theése’, et sur I’évaluation de I’EUA et du métabolisme protéique sur des animaux extrémes selon I’IR
et alimentés avec les mémes régimes contrastés que ceux utilisés dans le premier travail.

Apres avoir vérifi¢ dans le dispositif précédent que les animaux efficients selon I’IR ont bien une EUA
supérieure, je montre que les animaux efficients ayant un ingéré plus faible ont un rendement de car-
casse plus élevé que les inefficients, en lien avec des dépenses énergétiques plus faibles. Par rapport au
métabolisme protéique, les animaux efficients sur I’IR présentent un turnover protéique, déterminé
d’apres le taux fractionnel de dégradation protéique du muscle squelettique et le taux fractionnel de
synthese des protéines du plasma, moins élevé que les inefficients, mais que ces différences du turnover
ne sont significatives qu’avec le régime ensilage de mais. Je suppose que certaines caractéristiques du
régime peuvent avoir contribué a expliquer I’interaction observée par rapport au turnover protéique,
comme la différence de densité énergétique ou des substrats glucogéniques absorbés. Ces différences
pourraient expliquer une insulinémie, et donc, un turnover protéique proportionnellement plus élevée
chez les animaux inefficients mais, mais pas forcément chez les animaux inefficients herbe, dont le ré-
gime n’est pas riche dans ces composants glucogéniques et n’entraine pas une réponse insulinique aussi
importante.
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Protein metabolism, body composition and oxygen consumption in extreme residual feed intake
young bulls fed two contrasted diets
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Abstract

Protein metabolism and body composition have been identified as major determinants of residual feed
intake (RFI) in fattening beef cattle when fed energy-dense diets rich in starch. This study aimed to
evaluate if these 2 identified RFI determinants in beef cattle are the same across 2 contrasted diets.
Following a first 84-d feed efficiency test conducted with 100 young Charolais bulls fed either a high-
starch corn-based diet (n = 50) or a high-fiber grass-based diet (n = 50) the 16 most extreme RFI ani-
mals (8 efficient vs 8 inefficient) were selected by diet. The 32 selected animals were subsequently
evaluated for their i) N use efficiency (NUE; N retention/N intake) calculated either from a 10d-
nitrogen balance trial or alternatively from estimations based on body composition changes occurring
during 196 days, ii) carcass and whole-body protein turnover rates analyzed through the 3 methyl-
histidine urinary excretion and the N isotopic turnover rates of urines and plasma during 112d, respec-
tively, and iii) body composition measured at the slaughterhouse. Oxygen consumption was measured
during a second RFI test for the 100 animals by 2 GreenFeed systems. Efficient RFI animals tended (P
= 0.08) to improve their NUE irrespective of the diet when N retention was estimated for 196 days.
The urinary urea-N to total N ratio was lower (P = 0.03) in efficient RFI cattle irrespective of the diet,
also indicating an improvement in NUE in efficient RFI cattle. In contrast, NUE calculated during the
10d-N balance showed no differences (P = 0.65) across RFI groups suggesting that this method may
not be suitable to capture small NUE differences. In addition, efficient RFI individuals presented high-
er dressing percentage and muscle deposition in the carcass (P=0.003) but lighter rumen (P=0.001),
and a trend for lower oxygen consumption (P=0.08) than inefficient RFI animals irrespective of the
diet. Lower protein degradation rates of skeletal muscle and lower protein synthesis rates of hepatic
plasma proteins were found in efficient RFI cattle but only with the corn-based diet (RFI x Diet; P =
0.02). The higher insulin concentrations associated with the corn-based diet (P = 0.001) seemed to be
a key metabolic feature explaining why protein turnover rate was positively associated with RFI only
in this diet. This study highlights some common mechanisms associated with RFI regardless of the
diet but also a diet-dependent association between RFI and protein turnover rate.

Key words: Beef cattle, residual feed intake, protein turnover, energy expenditure, nitrogen use effi-
ciency

Implications

Understanding the biological mechanisms explaining why two animals fed the same diet differ in their
ability to convert the feed into animal products is of utmost importance to assist breeding programs
and precision feeding. Although several common mechanisms here explored in beef cattle were asso-
ciated with residual feed intake irrespective of the nature of the diets (high starch vs high-fiber), some
key metabolic mechanisms were associated in a diet-dependent manner. If further confirmed, this may
imply that metabolic pathways underlying feed efficiency in beef cattle are not exactly the same across
different diets.

Introduction
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Because of the increasing world demand for meat products, and the current economic and environmen-
tal context, there is a need to improve feed efficiency in livestock farming systems (Makkar and
Beever, 2012). This is particularly true for beef cattle which have a conversion rate of feeds into ani-
mal products that is considerably lower than that of other species (Mottet et al., 2017). Residual feed
intake (RFI) is one of the preferred feed efficiency criteria for genetic selection because of its moder-
ate heritability and uncorrelated response with animal body weight and gain (Berry and Crowley,
2012). However, two main problems should be solved before implementing genetic programs based
on RFI: the co-selection for undesirable animal traits and potential genetic by environment interac-
tions. Because RFI is a complex multi-trait character resulting from the interplay of different energy-
consuming mechanisms, some trade-offs could be expected with other non-productive but energy con-
suming animal functions (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Indeed, efficient RFI animals have been
shown to present a lower immunity both in normal conditions or against inoculated pathogens
(Mpetile, 2014 ; Zerjal et al., 2021) and lower reproductive performances (Basarab et al., 2011 ; Wang
et al., 2012) than their inefficient counter-parts. Concerning the potential genetic by environment in-
teractions, some previous works highlighted that animals may change their RFI ranking across differ-
ent diets (Durunna et al., 2011) especially when shifting from fattening energy-dense diets to diets rich
in forages (Coyle et al., 2016; Asher et al., 2018; Lahart et al., 2020). This may entail important issues
considering the huge variability of diets used in beef cattle production systems. The study of biological
determinants underlying RFI variations is thus of utmost importance to identify potential trade-offs
between biological functions and to better interpret the potential interactions between RFI and the type
of diet fed to animals. Among the biological determinants of RFI, protein turnover has been proposed
as a major one because of its associated energy expenditure (Richardson et al., 2004; Cantalapiedra-
Hijar et al., 2018). Protein turnover refers to the continual synthesis and degradation of body proteins
not leading to changes in protein mass but associated only with protein renewal and may impact the N
use efficiency (NUE; Eenaeme et al., 1998) given its association with endogenous N losses in urines
(Moughan and Fuller, 2003) and feces (Inkster et al., 1989). However, and despite the role of protein
turnover in animal energy expenditure and N losses, only few works have directly studied the relation-
ship between RFI and protein turnover in growing or fattening cattle (Castro Bulle et al., 2007; Lines
et al., 2014). This is probably due to the complex and expensive techniques needed to study protein
turnover by gold standard methods, especially in big-size animals as beef cattle. Furthermore, several
other drawbacks are associated with current gold-standard methods for the determination of protein
synthesis and degradation rates in farm animals, such as measuring protein turnover within an ex-
tremely short-time frame and under non-physiological conditions (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019).

Previous studies suggested an improved NUE in efficient RFI animals (Cantalapiedra-Hijar et al.,
2020; Guarnido-Lopez et al., 2021), which could be partially explained by their lower protein turnover
rates (McDonaugh et al., 2001; Cruzen et al., 2013; Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). In addition, pre-
vious results from our team suggest that protein turnover could be related to RFI in a diet-dependent
manner (Jorge-Smeding et al., 2022). We hypothesized that more efficient RFI animals will present
lower protein turnover rates than inefficient ones specially with high-starch energy-dense diets. There-
fore, the aim of this study was to evaluate the relationship between protein turnover and feed efficien-
cy using a combination of gold-standard methods and new proxies in extreme RFI young bulls fed two
contrasting diets (corn-vs grass- based diets). In addition, and because of their relationships with pro-
tein turnover and feed efficiency, we also evaluated body composition, NUE and energy expenditure
in these extreme RFI animals.

Material and methods
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Animals, housing and experimental design

A total of 100 weaned 9-month-old purebred Charolais bulls were used in two consecutive years
(n=50 in year 2019 and n=50 in year 2020). Bulls belong to a Charolais genetic program and their
parents were known. At their arrival at INRAE the 100 animals (382 + 41 kg BW and 259 + 42 days
old) were housed in an open shed with 2 pens and free stalls on a semi-mulched area composed of
wood shavings. Pens were equipped with electronic feed gates and individual automatic feeders (Bio-
control, Rakkestad, Norway) allowing the identification of each animal and the recording of individual
feed intake. A total of 18 electronic feeders (9 by each pen) were disposed following recommendations
of Biocontrol (3 animals per feeder) and giving all animals free access to all electronic feeders. Each
pen (n=2) was assigned to one of the two experimental diets, and animals were homogenously allotted
to dietary treatments (with 25 animals per pen) ensuring a similar average and standard deviation in
body weight and age within diet. Diets were also balanced for the known genetic origin of bulls in
such a way that bulls from the same sire were evenly distributed across the 2 dietary treatment. During
the experiment which lasted 196 days, feed efficiency, nitrogen balance, protein metabolism and body
composition were measured in different measurement periods either on all animals or on sub-groups.

After 4 weeks of adaptation to the facilities and their experimental diet, all animals were evaluated for
feed efficiency during 84 days (day 0 to day 84); they averaged 414 + 54 kg BW and 290 + 42 days
old at the beginning of the test. Results of the first feed efficiency test were used to rank and classify
the animals as low RFI (efficient) and high RFI (inefficient); the 32 most RFI extreme animals were
identified and selected (8 efficient and 8 inefficient for each diet per year). After the first feed efficien-
cy test, the extreme animals were measured for N balance (in two sub-groups per year, 8 animals per
sub-group, the first sub-group between days 99 and 114, the second sub-group between days 114 and
129), protein metabolism (also evaluated in two subgroups, the beginning of the protein metabolism
measurements coincided with the beginning of the nitrogen balance and the end coincided with the
slaughter) and body composition at slaughter (day 196). Extreme RFI bulls were slaughtered on aver-
age after the same fattening duration (196 days), they averaged 698 + 63 kg BW and 485 + 42 day old.

A second feed efficiency test was conducted on all animals (n=100) starting right after the first one
and ending at slaughter (day 84 to day 196) for a total duration of 112 days. During this second effi-
ciency test, measurements of O, consumption and CO, emissions were done on all animals through
two coupled GreenFeed systems (GreenFeed® system, C-Lock Inc., Rapid City, SD, USA), one in
each pen, easily accessible for all animals in the pen.

Experimental diets

Experimental diets were based on either corn silage or grass silage and formulated with a forage to
concentrate ratio close to 60:40 (Table 1). The grass silage was composed of permanent mountain
grassland of Auvergne region in France. Composition of concentrates differed between diets, with
wheat grains and soybean meal in the corn silage diet and the same ingredients plus beet pulp in the
grass silage diet. Diets were distributed as total-mixed rations (TMR), and animals were fed individu-
ally and ad libitum. Both diets were iso-MP (= 83 g MP/ kg DM), but differed in their net energy con-
centrations (1.51 [grass silage diet] vs 1.66 [corn silage diet] Mcal/kg DM), calculated according to
INRA (2018). The grass silage diet was rich in NDF (45% vs 33%, DM basis for grass and corn silage
diets, respectively) while the corn silage diet was rich in starch (5% vs 33%, DM basis, same respec-
tive order).
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Measurements and sampling
Body weight and intake

Animals were weighed on an electronic scale at 14h00 (always in a non-fasting state) on two consecu-
tive days at the beginning and at the end of each feed efficiency test, and by simple weighing every
two weeks from the arrival of the animals in the experimental facilities until slaughter. Individual DM
intake was calculated as the fresh matter intake measured by automatic feeders multiplied by the DM
content of the TMR analyzed five times (Monday to Friday) per week. The DM of ingredients, silages
and whole TMR was analyzed at the fattening facilities every day by dehydrating samples at 103°C
during 24h.

Estimation of body composition during the first feed efficiency test

Body composition during the first feed efficiency test was estimated at the beginning (day 0) and at
the end of the test (day 84) using two different methods. Subcutaneous fat was sampled by biopsy in
the middle of a triangle formed by the last lumbar vertebrae, tail base and ischial tuberosity after local
anesthesia (Cantalapiedra-Hijar et al., 2020a) and adipocyte diameter was measured with a binocular
loupe (Nikon SMZ 2T) to estimate whole-body lipid content according to Garcia and Agabriel (2008).
Real-time ultrasound echography (Aloka Prosound 2 with a linear probe UST5820-5) was performed
at the beginning (day 0) and end (day 84) of the first feed efficiency test to measure fat thickness and
evaluate the gain composition during the first feed efficiency test period. Each time and on each ani-
mal, ultrasound measurements were conducted at four different anatomical sites (latissimus dorsi
muscle between the 12th and 13th ribs, gluteus superficialis muscle between the Tuber coxae and Tu-
ber ischiadicum, gluteus medius muscle at the 4th lumbar vertebrae level between the transverse pro-
cess and in the 8th rib traversing the elbow) after trimming the hair coat with a handheld electric clip-
per.

Nitrogen balance and associated urinary and plasma metabolites

Nitrogen balance and associated urinary and plasma metabolites were measured on the thirty-two RFI
extreme animals. Eight metabolism stalls developed at INRAE and manufactured by Chambron Gau-
tier® (ZA Champ Lamet, Pont-du-Chateau, France) were used which explains why each year the 16
extreme RFI animals were measured in two subgroups (8 animals per subgroup). The stalls were de-
signed to allow audio and visual contact between the bulls, and minimize the effect of social isolation
on performance and behavior. Each animal remained 15 days in the metabolism stall, 5 days of adapta-
tion and 10 days of intake measurement and fecal and urine collection. Body weight was individually
recorded in two consecutive days at the beginning and at the end of the nitrogen balance.

For each animal, DM intake was determined as the difference between amounts of DM matter offered
and refused. Daily representative fresh samples (200 g of each ingredient and of the whole TMR) and
individual refusals (10% of total per day) were collected and stored at -20°C before N analysis. Total
24h-fecal excretion of each animal was collected at 8h00, and representative fresh samples of feces
were taken daily (10% of total per day). At the end of each collection period, all daily fecal samples
were pooled by animal and stored at -20°C before chemical analyses (DM, N). Total 24h-urine was
non-invasively collected using a harness attached to animals and connected to an electric vacuum
pump that suctioned the urine into a 20-L flask acidified (pH<3) with 500-750 ml of 30% (v/v) H,SO,4
to prevent N volatilization and microbial growth. Urine samples were collected daily at 8h000 and at
the end of the collection period samples were homogeneously pooled per animal (1% of the total daily
excretion) and stored at -20°C before chemical and metabolites analyses (N, urea, creatinine and 3-
methyl-histidine).
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Before meal distribution, blood was sampled from each animal on the last day of its nitrogen balance
period by coccygeal venipuncture into a 9 ml EDTA tube (BD vacutainer, Playmouth, UK) and centri-
fuged (2500 x g during 10 min at 4°C). Plasma was stored at -20°C before urea and insulin determina-
tions.

N isotopic turnover rates

We evaluated the protein turnover rates of the 32 extreme RFI animals through the N isotopic turnover
method, which is based on the rate at which animal’s proteins change their isotopic signatures after a
small dietary isotopic switch (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019). The determination of the N isotopic
turnover consisted of measuring after a dietary N isotopic switch the N isotopic turnover rate in the
plasma as a proxy of the fractional synthesis rate of hepatic export proteins and in the urine as a proxy
of whole-body protein degradation rates (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019). Animal proteins were en-
riched through oral administration of 60 mg/d/animal of **N-labelled urea (98% Atom percentage ex-
cess, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) before meal distribution and during 14 days. The artificial >N
enrichment was stopped (i.e. diet isotopic switch) and blood and urine samples were obtained in kinet-
ics from d15 onwards. Timing to start the dietary N isotopic switch and thus the first blood and urine
samplings was aligned with the start of the nitrogen balance (dO of the N isotopic turnover rate evalua-
tion).

Plasma and urine samples were obtained over time to analyze the depletion of *°N values measured as
8N (%o). Blood was sampled by coccygeal venipuncture in each extreme animal on 10 time points
(dO, d3, d7, d11, d15 while animals where in the digestibility stalls and d21, d35, d49, d78 while they
were in their respective pen). A last sampling was performed at the slaughterhouse (day 196). Blood
was systematically sampled in the morning between 0800 and 1000, collected into a 9 ml heparin tube
(BD vacutainer, Playmouth, UK), centrifuged (2500 g x 10 min) before plasma separation and storage
at -20°C. Urine samples were obtained from each extreme animal on 13 time points. During the nitro-
gen balance period, urine samples (20 mL) were taken early in the morning on dO0, d1, d2, d3, d4, d7,
d9, d11 and d14. When animals were back in their pen, urine was collected manually after individual
head blocking during 1 hour in the morning on d17, d35, d70 and d142. A 20 mL sample was then
transferred into a tube containing 1 mL of 30% (v/v) H,SO, and filtered through a 30 um standard
filter paper to remove fine particles. The filtrate was stored at -20°C before analysis of *°N enrichment.

Oxygen consumption and carbon dioxide emission

Oxygen consumption and carbon dioxide emission were measured using the GreenFeed system, which
makes spot-measurements of gases inhaled and exhaled by individual animals, identified by a radio
frequency ear-tag, during visits to the system. One GreenFeed was used per experimental diet/pen; it
was fitted with a hopper continuously filled with the respective concentrate. GreenFeed systems were
calibrated so that each animal received five drops of 40 g of pelleted concentrate per visit for a maxi-
mum of three visits per day spaced eight hours apart (i.e. 600 g [as fed basis] maximum of concentrate
per animal and per day). The GreenFeed calibration was performed automatically daily for each gas
(between 3:30 and 4:30), by injecting a gas mixture at certified concentrations of CO, (4909 and 5050
Mol-ppm) and O, (20.87 and 21.03 Mol-ppm) for the GreenFeed systems associated with the corn-
based diet and with the grass-based diet, respectively. The CO,recovery rates of the GreenFeed sys-
tems were performed monthly and filters were changed weekly, or as soon as the air flow fell below
27 L/s. Recorded signals were transferred blindly to the C-Lock server, and converted by C-Lock be-
fore a return of data (time, duration, gas flow at each visit, air flow, etc.). If some data were incom-
plete (too short visits, poor head position, for example), they did not appear in the data transmitted by
C-Lock.
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Measurements of body composition at slaughter

Once all measurements were completed, extreme animals were slaughtered (from d196 onwards) at
the INRAE experimental slaughterhouse of UE1414 Herbipdle Unit at a rate of four animals per week
(one efficient and one inefficient per diet) as soon as the first animals reached approximately 720 kg of
BW (corresponding to a target market carcass weight of about 420 kg). Slaughter spread over 1 month
(n=4 animals per week on June 2019 and June 2020) in order to keep the same average experimental
duration between the two years. Each week, all four animals were slaughtered on the same day (ap-
proximately 1 per hour) and the order of sacrifice according to the different treatments (diet and RFI
class) was changed in order to balance these effects on all post-mortem measurements.

Every animal was stunned with a captive bold in the front and beheaded on the floor. Carcasses were
graded for conformation and fat score according to the EU classification on a fifteen-point scale,
chilled and stored at 4°C until 24 h post-mortem. Hot carcass, internal fat (i.e. heart, mesenteric, pelvic
and Kidney fat), external body parts (skin, anterior and posterior feet and the head) and empty internal
organs (tongue, testicles, lungs, liver, heart, kidneys, rumen, abomasum, omasum, intestines, bladder
and blood) were individually weighted within 1h after slaughter. Digestive contents from rumen, re-
ticulum, abomasum et intestine were also collected and separately weighed by animal. Twenty-four
hours after slaughter the 6™ rib was separated through perpendicular section of the vertebral axis in the
middle of the 6" intercostal space in order to determine the rib composition in muscle, fat and bone.
The dissection consisted in a manual separation of these components through a knife and their weigh-
ing on a scale.

Laboratory analyses
Feed, experimental diet characteristics and N balance

All feed samples from the whole fattening period and each N balance trial (2 per year) were analyzed
for DM, organic matter (OM), N, NDF, ADF and starch. Dry matter and OM concentrations were
determined by oven-drying (60°C and 72h) and subsequent incineration in a muffle furnace at 550°C
(NF V 18-101), respectively. Nitrogen concentrations were analyzed by the Dumas method (Ebeling,
1968) in an elemental analyzer (Rapid N cube, Elementar Analysensysteme Gmbh). Solid samples,
once dried, were introduced (200 mg) in capsules and liquid samples (urines) were introduced by pi-
petting 250 pl in each capsule filled with cellulose. Crude protein was considered to be N x 6.25. The
enzymatic CP degradability of concentrated feeds was determined after 1h of in vitro protease hydrol-
ysis according to Aufrére and Cartailler (1988), whereas the enzymatic OM digestibility of all feed
ingredients were determined as described by Aufrére (1982). Neutral detergent fiber (NDF) and acid
detergent fiber (ADF) were analyzed according to Van Soest et al., (1991) with the use of a-amylase
to remove starch. Starch was analyzed on concentrated feed samples by spectrophotometry through an
enzymatic assay (Faisant et al., 1995).

Feed values of individual ingredients were calculated according to INRA (2018) using the Prevalim®
module of the Inration V5® software. Nutritive values of experimental diets were estimated using the
Inration V5® software (https://app.inration-ruminal.fr/) from the ingredient and chemical composi-
tions of diets, and the digestive interactions which depend on the feeding level (DMI in % of BW), the
concentrate dietary proportion and the estimated rumen protein balance (INRA, 2018).

Plasma and urine metabolites
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Plasma 8"°N was analyzed from bulk plasma samples. Ten pL of liquid plasma was pipetted in a tin
capsule and left to dehydrate at room temperature during 24h. In previous experiments from our team,
8N analyses were conducted in plasma proteins (isolated by precipitation with sulfosalicylic acid
solution; 15uL into 300 pL of sample; 1 g/ml). Given that more than 98% of total N in plasma is pro-
tein we decided to conduct the analysis directly on bulk plasma rather than in plasma proteins. Plasma
samples from 4 animals were compared with both methods (bulk plasma vs plasma proteins) and simi-
lar results on both absolute 8°N values and kinetics coefficients were obtained. The urinary 8°N was
analyzed from the acidified urinary spot samples after being dehydrated in the same way as plasma
samples. Dehydrated bulk plasma and liquid urinary samples were analyzed for 5°N by using an iso-
tope-ratio mass spectrometer (Isoprime, VG Instruments, Manchester, UK) coupled to an elemental
analyzer (EA Vario Micro Cube, Elementar, Germany) as described in Cantalapiedra-Hijar et al.
(2020). International standards (glutamic acid) were included in each run every 10 samples to correct
for possible time- variations in the analysis. Results were expressed using the delta notation according
to the following equation:

8N = [(Rsampte / Retandara) — 1] X 1000,

where Rempie and Reandara are the N isotope ratio between the heavier and the lighter isotopes (“N/**N)
for the sample being analyzed and the internationally defined standard (atmospheric N, Rsandard =
0.0036765), respectively, and 6 is the delta notation in parts per 1000 (%o) relative to the standard.

Urea concentrations were determined by two different methods, whether on plasma or urine samples.
For plasma urea, analyses were conducted in duplicate through a colorimetric assay conducted in an
automated analyzer (Arene 20XT, Thermo Scientific, Vaanta, Finland). The accuracy profile (NF
V03-110: 2010) for concentrations ranging between 0.05 and 0.90 g/L yielded an average accuracy of
101% and a coefficient of variation for replicates averaging 8%. For urinary urea, analyses were con-
ducted using an enzymatic commercial kit (ABX Pentra; REF: A11A01641) on an automotive chemi-
cal benchtop analyzer (ABX Pentra 400, Horiba Medical, Montpellier, France). Plasma insulin con-
centration was analyzed by spectrophotometry using a microplate reader (Infinite® 200PRO
NanoQuant, Tecan, Grddig, Austria) and an enzyme immunoassay kit (Mercodia Insulin Elisa,
Mercodia AB, Uppsala, Sweden).

The urinary concentration of creatinine and 3-methyl-histidine were analyzed by Bevital laboratory
(Bergen, Norway, http://www.bevital.no/) through a gas chromatography combined with tandem mass
spectrometry as described by Midttun et al. (2013).

Calculations
Feed efficiency

Residual feed intake was calculated using individual average DM intake (DMI), average daily gain
(ADG) and mid metabolic body weight (midBW?® ") for the first 84d-feed efficiency test. The ADG of
each animal was calculated by regressing its BW over the time on test. Mid-test BW was predicted
from the BW over time regression equations, and expressed at the power of 0.75. Feed conversion
efficiency (FCE) was calculated as the individual ADG of animals divided by their correspondent
DMI. The RFI model considered the effect of the year (2019-2020) and of the diet within the year,
which is confounded with the pen. We tested if body composition measurements (fat thickness in each
anatomical location or fat gain calculated through d84-d0) explained DMI variations in the RFI model.
No effects of body composition resulted significant (P>0.45) and were not included in the final RFI
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model. RFI was calculated as the difference between observed DMI and the DMI expected for a given
midBW®"and ADG adjusted by the diet (pen) effect (D) as follows:

Y= Bo+ De + 1 (MMBW) + B, (ADG) +e (Eq. 1)

Where, Y is the observed individual DMI, B, is the intercept, D, is the diet (pen) effect, B, is the re-
gression coefficient for MMBW, B, is the regression coefficient for ADG, and e is the residual of the
model or RFI. Each year, animals were ranked within each deit according to their RFI, the four highest
(high RFI, non-efficient) and lowest (low RFI, efficient) ones for each experimental diet were selected,
resulting in a total of 32 extreme bulls (n=8 efficient corn; n=8 efficient grass; n=8 inefficient grass;
n=8 inefficient corn).

Nitrogen use efficiency

Nitrogen use efficiency was calculated using N retention either calculated from the N balance meas-
urements (10 d), or from estimates of body protein gains over the whole experimental period (196 d).

Using data obtained during the N balance period and averaged over the 10 days period, N fluxes and
partitioning were calculated as follows:

Nitrogen intake (g/d): (DM offered [g/d] x N concentration in the diet [g N /g DM]) — (DM refused
[9/d] x N concentration in the refusals [g N /g DM])

Excreted N (g/d): (Urine excretion [g/d] x N concentrations in urine [g N / g urine]) + (fecal excretion
[g/d] x N concentrations in feces [g N / g DM])

Retained N (g/d): N intake (g/d) — Excreted N (g/d)

NUE (g/g): Retained N (g/d) / N intake (g/d)

Using body composition data, NUE was calculated from the following intermediary steps:
Muscle mass gain = see below the body composition calculations and estimations

Retained N (g/d) = muscle mass gain (g) x 0.18 (Castro-Bulle et al., 2007) / Number of days between
the beginning of the first feed efficiency test until the slaughter (196d on average)

N intake (g/d) = average DMI (g/d) of the whole period x average N concentration (g N / g DM) in the
TMR.

Then, NUE was calculated as for the nitrogen balance period.
Protein metabolism

Post-diet switch 5"°N kinetics measured in plasma and urine were analyzed by mono- and bi exponen-
tial models, respectively, as explained in Cantalapiedra-Hijar et al. (2019):

Mono-exponential model: 8°N(t) = §"°N,, + (6"*N¢—5"N.,.) x exp™*
Bi-exponential model: 8" N(t)= 8N, + (6 Ng—8"°N.,,) x [pxexp™V* + (1-p)xexp™* ]

where t (d) is the time since the °N diet-switch, "°N(t) (%o) is the pool 5"°N value at time t, §">Ng (%o)
is the pool initial 8"°N value, and 5"°N,, (%o) is the asymptotic value of the pool after the animal has
reached isotopic equilibrium with its basal diet (without *N-urea administration). In the mono-
exponential model k (%/d) is the fractional N isotopic turnover rate of the pool which has been pro-
posed as a proxy of the fractional protein synthesis rate (FSR) of hepatic plasma proteins (Cantalapie-
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dra-Hijar et al., 2019). In the bi-exponential model, k; and k, (%/d) refers to the fractional N isotopic
turnover rates of a fast and a slow turnover pool, the latter proposed as a proxy of the whole-body
protein turnover rate (Cantalapiedra-Hijar et al., 20198). The coefficients of p and (1-p) refers to the
modeled contribution of the fast and slow turnover pools to the whole N isotopic turnover rate.

Concerning urinary N metabolites analyzed during the nitrogen balance, we calculated the urea clear-
ance rate as the urinary urea nitrogen excreted daily (g/d) divided by the blood urea concentration
(g/L). Clearance rate was expressed as function of BW (Kohn et al., 2005b).

In addition, urinary 3-methyl-histidine excretion measured during the nitrogen balance, was used as a
proxy of the fractional degradation rate (FDR) of skeletal-muscle protein (Harris and Milne, 1981) as
per the equation published by Castro-Bulle et al. (2007):

FDR (%/d) = ([3-methyl-histidine]yine, pmol/L x urine volume, L/d) x (3-methyl-histidine_muscle,
pmol) ™,

where [3-methyl-histidine]yin represents the concentration of 3-methyl-histidine in the urine and 3-
methyl-histidine_muscle is the total quantity of 3-methyl-histidine in the muscle, estimated from the
skeletal-muscle protein mass and assuming 3.51 umol of 3-methyl-histidine /g of muscle protein
(Nishizawa et al., 1979)]. Skeletal-muscle protein mass was estimated from the protein retained in the
carcass measured at the slaughterhouse (See below the body composition calculations).

Oxygen consumption and carbon dioxide emission

Oxygen consumption and carbon dioxide emissions, measured in g/d by the Greenfeed, were convert-
ed into L/d (Kleiber, 1961) in standard conditions of temperature and pressure using the molar mass of
gases (32 and 44 g/mole, respectively) and 1 mole gas=22,4 L. Gas exchanges were averaged over the
whole measuring period (112 d) and expressed per kg BW by dividing the average quantity of gases
by the average BW of the whole measurement period.

Body composition

Carcass and whole-body tissue compositions were calculated from slaughter data. Carcass tissue com-
position (ie. muscle, fat and skeleton) was calculated from the measured composition of the 6™ rib and
the prediction equations published by Robelin and Geay (1975):

Muscle in the carcass (kg) = 0.65 (constant term) + 1.35 (coefficient for Charolais breed) + (0.7989 x
kg of carcass) + (-60.27 x kg of fat in the 6" rib) + (8.77 x kg of muscle in the 6" rib) - (-0.73 x kg of
internal fat measured at the slaughter)

where, internal fat measured at slaughter represents the sum of mesenteric, peritoneal, perirenal and
pericardial fat.

Fat in the carcass (kg) = -4.41 (constant term) -0.62 (coefficient for Charolais breed) + (0.1249 x kg of
carcass) + (51.65 x kg of fat in the 6" rib) - (6.97 x kg of muscle in the 6" rib) + (0.88 x kg of internal
fat measured at the slaughter)

Skeleton in the carcass (kg) = 12.43 (constant term) — 1.03 (coefficient for Charolais breed) + (0.0989
x kg of cold carcass)

Chemical composition of the whole body at slaughter was estimated from the carcass composition
calculated as above and the prediction equations published by Robelin et al. (1978):

Empty BW (kg) = BW at the slaughter (kg) — all digestive contents (kg)
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0.992
)

Body lipids (kg) = 1.1346 x (kg of carcass fat + kg of internal carcass fat
Body muscle (kg) = 0.1259 x kg of defatted mass

With defatted mass = (Empty BW — total body lipids)"©®

Body water (kg) = 0.8477 x (kg of empty BW — kg of body lipids) ****
Body mineral (kg) = kg of empty BW — (kg of body lipids + kg of body muscle + kg of body water)

Finally, we estimated the whole-body protein and fat gains during the whole-period (from dO to 196)
by difference between the final body composition estimated at slaughter and the initial body composi-
tion, estimated from the initial BW and the adipocyte size determined at the beginning of the experi-
ment (mm) as reported by Garcia and Agabriel (2008).

Empty BW (kg) = Exp[-0.757 + 1.099 x Ln(kg of BW at the beginning of the feed efficiency test)]
Fat mass (kg) = [Empty BW x (6.6991 x Exp(0.0065 x Adipocytes size (11m)))/100]

Lipids (kg) = 1.1346 x Fat mass (kg)***

Protein (kg) = 0.1259 x (Empty BW — Lipids)“%®

Statistical analysis

All statistical analyses were performed in the R software (RStudio Core Team, version 1.1.463, 2018),
except for the N isotopic Kinetics in plasma and urine, which were performed with XStat software
(version 2020.3.1).

Treatment comparisons

To test the effects of the diet (corn- vs grass-based diets), the RFI group (low- vs high-RFI) and their
interaction on all measured in vivo and post-mortem variables, a general linear model was run that
included the year, the effect of diet, the RFI group, and their interactions as fixed effects (Year, Diet,
RFI, Year x Diet, Year x RFl and Diet x RFI);

Y=p +ai+ Di+Ei+aixDi+aix Ei + Di x Ei

where Y is the dependent variable, u is the overall mean; ai is the effect of the year (2019-2020), Di is
the categorical effect of the type of diet used, Ei is the categorical effect of RFI as efficient or non-
efficient, ai x Di is the interaction between the effect of the year and the diet, ai x Ei is the interaction
between the effect of the year and the RFI group and Di x Ei is the interaction between the diet and the
RFI effect. The triple interaction was also tested but as it was non-significant in all variables, we did
not include it in the final model. Finally, and just in the case of slaughterhouse measurements and es-
timations we added the slaughter date as a fixed effect nested to the year (2 years, 4 different slaughter
dates within each year) in order to account for differences in BW across time.

Mean values are reported as least square means with pooled SEM values. Some interaction terms were
significant, but to simplify the presentation of results in tables, only the diet, RFI effects and their in-
teraction (Diet x RFI) are shown. When the Diet x RFI interaction was significant, the means for the
different RFI groups were compared using Tukey’s significant difference multiple comparison. Effects
were declared significant when P<0.05, and a trend was considered when 0.05<P<0.10.
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Relationships between variables

Repeatability between RFI values determined for the first (0-84 d) and the second (84-196 d) feed
efficiency tests was determined through Pearson’s correlation (function COR in R). We also attempted
to identify the most relevant variables in this study among animal performances (ie. FCE, RFI, ADG,
DMI, NUE), protein metabolism (ie. urinary urea N to total urinary N ratio, plasma proteins FSR,
whole-body FDR, skeletal-muscle FDR), oxygen consumption and some slaughterhouse measure-
ments and estimations by diet. Once identified, we conducted within-diet a correlation matrix (Pear-
son’s correlation) to evaluate the relationships between these key variables (function COR in R).

Results

First of all, we want to point out that even if dietary formulation was the same in the two experimental
years (2019 and 2020), differences in diet quality, especially in silages, slightly differed. The quality
of silages was better in 2020 than in year 2019. As a result the year effect affected (P<0.05) animal
performances (DMI, ADG, FCE and adipocytes size), N balance (N intake, and fecal, urinary, excret-
ed and retained N, and NUE), urinary N metabolites (creatinine and 3-methyl-histidine concentration),
the fractional depletion rate of the slow N turnover pool, the O, consumption and CO, emission,
measurements at slaughter and derived estimations (weight before bleeding and empty BW, organ
size, muscle and fat proportion in the 6™ rib and carcass chemical composition calculations). The year
effect and its respective interactions with diet, RFI or the slaughter date (only for body composition)
were thus considered in all statistical analyses but they are not shown in tables in order to simplify
results. None of the interactions between year x diet, year x RFI and year x diet x RFI were significant
whatever the variable considered (P>0.05).

In vivo animal performances of extreme RFI young bulls

As expected for extreme animals selected by RFI, in vivo animal performances (Table 2) showed that
RFI efficient (low RFI) bulls had on average a lower DMI (-8.7%, P=0.004) and a higher FCE
(+8.49%, P=0.04) than non-efficient ones (high RFI) but a similar ADG. Concerning body composi-
tion, extreme RFI animals showed no differences (P>0.26) in adipocyte size and ultrasound fat depth,
neither at the beginning nor at the end of the first FE test, although RFI efficient animals irrespectively
of the diet tended (P=0.09) to have a lower gain in fat thickness than non-efficient ones (-21%). Re-
garding the diet effect, animals fed the corn-based diet presented higher (P=0.001) DMI (+10.9%),
ADG (+28.5%), FCE (+20.4%) and consequently higher final body weight (+6.1%; P=0.07), fat
thickness (+25%; P=0.04) and adipocyte gain (+42%; P=0.09) than animals fed the grass-based diet,
regardless of the RFI group. Likewise, when the same analysis was conducted with all animals
(n=100; Supplementary Table S1), results showed that those fed the corn-based diet presented higher
(P<0.001) final body weight, DMI, ADG, FCE, adipocytes size and gain and ultrasound fat depth and
gain than animals fed the grass-based diet.

Repeatability of animal performance traits during the first and the second feed efficiency test were
calculated (Supplementary Table S2). DMI and RFI proved to be moderately to highly repeatable be-
tween the two RFI tests both in the whole population and in the 32 extreme individuals (r>0.79 and
r>0.51, respectively, when analyzing together both diets), confirming the consistency of RFI ranking
during the whole measurement period. In the extreme RFI animals fed the corn-based diet, however,
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repeatability of RFI was numerically higher than in grass-fed animals (r=0.68 vs r=0.50, respectively).
Finally, ADG and FCE, two highly correlated traits (r=0.88; P<0.001), showed low or non-significant
repeatability values both in the whole population and in extreme RFI animals.

The animal’s adaptation to the metabolism stall was evaluated in two ways. First by the repeatability
of animal performances between the first feed efficiency test and the N balance that just followed
(Supplementary Table S3). The DMI of the first feed efficiency test showed a high correlation (r=0.77;
P=0.001) with DMI of the N balance trial but non-significant correlations were found with ADG or
FCE. Second, by comparing the results of the N balance and the animal performances measured dur-
ing the N balance trial while in the metabolism stall. Significant (P<0.004) high to moderate correla-
tions were obtained between DMI and N intake (r=0.91), between ADG and N retention (r=0.49) and
between FCE and NUE (r=0.59).

Nitrogen partitioning, and plasma and urinary metabolites analyzed in extreme RFI young bulls
during the nitrogen balance trial

Nitrogen partitioning measured during the 10-d N balance trial is presented Table 3. Because of a nu-
merical difference in body weight (+26 kg) at the beginning of the nitrogen balance trial between effi-
cient and non-efficient individuals fed the grass-diet, we reported results by unit of body weight. Effi-
cient (low RFI) animals presented lower (-10%; P<0.006) N intake, fecal N and apparently digested N
flows than non-efficient (high RFI) animals irrespective of the diet. Conversely, differences in urinary
and excreted N between RFI groups differed according to the type of diet (Diet x RFI; P<0.06), the
differences being higher in corn-vs-grass fed animals (12% vs 5% CV). The NUE was not significant-
ly different between RFI groups (P=0.65), although efficient (low RFI) animals fed the corn-diet
showed a numerical improvement in NUE (+0.024g/g) compared to non-efficient ones. In addition,
when N partitioning was expressed in relation to N intake or to digested N, there were no significant
differences between extreme RFI individuals. Nevertheless, efficient animals fed the corn-based diet
had a numerically (Diet x RFI; P=0.55) lower ratio of digested to urine N (-0.03 g/g) and consequent-
ly, a numerically higher ratio of digested to retained N (+0.029 g/g). Concerning the diet effect, ani-
mals fed the corn-based diet presented higher (+8 to 18%; P<0.03) N intake, digested, in urines, ex-
creted, retained and digested (N feces / N intake) than animals fed grass-based diets.

Concerning urinary and plasma metabolites analyzed during the N balance trial (Table 4), efficient
RFI animals had greater (P < 0.03) urinary creatinine concentration and urea N to total N ratio in
urines than inefficient RFI animals, regardless of the diet (Diet x RFI interaction; P > 0.14). Converse-
ly, efficient RFI animals had lower (P = 0.04) urinary urea excretion compared to inefficient RFI ani-
mals, with a trend for a greater RFI effect in animals fed the corn-based diet (Diet x RFI interaction; P
= 0.06). Similarly, efficient RFI animals fed the corn-diet tended to have lower insulin values than
inefficient ones (Diet x RFI interaction; P = 0.08). No effects of RFI group was observed (P > 0.05)
for plasma or urinary urea concentration, creatinine urinary excretion, urinary 3-methyl-histidine con-
centration and excretion, urinary N concentration or urinary clearance rate. In relation to the diet ef-
fect, animals fed the corn-based diet presented higher (P<0.01) plasma urea concentration (+23.4%),
higher insulin (+58%), and higher urinary creatinine concentration (+43.5%), 3-methyl-histidine con-
centration and excretion per day (+44% and +15%, respectively), urinary N concentration (+42%),
ureic N over total urinary N (+20%) and higher 3-methyl-histidine to creatinine ratio (+16%) com-
pared to animals fed the grass-based diet.
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Protein metabolism and GreenFeed® measurements

Protein metabolism parameters evaluated through two different methods are shown in Table 5. Over-
all, none of the analyzed parameters was affected by the RFI group when considering both diets
(P>0.05). However, in the corn- but not in the grass-based diet (Diet x RFI; P<0.04) efficient RFI
animals showed both lower plasma fractional >N depletion rate and lower skeletal-muscle fractional
degradation rate (-10.2% to -14.7%) compared to their inefficient counterparts. A trend for lower final
>N enrichment of plasma (i.e. natural *°N abundance in plasma) in efficient vs inefficient RFI animals
was equally observed in the corn- but not in the grass-based diet (Diet x RFI; P = 0.08). In addition,
and despite non-significant differences in the urinary fractional *°N depletion rate of the slow N turno-
ver pool across RFI extremes (P>0.05), efficient animals showed numerically lower whole-body pro-
tein FDR (-12.1%) than non-efficient RFI individuals only when fed the corn-diet (Diet x RFI;
P=0.38).

Regarding the diet effect, animals fed the corn-based diet presented a higher (P<0.03) initial and final
plasma °N enrichment (+15% and +14.3%, respectively), fractional °N depletion rate in plasma
(+10.5%), urinary fractional *°N depletion rate in the slow N turnover pool (+21%) and lower initial
urinary >N enrichment in the slow N turnover pool (+16.6%). In addition, the estimated skeletal-
muscle FDR was higher (+6.7%) in RFI inefficient animals fed the corn-based diet only. Concerning
the Greenfeed® gases measurements (Table 6), efficient animals tended (P < 0.08) to consume less O,
and produce less CO,, per kg body weight (-5%). In addition, animals fed the corn-based diet present-
ed a slightly higher CO, to O, ratio (+2.2%; P=0.01) compared to those fed the grass diet.

Body composition determined at slaughter

Post-mortem performances, and composition of the empty BW and the 6" rib are shown in Table 7.
Because the average fattening duration was similar across RFI groups, no significant differences
(P>0.14) were observed across RFI groups or diets in the body weight before bleeding, empty BW,
nor in conformation score. However, the carcass weight and dressing percentage were higher (+5%
and +3.2%, respectively; P<0.03) in efficient vs non-efficient individuals regardless the diet. Only in
the corn-based diet, a lower carcass fat score (-12.8%, Diet x RFI; P=0.05) was noted for efficient RFI
cattle. The weight of digestive contents was no different between extreme RFI individuals or between
diets (P>0.54).

Organs and body parts were reported per unit of empty BW in order to mitigate the difference in the
body weight at slaughter among animals. As for the external body parts, efficient animals showed a
lower proportion of head (-4.4%; P=0.02) than non-efficient ones regardless of the diet, with similar
proportions of feet (P=0.86) and skin (P=0.21). As for the internal organs, efficient animals tended to
have a lower proportion of total internal organs than non-efficient (-3.5%; P=0.09), presenting a
smaller rumen-reticulum (-8.4%; P=0.001) regardless of the diet but no further significant differences
for the other internal organs (P>0.05). Total internal and subcutaneous fat were not significantly dif-
ferent (P>0.12) between extreme RFI animals, but they tended (Diet x RFI interaction, P>0.07), to be
lower (-15% and -33%, respectively) in efficient vs non-efficient animals fed the corn-based diet. Re-
garding the diet effect, animals fed the grass-based diet had lower trimmed carcass fat (-25%; P=0.03)
but larger (P<0.05) organs (+7% of head, +10% of feet, +12.5% of testicles, +6.7% of liver, +6.2% of
heart, +7.3% of kidneys and +10.1% of whole-digestive tract) than animals fed the corn-based diet.

Concerning the composition of the 6" rib, efficient RFI animals presented a higher proportion of mus-
cle (+3.2%; P=0.02) and a lower proportion of bones (-9.7%; P=0.02) with a trend for a higher muscle
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to fat ratio (+24%) with the corn-based diet only (Diet x RFI; P = 0.08). According to the diet, animals
fed the grass-based diet presented a lower proportion of muscle (-3.6%; P=0.01) and higher proportion
of bones (+13.6%; P=0.001) in the 6" rib than animals fed the corn-based diet.

Body and carcass composition calculated from the 6" rib composition (Table 8) showed that efficient
animals had a higher (P<0.05) quantity (+5.6%) and proportion (+1.9%) of muscle in the carcass with
no differences in fat or skeleton amounts or proportions (P>0.12). In addition, the calculated chemical
composition of the whole-body of efficient RFI animals showed a trend (P=0.08) for higher amounts
of protein, water and mineral than inefficient individuals. However, the proportions of protein, fat,
water, mineral or energy in the whole-body were not significantly different (P>0.24) between extreme
RFI animals. Concerning the diet effect, animals fed the corn-based diet presented higher quantity and
proportion of muscle, water and mineral in the whole-body (+8%; P<0.08) and a trend for a higher fat
proportion in the carcass than animals fed the grass-based diet.

Finally, extreme RFI animals did not present any differences either in the empty BW or in protein and
fat gains (P>0.26) over the whole duration of the trial. However, efficient RFI animals showed lower
N intake (-6.0%; P=0.01) and a trend (P=0.08) for higher NUE (+10.6%) than non-efficient animals
regardless of the diet. In addition, animals fed the corn-based diet showed higher (P<0.07) empty BW,
protein and fat gains (+10%, +9.5% and +16.4%, respectively) and higher (P<0.05) intake and re-
tained N (+5% and +10%, respectively) than animals fed the grass-based diet.

Relationships between animal performance, body composition, protein metabolism and energy ex-
penditure in extreme RFI young bulls

We evaluated the interrelations between feed efficiency and protein metabolism. First, we analyzed
linear relationships within diet between DMI observed during the first feed efficiency test and body
composition measured at the slaughter. Intake was negatively related to carcass yield, and to the mus-
cle to fat ratio observed in the 6™ rib dissection and positively to reticulum-rumen size (Supplementary
Figure S1). Nevertheless, this relationship was only significant in animals fed the corn-based diet (Diet
X RFI interaction; P<0.09), showing that both carcass yield and muscle to fat ratio decrease when in-
take increases. In contrast, the reticulum-rumen size increases with intake, the more so in animals fed
the corn vs the grass-based diet (Diet x RFI interaction; P=0.10).

Results from the other correlations are shown in Supplementary Tables S4 for the grass-based diet and
S5 for the corn-based diet. For both diets, we observed negative correlations between FCE and RFI
(Average r between diets= -0.42), the dressing percentage and oxygen consumption (Average r be-
tween diets= 0.43), DMI and NUE (Average r between diets= -0.53), as well as the dressing percent-
age and RFI (Average r between diets= 0.55). Also, we found positive correlations between DMI and
ADG (Average r between diets= 0.65), between the dressing percentage and the carcass muscle pro-
portion (Average r between diets= 0.58), and between the ADG and the oxygen consumption (Average
r between diets= 0.53) with both diets. With the corn-based diet only, DMI was positively correlated
to the urea N/ total N ratio (r=0.80; P<0.001), plasma proteins fractional synthesis rate (r=0.72;
P<0.001) and skeletal-muscle fractional degradation rate (r=0.71; P<0.001), and negatively related to
the dressing percentage (r=-0.57; P<0.001) and to the carcass muscle proportion (r=-0.73; P<0.001).
Also, the urea N/total N ratio was negatively related to NUE (r=-0.60; P=0.05). Finally, the skeletal-
muscle protein FDR were positively related to the urea N to total N ratio (r=0.69; P<0.001), the frac-
tional protein synthesis rate of liver plasma proteins (r=0.47; P=0.05), and negatively related to NUE
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(r=-0.40; P=0.09), the dressing percentage (r= -0.55; P=0.05) and the carcass muscle proportion (r= -
0.56; P<0.05), only when animals were fed the corn-based diet.

Discussion

Understanding the biological determinants underlying RFI remains crucial to assist genetic selection
programs and precision feeding. Our results highlight that some mechanisms associated with RFI in
fattening bulls were common to both diets, such as the NUE improvement, higher dressing percentage
or lower oxygen consumption in efficient vs non-efficient RFI animals. However, a diet-dependent
association between RFI and protein turnover rates has been also noted and support the concept of
some diet-specific metabolic pathways underlying RFI differences (Jorge-Smeding et al., 2022).

N use efficiency is improved in efficient RFI animals, irrespective of the diet

From a mathematical point of view, efficient RFI animals should present higher NUE (i.e. greater N
retention per unit of N intake) than non-efficient animals because of their lower N intake but similar
body gain (Carmona et al., 2020) and protein retention (Castro-Bulle et al., 2007). From a biological
point of view, higher NUE is also expected in RFI efficient vs non-efficient animals because the lower
feeding level of efficient RFI animals should lead to lower fecal endogenous protein losses (INRA,
2018) and lower hepatic amino acid catabolism (Lobley et al., 1992), both entailing N efficiency pro-
cesses (Calsamiglia et al., 2010).

The combination of different results from the present work suggests that efficient RFI cattle had a
better NUE compared to inefficient ones irrespectively of the diet although statistically significant was
not reached for all relevant variables because of methodological limits associated to some of them.
When N retention was estimated for the whole fattening period (d0-d196) from slaughter data, effi-
cient RFI cattle tended to have an improved NUE over inefficient ones for both diets. The lower urea-
N to total N ratio in urine observed in efficient vs inefficient RFI cattle also supports a greater NUE in
efficient RFI cattle. In the present study, the lower urinary urea—N/total N ratio was mainly driven by a
lower urinary urea excretion because no changes were observed across RFI groups for the urinary
excretion of non-ureic N compounds (Data not shown). Non-ureic N excretion in urines should be
regarded as virtually independent of N intake and therefore as an obligatory N loss (Pfeffer et al.,
2016) resulting from rumen fermentations (most of the urinary purine derivatives have a microbial
origin; Bristow et al., 1992) or endogenous metabolism (mostly creatine, creatinine but also endoge-
nous purine derivatives; Dijkstra et al., 2013). A greater ratio of urea-N to total urinary N in cattle is
indicative of a greater partition of the N intake towards urines because of either a higher hepatic AA
catabolism (Spek et al., 2013) or a higher rumen ammonia absorption (Huntington and Archibeque,
1999) or both. A better partition of N intake towards gain at the expense of urine was also measured in
efficient RFI bulls by Guarnido-Lopez et al., (2021) using a different approach, the natural *°N abun-
dance as a NUE biomarker, and a larger experimental setup (n=600, including the present bulls).

By contrast NUE calculated from the N balance measurements did not support a greater NUE in effi-
cient RFI animals despite a measurement period longer than the minimum recommended duration (10
d vs 7 d; Firkins and Reynolds, 2005) and a moderate to high repeatability (r=0.77) of intake between
the first RFI test (0-84d) and N balance trial (99-114d). We assume that the N balance method may not
capture NUE differences between extreme RFI individuals in beef cattle. Indeed, experimental errors
associated to the determination of N retention in growing animals are high because of both N volatile
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losses and the accumulation of measuring errors (Martin, 1966) compared to the determination of milk
N, which relies on a daily measure of milk yield and a direct accurate laboratory method (Hristov et
al., 2019). The N balance method has been largely used to compare N partitioning among dietary
treatments (Rumsey et al., 1999; Benchaar et al., 2013) but might not be suitable to detect small NUE
differences across individuals fed the same diet. An a posteriori power analysis from our own data
revealed that 89 animals per group would be needed for detecting a significant difference in NUE
equal to or higher than 10% (i.e. the observed size effect). Similarly several studies conducted in
growing beef cattle (Lines et al., 2014; Cabral da Silva et al., 2020; Carmona et al., 2020) or in pigs
(Labussiére et al., 2015) failed to demonstrate differences in NUE across extreme RFI individuals
when using the N balance method. In contrast, an improved N balance and a greater NUE were meas-
ured in efficient RFI dairy cattle (Xie et al., 2019; Liu and VandeHaar, 2020), despite an absence of
significant differences in urinary or fecal N excretions between extreme individuals (Xie et al., 2019).

In summary, our results suggest that irrespective of the diet, efficient RFI beef cattle are associated
with a greater partition of N intake into gain (i.e higher NUE) compared to their inefficient counter-
parts. In addition, we pointed out the limits of the reference method (N balance in a digestibility stall)
to capture individual NUE differences across extreme RFI young bulls.

Dressing percentage increases in RFI efficient animals, irrespective of the diet

The higher partition of N intake into gain noted in efficient RFI animals was associated with heavier
and leaner carcasses, as in Basarab et al. (2003) and Asher et al. (2018). Indeed at similar body weight,
efficient RFI animals presented a greater dressing percentage than their non-efficient counterparts,
which resulted from a higher carcass weight, a greater muscle to fat ratio in the carcass and a smaller
non-carcass part (essentially visceral organs and head) whatever the diet. We failed to capture differ-
ences in the whole-body fat content across RFI groups, but Charolais breeds are among the leanest
breeds (Robelin and Daenicke, 1980), with the lower phenotypic and genetic association to carcass fat
deposition (Kelly et al., 2014) and differences among RFI groups might be too small to be detected.
Only the non-muscle part of the carcass, calculated by adding the fat and bones, tended to be smaller
in efficient vs inefficient RFI individuals. Our results agree with previous studies using large datasets
already showing that dressing percentage is phenotypically and genetically higher in efficient vs non-
efficient RFI Charolais young bulls (Taussat et al., 2019). In addition, differences in the non-carcass
part were only due to smaller organ sizes and smaller heads of efficient RFI individuals because of
similar amounts of digestive contents between RFI groups. Similarly, Kenny et al. (2018), concluded
that efficient RFI animals present lighter visceral organs, mainly from the digestive tract, than ineffi-
cient RFI animals. These differences in visceral mass originated strictly from smaller rumen-reticulum
in RFI efficient animals, which significantly influenced differences in body composition as suggested
by the significant negative correlation (r= -0.47) observed between the dressing percentage and the
reticulum-rumen size. This point is important because rumen size is known to vary with the feeding
level (Basarab et al., 2003; Fitzsimons et al., 2014). Therefore, current results suggest that the higher
intake of inefficient RFI animals may result in bigger rumens and thus in lower carcass dressing, as
already hypothesized in beef cattle (Walsh et al., 2008; Campion et al., 2009). Because of their high
metabolic rate, digestive organs may limit the availability of absorbed AA to the peripheral tissues
(Reynolds, 2006; Lapierre et al., 2006) and thus decrease the overall NUE as observed in the present
study. Although our experimental design does not allow to identify cause-effect relationships, our data
may support the concept of a biological link between the dressing percentage and N use efficiency as
previously reported in growing ruminants (Fluharty et al., 1999) and fishes (Azevedo et al., 2004)
across diets.
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Protein turnover is related to RFI in a diet-dependent manner

Because of its high metabolic cost associated with non-productive functions, protein turnover rate has
been suggested to be a biological mechanism underlying RFI variation in beef cattle (Richardson and
Herd, 2004; Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). In the present study, we found lower protein turnover
rate in skeletal muscle of efficient RFI cattle but only when they were fed the corn-based diet. As dis-
cussed herein, this finding is closely associated with the observed diet differences in carcass composi-
tion across RFI groups and could be explained by the contrasted nutrient absorption expected across
diets.

Carcass muscle deposition tended to be higher in efficient RFI bulls fed the corn-based diet only as
indicated by the muscle proportion measured in the 6" rib or estimated in the whole carcass as well as
the carcass fat score, all pointing to a trend for leaner carcass. The greater carcass muscle deposition in
these animals may be explained by their lower skeletal muscle protein degradation rate estimated from
the urinary 3-methyl-histidine excretion, providing that protein synthesis did not decrease in a similar
or greater extent. Indeed, in the present study carcass muscle proportion and dressing percentage were
both negatively and significantly correlated with the skeletal muscle protein degradation rate in corn-
but not in grass- based diets. Although we did not measure the fractional protein synthesis rate in this
specific pool, our data suggest that both protein synthesis and degradation rates in carcass muscle were
downregulated in efficient vs non-efficient RFI cattle, only when fed a corn-based diet, though to a
different extent. First, in the corn-based diet the RFI difference observed for carcass muscle proportion
(a proxy of the protein accretion rate) was much lower than the RFI difference found for the skeletal
muscle protein degradation rate (2% vs 17%). This led us to think that protein synthesis rate may have
also decreased, though to a lesser extent; otherwise the impact on carcass muscle proportion would
have been greater. Second, the N isotopic turnover rate measured in plasma proteins, a proxy of the
hepatic fractional synthesis rate of plasma proteins (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019) also slowed
down in efficient RFI animals but only when fed the corn-based diet. Our estimates of the fractional
synthesis rate for plasma proteins in this study (4.6%/d on average) were slightly lower than previous
values reported in dairy cattle (Raggio et al., 2007 [6.5 to 6.8%/d]) and may be indicative of a relative-
ly lower metabolic rate in growing cattle vs high-yielding lactating dairy cows as well as of methodo-
logical differences across isotopic approaches (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019). Hepatic synthesis of
export proteins generally decreases as nutrient supply decreases (Connell et al., 1997; Caso et al.,
2007). Lower nutrient absorption is expected with the lower feed intake of efficient RFI animals, yet
lower hepatic plasma protein synthesis in efficient RFI cattle was only observed in our study with
corn-based diets. Moreover, the hepatic synthesis rate of export proteins, unlike that of the constitutive
ones, may increase in response to insulin secretion in a similar way as the skeletal muscle does (Boirie
et al., 2001; Davis et al., 2001). According to (Raj et al., 2004) there may exist a coordinated increase
in the protein synthesis rate of hepatic plasma proteins in humans facilitated by the constant delivery
of amino acids from muscle degradation rate while Sheffield-Moore et al., (2005) argued that there
may exist a complex relationship and interdependence between the metabolism of the hepatic synthe-
sized plasma proteins and skeletal muscle protein. Whether this coordinated response or cross-talking
observed in specific physiological or pathological situations in humans also occur in ruminants re-
mains to be elucidated. However, our data showed that despite of using different methodology a sig-
nificant correlation was observed between plasma proteins synthesis and skeletal muscle protein deg-
radation rates only in corn-based diets, suggesting a lower protein synthesis rate in skeletal muscle of
efficient RFI cattle fed the corn-based diet. With the available data, we hypothesize that both protein
synthesis and degradation in carcass muscle were likely downregulated (i.e. lower protein turnover) in
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efficient RFI cattle when fed corn- but not grass-based diet. The likely greater decrease in protein deg-
radation vs synthesis in these animals would support their higher carcass muscle accretion. As dis-
cussed in the review by Cantalapiedra-Hijar et al. (2018), from a theoretical point of view, the most
economical way of achieving higher growth efficiencies would be by a reduction in the protein degra-
dation rate rather than by an increase in the synthesis rate. Our data seems to support this theoretical
concept only in animals fed the corn-based diet since the greater growth efficiency of low-RFI animals
(i.e. lower intake for similar growth rates) is associated with lower protein turnover rate in carcass
muscle. Others studies using similar approaches did not observe however differences in protein turno-
ver of skeletal muscle across extreme RFI beef cattle (Richardson and Herd, 2004; Castro Bulle et al.,
2007; Gomes et al., 2012) even if animals were fed with energy-dense diets rich in starch. Differences
in breed (all of the above-mentioned studies used early-maturing breeds), age or the extent of RFI
divergences across extreme RFI animals could somehow explain this disagreement. In contrast, the
study by McDonaugh et al., (2001) found higher calpastatin activity in muscle of efficient RFI beef
cattle compatible with a lower protein degradation rate in carcass muscle.

Given the significant contribution of skeletal muscle to the whole-body protein turnover (Lobley,
2003) we would also have expected a lower whole-body protein turnover in efficient RFI cattle fed the
corn-based diet. However, our proxy for the whole-body protein degradation rate (i.e. the >N deple-
tion rate of the whole-body slow turnover pool modeled from urine kinetics) only showed numerically
lower values (-12%) in efficient vs inefficient RFI cattle fed corn-based diets. Although this new
proxy appears promising to discriminate the whole-body protein turnover across diets differing in pro-
tein content (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019) or energy nature (data from the present experiment) it
may not be accurate enough to discriminate individuals fed the same diet and showing relatively small
differences in the whole-body protein turnover rates. In addition, 3 animals were removed from this
analysis because of poor kinetics fitting, which could also contribute to the lack of significant differ-
ences across extreme animals fed the corn-based diet.

Logical questions arise on why the association between skeletal-muscle protein turnover rates and RFI
are only observed with diets based on starch (corn) but not on fiber (grass). Experimental diets mainly
differed in the nature and density of the energy (Table 1), leading to a theoretical greater portal absorp-
tion of glucose (+91%) and of the propionate to acetate ratio (+13.6%) in corn vs grass-based diets as
predicted from chemical analysis and INRA equations (data not shown). Consequently, the expected
RFI differences in the absorption of glucogenic substrates may explain the greater insulin plasma con-
centration observed in corn-based diets (Loncke et al. 2020). Protein synthesis is regulated by the
mammalian target of rapamycin (Laplante and Sabatini, 2009), a pathway which is activated by both
insulin and branched chain AA signaling cascade (Chou et al., 2012) and has been demonstrated to be
upregulated in tissues of efficient RFI beef cattle fed corn-based diets (Elolimy et al., 2019). The
greater insulin plasma concentration observed in animals fed the corn- vs grass-based diet could have
promoted a favorable metabolic context where the greater amino acid absorption expected in ineffi-
cient RFI animals may have translated into higher skeletal muscle protein synthesis through the mam-
malian target of rapamycin pathway. This hypothesis may be supported by the fact that DMI, and thus
nutrient absorption, was significantly and positively correlated with both protein degradation rates in
skeletal muscle and synthesis rate of hepatic plasma proteins in animals fed the corn-based diet. In this
regard, Jorge-Smeding et al. (2022) evaluated extreme RFI Charolais young bulls fed almost identical
diets than in present study and found that the combination of high plasma insulin and branched chain
AA concentrations in inefficient RFI animals was observed in corn but not in grass diets, a metabolic
feature compatible with the expected increase in muscle protein turnover rates in these animals.
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Finally, although lower protein turnover rates may elicit lower urinary endogenous N losses (Lobley,
2003) the improvement of NUE observed in efficient RFI cattle regardless of the diet cannot be entire-
ly ascribed to changes in carcass muscle protein turnover measured in this experiment. Indeed, only a
trend for a correlation between skeletal muscle protein degradation rate and NUE was observed in the
corn-based diet.

Oxygen consumption is lower in efficient RFI animals, irrespective of the diet

A trend for efficient RFI cattle to consume less oxygen by unit of BW was found regardless of the diet
and is consistent with the lower oxygen consumption expected as intake decreases (Blaxter, 1962).
Lower oxygen consumption in efficient RFI cattle has been observed in the few studies conducted in
beef cattle (Nkrumah et al., 2006; Chaves et al., 2015) and is indicative of lower energy expenditure of
these animals. When the oxygen consumption (g/d) measured in the present study from the 100 ani-
mals was included in the RFI model it became a significant determinant, and slightly explained DMI
variations beyond the metabolic BW and ADG effects, contributing to around 8% of the RFI varia-
tions (r2 of the RFI model changed from 0.844 to 0.851). These results should be interpreted together
with differences observed in the dressing percentage across RFI groups, since energy expenditure of
visceral tissues is much higher than that of the skeletal-muscle (10.5£3.40 vs 1.02+0.33 MJ/kg tis-
sue/day; Oddy et al., 1984; Burrin et al., 1990). The relationship between body composition and ener-
gy expenditure has been already pointed out across extreme RFI animals, where efficient RFI animals
showed greater proportion of viscera and lower oxygen consumption than inefficient ones (Basarab et
al., 2003; Gomes et al., 2012). Ortigues-Marty et al. (2017) reviewed that portal-drained viscera and
liver together represent 80% of the increment in energy expenditure with intake in ruminants while
resting skeletal-muscles represent only 5%. In the current study, we compared energy expenditure
estimated from body composition determined at slaughter using average in vivo tissue metabolic rates
(2.4 kJ/d/g wet tissue for the portal-drained viscera, 0.75 kJ/d/g wet tissue for the liver and 0.12 kJ/d/g
wet tissue for the whole-carcass, Ortigues and Doreau, 1995; assuming similar metabolic rates across
diets and RFI groups) with those derived from measured oxygen consumption (McLean and Tobin,
1992). We found that efficient RFI animals had lower energy expenditure (-2.1%) associated with
splanchnic tissues (liver and portal-drained viscera) but higher energy expenditure (+4.2%) associated
with heavier carcasses than inefficient ones. It could be suggested that inefficient RFI animals may
utilize a higher proportion of metabolizable energy for non-productive processes than efficient ani-
mals. However, when the whole-energy expenditure was estimated from body composition and ex-
pressed per kg BW and per day, extreme RFI animals showed similar energy values (146+41 kJ/d/kg
empty BW) whatever the diet. These results differ from trends measured with oxygen consumption,
suggesting that the different energy expenditure observed between RFI extreme animals are partially
but not totally explained by differences in body composition.

Protein turnover entails a high energy cost to the organism (Lobley, 2003) with only protein synthesis
accounting for around 23% of the whole-body energy expenditure in ruminants (Caton et al., 2000).
We only observed differences in the protein turnover rate of skeletal muscle of animals fed the corn-
based diet with no significant changes at the whole-body levels for none of the two studied diets. Since
differences in energy expenditure across RFI groups were similar regardless of the diet, our data sug-
gests that changes in the skeletal muscle protein turnover rate associated with RFI in the corn-fed ani-
mals may have had a minor impact on energy expenditure.
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Conclusions

Our results highlight that some mechanisms associated with RFI were similar across two contrasted
diets, such as the NUE improvement, higher dressing percentage or lower oxygen consumption in
efficient vs non-efficient RFI animals. However, our results also pointed out that differences in protein
turnover in carcass muscle between RFI animals were diet-dependent. The nature of absorbed nutri-
ents and the resulting insulin response with corn- vs grass-based diets may explain the observed RFI
by diet interaction in protein turnover rates. Further studies are warranted to confirm diet-specific RFI
determinants in beef cattle.
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Tables

Table 1: Ingredients, chemical composition and feed values of the experimental diets

tested on fattening Charolais bulls*

Résultats du deuxieme article de la these

Ingredient composition (% of DM)

Grass-based diet

Corn-based diet

Forages
Corn silage - 62.1+0.84
Grass silage 59.2 +3.15 -
Wheat straw 5.08 £0.82 4,08 +0.16
Concentrate
Wheat grain 7.68 £0.22 20.8+0.42
Beet pulp 23.7+3.22 -
Soybean meal 3.93+£1.47 11.5+£0.23
Bicarbonate - 0.67 £0.01
Minerals and vitamin mix* 0.38+0.01 0.35+0.01
Chemical composition (g/kg of DM)
oM 883 +5.75 955 + 1.56
Crude protein 141 +4.94 140 +£8.48
NDF 454 + 37.5 331+141
ADF 254 +21.2 158 +£10.6
Starch 48.5+4.90 329+1.41
Starch/NDF (g/g) 0.11 +£0.02 0.99 +0.01
In vitro enzymatic digestibility? (%)
DM 73.3+£3.01 75.3+1.04
oM 74.2 +4.03 77.4+£1.02
Feed Values®
Net Energy (Mcal/kg) 1.51+0.09 1.66 +0.01
Rumen CP degradability (%)* 74.8+1.13 72.8+0.21
MP (g/kg of DM) 82.0+£0.00 84.9+1.41
MP/Net energy (g/Mcal)® 54.3 + 357 51.1+0.46
RPB (g/kg of DM)° 9.00+4.24 4.00 +5.65
Energy density (Mcal/UEB) ’ 1.61+0.13 1.87 £0.04

"Means and SD of experimental diets from the two years (2019 and 2020).

*Minerals and vitamin mix: 5 % P, 25 % Ca, 8 % Mg, 0-2 % Na, vitamin A (210
mg/kg), vitamin D3 (3-75 mg/kg), vitamin E (2730 mg/kg) and vitamin B1 (4-5 mg/kg).
*Estimated from enzymatic digestion with pepsine-cellulase (Aufrére, 1982)

%Feed values were estimated from chemical composition and proportion of ingredients
by taking into account digestive interactions (INRA, 2018).

“Estimated from an enzymatic hydrolysis assay for each feed in the concentrate (Aufrére
and Cartailler, 1988) or from chemical composition (CP and NDF) for forages (INRA,
2018).
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*Metabolizable to Net energy ratio. Recommended values are between 53 and 48 for
body weights of 400 and 700 kg, respectively, in fattening Charolais bulls (INRA,
2018).

®Rumen protein balance, representing nitrogen intake minus non-ammonia nitrogen at
the duodenum (INRA, 2018).

7Dietary energy was calculated as energy level divided by fill units (UEB; INRA, 2018)
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Table 2: Animal performance during a 84-d feed efficiency test in extreme RFI Charolais young bulls fed either a grass-silage or

corn-silage diet

Résultats du deuxieme article de la these

Grass-based diet Corn-based diet P-value
Low RFI  HighRFI  Low RFI High RFI ~ SEM Diet RFI  Diet x RFI
Number of animals 8 8 8 8
Animal performances
Initial body weight (kg) 440 412 429 429 2.1 0.86 0.41 0.40
Initial age (days) 294 293 294 294 12.9 0.67 0.48 0.38
Final body weight (kg) 540 512 560 561 9.8 0.07 0.47 0.43
DMI (kg/d) 7.93 8.47 8.65 9.75 0.147 0.001 0.004 0.29
ADG (kg/d)* 1.15 1.12 1.57 1.59 0.011 0.001 0.92 0.75
FCE (kg/kg) 0.145 0.132 0.181 0.163 0.0036  0.001 0.04 0.68
RFI (kg/d) -0.45 0.49 -0.58 0.48 0.012 0.58 <0.001 0.28
Adipocyte size*
Day 0 (um) 70.8 68.3 62.3 67.9 14.7 0.19 0.63 0.22
Day 84 (um) 87.2 82.3 85.4 92.1 10.7 0.30 0.81 0.14
Gain (um/d) 0.19 0.17 0.32 0.29 0.13 0.009 0.56 0.93
Ultrasound fat depth’
Day 0 (cm) 0.26 0.23 0.25 0.25 0.016 0.63 0.26 0.27
Day 84 (cm) 0.34 0.33 0.36 0.39 0.018 0.04 0.52 0.35
Gain (um/d) 9.52 11.9 13.1 16.6 1.70 0.09 0.09 0.96

* Adipocytes were sampled by subcutaneous biopsy conducted in the middle of a triangle formed by the last lumbar vertebrae, tail
base and ischial tuberosity and measured with optic microscopy (Garcia and Agabriel, 2008).
T Ultrasound fat depth represents the average from four anatomical regions (back, rib, gluteus and lumbar region) measured by

ultrasound echography.

* Average daily gain has been calculated as the linear regression of body weight over time (0-84d).
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Table 3: Nitrogen balance of extreme RFI Charolais young bulls fed either a grass-silage or corn-silage diet

Grass-based diet Corn-based diet P-value
Low RFI HighRFI LowRFI HighRFI SEM Diet RFI Diet x RFI
Number of animals 8 8 8 8
BW before N balance (kg)” 576 550 599 598 15.2 0.02 0.37 0.40
Nitrogen balance
g/kg BW/d
N intake 0.314 0.332 0.318 0.362 0.0074 0.02 0.001 0.10
N feces 0.113 0.120 0.103 0.122 0.0039 0.33 0.002 0.15
N digested 0.200 0.211 0.215 0.240 0.0057 0.001 0.006 0.23
N urines 0.121 0.124 0.123 0.143 0.0046 0.03 0.01 0.06
Total N excreted 0.234° 0.244" 0.226° 0.266° 0.0049 0.20 0.001 0.009
N retained 0.079 0.087 0.092 0.096 0.0088 0.16 0.45 0.82
N partition
g/g N intake
N feces 0.360 0.363 0.323 0.337 0.0092 0.001 0.33 0.51
N urines 0.388 0.381 0.387 0.397 0.0194 0.69 0.94 0.65
Total N excreted 0.749 0.744 0.710 0.734 0.0202 0.26 0.65 0.49
NUE? 0.251 0.256 0.289 0.265 0.0212 0.26 0.65 0.49
g/g digested N
N urines 0.608 0.600 0.571 0.601 0.0632 0.57 0.73 0.55
N retained 0.391 0.400 0.428 0.399 0.0311 057 0.73 0.55

ab¢ Averages with different letters on the same row are significantly different (P<0.05)

“Nitrogen balance trials were conducted 15 days (first group) and 32 days (second group) after the end of the first feed
efficiency test

N use efficiency, calculated as retained N by unit of N intake
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Table 4: Plasma and urinary metabolites as well as urinary parameters in extreme RFI Charolais young bulls fed either a
grass-silage or corn-silage diet sampled during the nitrogen balance trial

Grass-based diet Corn-based diet P-value
Low RFI HighRFI LowRFI HighRFI SEM Diet RFI DietxRFI
Number of animals 8 8 8 8
Plasma metabolites
Insulin (pg/L) 0.34 0.36 0.69 0.92 0.051 0.001 0.06 0.08
Urea concentration (g/L) 0.132 0.125 0.163 0.175 0.01 0.003 0.82 0.47
Urine metabolites*
Urea
Concentration (g/L) 4,57 4.80 9.33 10.7 0.02 0.001 0.97 0.96
Excretion (g/d) 62.1 62.3 77.2 101 16.9 0.001 0.04 0.06
Creatinine
Concentration (mM) 144 135 22.4 19.5 191 0.001 0.01 0.15
Excretion (mmol/d) 194 178 183 184 3.8 0.64 021 0.16
3-methyl-histidine
Concentration (mM) 197 188 351 334 13.8 0.001 0.35 0.81
Excretion (mmol/d) 2680 2494 2884 3144 76.7 001 081 0.12
3-methyl-histidine /Creatinine 13.8 13.9 15.7 17.1 0.26 0.001 0.16 0.19
Urinary parameters
N concentration (g/L) 0.50 0.51 0.87 0.89 0.02 0.001 0.73 0.85
Urea N/total N (g/g) 0.41 0.42 0.48 0.54 0.02 0.001 0.03 0.14
Urea clearance (L/d/BW)" 0.86 0.90 0.82 0.98 0.13 083 0.27 0.49

Urine metabolites were analyzed from a representative sample of 24h urine total collection performed during 10d.
“Urea clearance rate, expressed as liters of plasma daily cleared of urea per kg of body weight and calculated according to
Kohn et al., 2005.

139



Resultats du deuxieme article de la these

Table 5: Isotopic N kinetics in plasma and urine, and estimated fractional degradation rate of skeletal muscle proteins of extreme
RFI Charolais young bulls fed either a grass-silage or corn-silage diet

Grass-based diet Corn-based diet P-value
Low RFI HighRFI Low RFI HighRFI SEM Diet RFI Dietx RFI
Number of animals’ 8 8 8 8
Plasma
Initial N enrichment (5"°No, %o) 21.1 21.7 17.9 18.5 1.76  0.03 0.58 0.99
Final N enrichment (8"°N, %o) 8.19 7.90 6.61 7.14 0.314 <0.001 0.60 0.08
Fractional depletion rate (k, %/d)” 4.38° 4.33° 4.61° 5.12° 0.001 0.001 0.11 0.04
Urine
Initial **N enrichment (5"°No, %o)
Fast turnover pool 49.1 46.1 43.6 48.3 4.79 0.56 0.99 0.50
Slow turnover pool 14.8 154 11.8 13.9 1.28 0.01 0.37 0.76
Fractional depletion rate (k, %/d)
Fast turnover pool 81.7 79.5 86.8 87.1 4.38 0.12 0.92 0.68
Slow turnover pool” 5.28 5.32 6.26 7.11 0.053 0.01 0.34 0.38
Skeletal-muscle
FDR (%/day)” 1.43° 1.39° 1.40° 1.64° 0.015 0.07 0.11 0.02

b Averages with different letters within the same row are significantly different (P<0.05)

"3 animals were removed from the urinary *°N kinetics (2 individuals RFI- and 1 individual RFI+, both in the corn-based diet) be-
cause of their poor bi-exponential model’s fitting.

“The plasmatic fractional depletion rate of *°N represent the fractional synthesis rate (FSR) of plasma proteins (Cantalapiedra-Hijar
etal., 2019).

P The urinary fractional depletion rate of 15N in the slow turnover pool represents the fractional degradation rate (FDR) of the
whole-body protein mass (Cantalapiedra-Hijar et al., 2019).

" Fractional degradation rate estimated according to Castro-Bulle et al. (2007) from the measured urinary 3-methyl-histidine excre-
tion during N balance (Table 4) and the estimated muscle in carcass (Table 8).
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Table 6: Oxygen consumption and CO, emission in extreme RFI Charolais young bulls fed either a grass-silage or

corn-silage diet.

Grass-based diet Corn-based diet P-Value
LowRFI  HighRFI LowRFI HighRFI SEM Diet RFI Diet x RFI

Number of animals 8 8 8 8
0,

L/d 4173 4191 4416 4509 153.6 0.03 0.65 0.76

L/kg BW/d 7.06 7.31 7.17 7.37 0.194 041 0.08 0.71
CO,

L/d 4702 4762 4899 4992 262.1 012 0.57 0.90

L/kg BW/d 7.92 8.32 7.96 8.15 0.241 0.67 0.05 0.47
CO,/0; (L/L) 1.13 1.14 1.11 1.11 0.005 0.01 0.83 0.56

0, consumption and CO, emission were measured through the Greenfeed ® system in g/d, transformations to L/d
were conducted following Kleiber (1961) and assuming standard conditions of temperature and humidity.

Resultats du deuxieme article de la thése
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Table 7: Measured body composition at slaughter of extreme RFI Charolais bulls fed either a grass-silage or corn-silage diet

Grass-based diet Corn-based diet P-values
Low RFI High RFI Low RFI High RFI SEM Diet RFI Dietx RFI
Number of animals 8 8 8 8
Slaughter age (d) 509 512 509 507 3.2 0.69 0.96 0.78
Fattening duration (d) 216 217 215 213 1.7 0.54 0.95 0.67
Body weight before bleeding (kg) 676 657 696 696 15.6 0.03 0.48 0.48
Carcass conformation score’ 10.7 10.7 11.2 11.0 0.12 0.10 0.63 0.51
Carcass fat score'’ 5.15 5.00° 5.12" 5.87° 0.115 0.04 0.13 0.05
Carcass weight (kg) 419 399 447 430 9.82 0.009 0.03 0.86
Dressing percentage (%) 62.0 60.7 64.4 62.0 0.42 0.003 0.003 0.18
Digestive content (kg) 66.5 69.4 64.4 66.8 4.28 059 054 0.96
Empty body weight (kg) 610 588 632 629 13.2 0.009 0.28 0.39
Organs and body parts (% empty body weight)
Blood 3.82 4.12 3.52 4.36 0.255 0.08 0.64 0.49
Tongue 0.49 0.51 0.51 0.47 0.015 0.38 0.19 0.06
Head 2.71 2.79 2.51 2.61 0.038 <0.001 0.02 0.94
Feet 0.59 0.6 0.54 0.54 0.018 0.006 0.86 0.95
Testicles 0.16 0.16 0.15 0.13 0.008 0.04 024 0.14
Lungs 0.7 0.71 0.73 0.69 0.013 0.75 0.62 0.44
Liver 1.05 1.07 0.97 1.02 0.017 0.002 0.16 0.47
Heart 0.42 0.43 0.40 0.39 0.012 0.05 0.92 0.61
Kidneys 0.19 0.2 0.18 0.18 0.004 0.009 0.35 0.25
Skin 9.12 9.03 8.52 9.25 0.248 046 0.21 0.12
Whole digestive tract 5.09 5.26 4.53 4.79 0.141 0.002 0.16 0.74
Rumen-reticulum 1.80 1.89 1.50 1.71 0.039 <0.001 0.001 0.14
Omasum 1.02 0.91 0.47 0.71 0.034 0.001 0.29 0.56
Abomasum 0.33 0.36 0.3 0.34 0.008 013 0.11 0.82
Intestines 1.93 2.09 1.97 2.03 0.051 0.85 0.16 0.44

142



Urinary bladder 0.02
Total internal fat* 2.61
Internal organs 7.85
Subcutaneous fat? 0.0035
6" rib tissue composition (%)
Muscle 71.6
Fat 9.70
Bone 14.6
Others® 3.99
Muscle to Fat ratio 7.38

0.02

2.49

8.01
0.0033

70.7
9.74
15.0

4.34
7.26

0.02

2.55

7.21
0.0037

75.5
8.68
11.7

3.9
8.69

0.02

2.86

7.45
0.0055

71.8
10.7
14.0

3.32
6.71

0.001
0.205
0.41
0.00012

0.93
0.66
0.56

0.251
0.62

0.12
0.45
<0.001
0.03

0.01
0.97
0.001
0.03
0.4

Resultats du deuxieme article de la these

0.83
0.64
0.09
0.12

0.02
0.12
0.02

0.66
0.07

0.93
0.31
0.93
0.07

0.13
0.14
0.11

0.07
0.08

" EU Beef Classification Scheme scale for carcass conformation, where 1 represents the poorest and 15 the best carcass.

"EU Beef Carcass Classification Scheme scale for fat score, where 1 represents the leanest and 15 the fattest carcass

! Internal fat includes the mesenteric, peritoneal, perirenal and pericardial fat.

ZSubcutaneous fat includes the carcass fat deposited between the skin and the muscle.

*Nerves and cartilages.

b Averages with different letters within the same row are significantly different (P<0.05).
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Table 8: Estimated carcass tissue composition and total body chemical composition and gains in extreme RFI young Charolais

fed either a grass-silage or corn-silage diet

Grass-based diet Corn-based diet P-values
Low RFI  HighRFI  Low RFI High RFI  SEM Diet RFI Diet x RFI

Number of animals 8 8 8 8
Carcass tissue composition
Muscle

kg 294 280 322 302 6.32 <0.001 0.003 0.61

% 70.3 70.2 71.8 70.3 0.43 0.11 0.05 0.08
Fat

kg 61.6 58.2 63.3 66.4 3.54 0.07 0.94 0.22

% 14.6 145 14.1 15.3 0.47 0.62 0.16 0.09
Skeleton

kg 63.3 61.1 62.9 61.8 1.10 0.62 0.16 0.10

% 15.1 15.3 14.1 14.4 0.24 0.87 0.12 0.61
Chemical whole-body composition
Protein

kg 119 115 125 122 2.0 0.005 0.07 0.72

% 19.7 19.7 19.7 19.5 0.11 0.55 0.23 0.16
Fat

kg 87.6 82.2 89.8 96.8 5.19 0.09 0.80 0.19

% 14.2 13.9 14.4 15.7 0.58 0.24 0.46 0.17
Water

kg 376 364 390 383 5.0 0.004 0.07 0.69

% 61.7 62.1 61.8 61.0 0.40 0.18 0.52 0.18
Mineral

kg 26.1 25.2 27.0 26.6 0.33 0.004 0.07 0.71

% 4.28 4.31 4.28 4.23 0.321 0.25 0.70 0.25
Energy

Mcal 1530 1469 1580 1624 54.2 0.03 0.81 0.23
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Mcal/EBW 2.50 2.47 2.49 2.57 0.041 0.22 0.55 0.18
Estimated body gains® (kg)

Empty body 241 227 264 261 343 0.02 0.47 0.62
weight

Total protein 48.3 45.7 53.4 50.1 7.61 0.04 0.26 0.95

Total fat 45.9 40.7 47.9 54.7 15.7 0.07 0.84 0.19
Estimated nitrogen balance (0-196 d)

N intake (g/d) 187 196 193 209 4,75 0.05 0.01 0.43

N retained (g/d)? 39.1 37.0 43.3 41.6 2.09 0.05 0.37 0.92

NUE (g/g) 0.208 0.189 0.224 0.200 0.0125 0.29 0.08 0.83

'Gains were calculated as the difference between the end and the start of the experiment. Composition at the start was esti-
mated from the diameter of subcutaneous adipose cells sampled by biopsy at the start of the experiment test and expressed
as% of EBW (Garcia and Agabriel, 2008), whereas composition at the end was estimated from the 6" rib dissection (Robelin
and Geay, 1975, 1978) and expressed as% of EBW.

°N retained was calculated as the estimated protein gain divided by the length from the start to the end of the experimental
period (196d).

2P Averages with different letters within the same row are significantly different (P<0.05).
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Table S1: Animal performance during a 84-d feed efficiency test in all Charolais

young bulls fed grass-silage and corn-silage diets

Resultats du deuxieme article de la these

Grass- Corn-
based diets based diets - P-value
Number of animals 50 50
Animal performances
Initial body weight (kg) 410 418 1.0 0.39
Final body weight (kg) 509 551 1.1 <0.001
DMI (kg/d) 8.01 9.16 0.017 <0.001
ADG (kg/d)* 1.15 1.59 0.005 <0.001
FCE (kg/kg) 0.144 0.174 0.0005 <0.001
Adipocyte size*
Day 0 (um) 66.4 66.9 0.16 0.78
Day 84 (um) 83.2 91.2 0.20 <0.001
Gain (um/d) 0.22 0.31 0.003 0.009
Ultrasound fat depth’
Day 0 (cm) 0.24 0.25 0.000 0.12
Day 84 (cm) 0.33 0.37 0.000 0.001
Gain (um/d) 10.7 14.3 0.06 0.02

* Adipocytes were sampled by subcutaneous biopsy conducted in the middle of a
triangle formed by the last lumbar vertebrae, tail base and ischial tuberosity and

measured with optic microscopy (Garcia and Agabriel, 2008).

" Ultrasound fat depth represents the average from four anatomical regions (back,
rib, gluteus and lumbar region) measured by ultrasound echography.

* Average daily gain has been calculated as the linear regression of body weight

over time (1-84d).
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Table S2: Pearson’s correlation coefficients between the first (0-84d) and the second’
(84-196d) feed efficiency test for animal performances of the extremes and all Charo-
lais bulls

Grass-based diets Corn-based diets Both diets

Whole population (n=100)

DMI (kg/d) 0.78*** 0.67*** 0.79%**
ADG (kg/d) 0.27* -0.14"8 0.01™

FCE (kg/kg) 0.30* 0.03"° 0.001M°
RFI (kg/d) 0.44%** 0.57%** 0.51%**

Extremes RFI animals (n=32)

DMI (kg/d) 0.82%** 0.61** 0.75%**
ADG (kg/d) 0.23"° -0.31 -0.14"°
FCE (kg/kg) 0.15™ -0.09"° -0.17"°
RFI (kg/d) 0.50** 0.68*** 0.59%***

*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, t P<0.10, NS = P>0.10.

" The second RFI test was conducted on average during 112 days between the end of
the first efficiency test (84d) and animal slaughter (196+11.8d)
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Table S3: Pearson’s correlations between animal
performances measured during the feed efficiency
test (d0-d84) and during the nitrogen balance on the
digestibility stall.

Variables Correlation
DMI (o-a82y DMI (ng) r=0.77; P=0.001
DMI (g Intake N (yg) r=0.91; P<0.001
ADG (go.q2y ADG (np) r=-0.22; P=NS
ADG ngy  Retained N gy r=0.49; P=0.004
FCE (o-assy FCE (ng) r=-0.07; P=NS
FCE (NB) NUE (NB) r=0.59; P<0.001

Abbreviations: NB= Nitrogen balance, DMI= Dry
matter intake, ADG= Average daily gain, FCE=
Feed conversion efficiency, NUE= Nitrogen use
efficiency and NS= non-significant.

Resultats du deuxieme article de la these
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Figure S1: Relationships between DMI and carcass yield (Panel A), reticulum-rumen size (Panel B) and the Muscle to ratio fat in the 6™ rib (Panel C) by diet.
Variables have been corrected by the year effect (2018-2019/2019-2020). Dotted grey lines represent corn-based diets and thick black line grass-based diets.
Symbols are individual raw values, where dotted grey line and triangles represented animals fed corn-based diets whereas the thick continuous line and black

points represent animals fed grass-based diets.
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Résultats du deuxieme travail de la thése

Table S4: Pearson’s correlations between animal performances, feed efficiency, protein metabolism and energy expenditure in animals fed grass-based diets.

Plasma Skeletal-

Urea proteins  Whole-body muscle protein  Oxygen con-  Dressing
Grass-based diets FCE RFI DMI  ADG NUE Nftotal N FSR protein FDR FDR sumption  percentage
RFI -0.39'
DMI 0.28"°  0.48*
ADG 0.88*** -0.67"° 0.70%**
NUE 0.30 -027™ -0.41' 0.06"°
Urea N/total N 0.04" 024" 038" 023% -0.02"

Plasma proteins FSR  -0.29° -0.14" -0.46~ -0.44' -0.16"°  -0.44'
Whole-body FDR 021" -0.214 -0.40™ 0.03% 019"  -0.20™ 0.45'

Skeletal-muscle FDR  0.07 -0.21 0.7 0.18" -0.18"% 0.06"  -0.30"° -0.24M°

Oxygen consumption 0.46™° 0.25"  0.44* 0.57** 0.06" -0.02"°  -0.02"° 0.15™ 0.11%

Dressing percentage  -0.12"°  -0.44' -0.08" -0.11" -0.22" 014" 013" -0.05M° -0.10M -0.53**

Carcass muscle (%)  -0.45' 0.15™ -0.09 -0.38 -0.15™  -28™° 0.07"° -0.18N° -0.39N° -0.33"° 0.49**

*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, t P<0.10, NS = P>0.10.

Abbreviations: NB= Nitrogen balance, DMI= Dry matter intake, ADG= Average daily gain, FCE= Feed conversion efficiency, NUE= Nitrogen use effi-
ciency, FSR= Fractional synthesis rate, FDR= Fractional degradation rate.

151



Résultats du deuxieme travail de la thése

Table S5: Pearson’s correlations between animal performances, feed efficiency, protein metabolism and energy expenditure in animals fed corn-based
diets.

Plasma Whole- Skeletal-

Urea proteins body pro- muscle pro- Oxygencon-  Dressing
Corn-based diets FCE RFI DMI ADG NUE Nftotal N FSR tein FDR tein FDR sumption percentage
RFI -0.48**
DMI -0.10"°  0.58**
ADG 0.73*** 0.00"  0.58**
NUE 0.58** -0.37"° -0.65*** 0.02"°
Urea N/total N -0.29"°  0.48** 0.80*** 0.30"° -0.60**
Plasma proteins FSR  -0.30"°  0.54** 0.47** 0.06"° -0.38"° -0.32"°
Whole-body FDR 042" 0.24% 018" -041™ 005" -023%  0.06"
Skeletal-muscle FDR ~ 0.17"  0.38" 0.71*** 0.33% -0.40' 0.69***  047* 0.06"°
Oxygen consumption  0.34" 014" 014"  0.40° 045  0.12"° 0.21" -0.18"° 0.15"°
Dressing percentage ~ 0.35™  -0.67"" -0.57*** -0,09% 027"  -0.09%  -0.65***  -0.02"° -0.55%* -0.38"
Carcass muscle (%) 043"  -066™ -0.73" -0.12™ 059™ -019%  -058™  -0.11 -0.56" 0.08"8 076"

*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, t P<0.10, NS = P>0.10.

Abbreviations: NB= Nitrogen balance, DMI= Dry matter intake, ADG= Average daily gain, FCE= Feed conversion efficiency,
NUE= Nitrogen use efficiency, FSR= Fractional synthesis
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Résultats du troisieme travail de la thése

Dans ce dernier travail de thése, 1’objectif a été d’analyser le métabolisme protéique directement sur
les tissues prélevés a 1’abattoir (muscle et foie) des animaux extrémes selon I’IR classés dans le deu-
xiéme travail de thése (n=32) et en essayant de contréler au mieux I’influence de I’ingéré sur les voies
moléculaires analysées. Dans ce travail, j’ai voulu aborder le turnover protéique depuis une autre ap-
proche biomoléculaire afin de mieux interpréter les mesures faites in vivo a 1’échelle de 1’animal en-
tier. Etant données I’influence et 1’association de la quantité ingérée tant sur I’'IR comme sur le turno-
ver protéique, dans cette partie je me suis intéressé a étudier le turnover protéigue en limitant au mieux
I’influence de I’ingéré.

Pour cette approche biomoléculaire, j’ai choisi deux tissus. Tout d’abord le muscle squelettique,
comme responsable d’une grande proportion des demandes corporelles en AAs (Bergen, 2021), et
qu’impacte en conséquence, la partition entre le catabolisme et 1’anabolisme hépatiques (Reynolds,
2006). Puis le foie en raison de son role fondamental dans cette partition des AAs et notamment la
transamination, fortement associée au catabolisme d’AAs. Pour étudier 1’effet strict de ’EA (IR) sur le
métabolisme protéique, indépendamment des effets induits par des différences de quantités ingérées, 3
h avant I’abattage les animaux ont tous recu la méme quantité (2,5kg) de leur concentré respectif (ré-
gimes mais et herbe). Tous les animaux se trouvaient ainsi dans le méme état postprandial. Les ana-
lyses biomoléculaires sur les tissus musculaire et hépatique ont été faites post mortem avec la tech-
nique du Western blot. En plus, j’ai aussi analysé sur le tissu hépatique les activités enzymatiques des
transaminases (ASAT et ALAT).Le métabolisme protéique a été analysé a travers ses principales voies
de syntheése et de dégradation protéiques. Pour la synthése nous avons analysé la voie classique de
I’ Akt, qui continue avec mTor et finalise avec la S6K. Pour la dégradation protéique nous avons ana-
lysé les principales voies intracellulaires, la premicre la via de 1’ubiquitine au niveau du protéasome et
la deuxiéme la voie de I’autophagie.

Les résultats de ce travail montrent que les animaux inefficients selon I’IR présentent une dégradation
protéique intra-cellulaire et une activité enzymatique des transaminases plus importante que chez les
animaux efficients quel que soit le concentré distribué pré-abattage (herbe vs mais). En outre, les ani-
maux efficients ont montré un potentiel de synthése protéique, exprimé par le ratio de la protéine p-
S6K : S6K, plus important que celui des inefficients et uniquement expliqué par 1’effet long terme de
I’ingéré (différent entre extrémes IR dans la phase in vivo) sur ’abondance de la protéine totale (S6K).
Grace aux résultats obtenus par cette approche biomoléculaire, il peut étre conclu que si les quantités
ingérées in vivo avaient été similaires entre animaux, les individus efficients selon I’IR et alimentés
avec un régime mais auraient eu un taux de synthése protéique similaire mais un taux de dégradation
protéique plus bas que ceux des individus inefficients. Finalement, les résultats de ce dernier travail
permettent de supposer que 1’absence de différences in vivo de turnover protéique entre les extrémes
IR alimentés avec un régime riche en fibre serait la conséquence d’un profil de nutriments absorbés et
d’un taux ou une vitesse d’absorption qui ne déclenchent pas de réponses insuliniques contrastées
entre extrémes. Ce travail complémentaire a été rendu possible grace un financement UMRH ‘Herbi-
dées’, suite a une demande de financement que j’ai rédigée et soumise. L’ensemble des analyses de
laboratoire et des analyses statistiques ont été réalisées. Toutefois, par manque de temps, il n’a pas été
possible de finaliser 1’interprétation détaillée des données. Un rapport préliminaire est donc inclus en
annexe mais les principaux résultats et conclusions seront utilisés dans la discussion générale.
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Discussion générale
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L’augmentation de la population mondiale, et par conséquent de la demande globale en produits ani-
maux, nous incite & améliorer 1’efficience alimentaire (EA) chez les animaux de rente (Makkar et Bee-
ver, 2012). Cette amélioration est particuliérement importante pour le bovin viande qui a une faible
capacité de conversion des aliments en produits, plus faible que celle d’autres espéces animales (Mot-
tet et al., 2017). L’amélioration de ’EA chez le ruminant doit tenir compte de sa capacité unique et
extraordinaire a digérer et utiliser des ressources riches en cellulose, alors que les régimes riches en
fourrages sont plébiscités pour réduire la concurrence entre les ressources alimentaires pour les ani-
maux et les humains (Johnson et al., 2003). L’ingéré résiduel (IR) est I'un des critéres de sélection
génétique pour I’EA qui est utilisé chez le bovin a I’engrais ; il a I’avantage d’une héritabilité modérée
et d’'une absence de corrélation avec les performances de croissance des animaux (Arthur et Herd,
2012 ; Berry et Crowley, 2013). Cependant, des effets indésirables peuvent apparaitre lorsque I’EA est
le seul critére génétique sélectionné (Rauw, 2012). Parmi les effets indésirables potentiellement co-
sélectionnés avec I’IR, on note une interaction négative avec le statut immunitaire des animaux ou
leurs performances reproductives (Wang et al., 2012 ; Zerjal et al., 2021). Un autre probleme majeur,
particuliérement important chez le bovin allaitant, est I’interaction entre le classement des animaux en
termes d’EA et le type de régime utilisé (Coyle et al., 2016 ; Asher et al., 2018 ; Lahart et al., 2020),
suggérant qu’un animal efficient avec un régime ne 1’est pas forcement avec un autre. Comprendre les
mécanismes biologiques a ’origine des différences de I’IR est une étape primordiale pour contribuer a
prévenir les effets indésirables éventuels d’une sélection génétique axée sur ce critére (Cantalapiedra-
Hijar et al., 2018). En outre, comprendre les mécanismes biologiques associés a I’IR peut contribuer a
élaborer et formuler des rations adaptées a ’efficience individuelle des animaux, ce qui peut impacter
I’EA globale du systéme bovin viande (Tullo et al., 2019 ; Lovarelli et al., 2020). Parmi les méca-
nismes biologiques d’intérét, le métabolisme protéique, et plus concrétement le turnover protéique, a
été identifié comme un déterminant majeur des variations individuelles de I’EA chez le bovin viande
(Herd et al., 2004 ; Herd et Arthur, 2009a ; Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Ce processus pourrait
aussi contribuer a expliquer les effets indésirables associés a une sélection génétique sur ’EA (Rauw
etal., 1998 ; Lines et al., 2014).

Mon projet de thése a comme objectif d’étudier la relation entre la variabilité¢ individuelle de I’EA,
caractérisée par le critére IR, et le métabolisme protéique chez le bovin viande en évaluant la contribu-
tion de ’effet régime a cette relation. La relation entre I’IR et le métabolisme protéique est analysée
avec deux régimes contrastés et a plusieurs échelles : i) tout d’abord, une échelle macro (animal entier)
avec I’évaluation du métabolisme protéique au travers de 1’efficience d’utilisation de 1’azote (EUA).
En effet, comme discuté ci-aprés je considére que, s’il existe un lien entre I’IR et le métabolisme pro-
téique, il devrait étre observé sur I’EUA. D’autres variables biologiquement pertinentes pour le lien
entre I’IR et ’EAU ont aussi été étudiées au niveau corps entier, ii) puis une échelle intermédiaire
entre 1’animal entier et les tissus, pour étudier les mécanismes en lien avec le métabolisme protéique
qui pourraient étre associés a I’IR. Parmi ces mécanismes j’ai priorisé I’étude du turnover protéique
comme mécanisme majeur pouvant expliquer les variations d’EA étant donné son influence sur la
dépense énergétique et les besoins azotés des tissus et iii) enfin, une échelle moléculaire, dans laquelle
jétudie les voies de signalisation impliquées dans le lien potentiel entre le turnover protéique et I’IR.

Pour répondre a cet objectif, je me suis appuyé sur deux dispositifs expérimentaux complémentaires.
D’abord un dispositif expérimental avec un trés large effectif (n = 588 taurillons ; la moitié alimentée
avec un régime a base de d’ensilage d’herbe et I’autre moitié a base d’ensilage de mais ; Tableau 1 de
la publication #1) qui s’appuie sur 4 fermes expérimentales reparties sur le territoire francais. Ce dis-
positif nous a permis d’évaluer la relation entre I'I[R et ’EUA a une grande échelle et a travers
I’utilisation de biomarqueurs proposés dans la littérature pour évaluer I’EUA. L’article #1 de ma these
fait référence a ce dispositif, nommé ci-aprés comme « dispositif & grande échelle ». Bien que ce
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dispositif ait été analysé pour valider des biomarqueurs de I’EA chez le bovin a 1’engrais, je 1’ai mobi-
lisé pour évaluer le lien spécifique entre ’EUA et I’IR. L’utilisation d’un grand dispositif animal m’a
permis de mettre en évidence 1’existence d’une relation entre ces deux variables, I’imprécision asso-
ciée aux biomarqueurs (discutée dans I’article #1) étant largement compensée par le nombre
d’observations disponibles. Un deuxieme dispositif expérimental de taille plus réduite, mais plus ana-
Iytique en termes de mesures, a été mis en place & INRAE de Theix. La moitié des animaux utilisés
était par ailleurs inclue dans le dispositif a grande échelle. Parmi un total de 100 animaux phénotypés,
j’ai identifié puis sélectionné les 32 animaux les plus extrémes selon leur IR et alimentés avec les
mémes deux régimes contrastés que dans le dispositif a grande échelle. Les animaux extrémes ont été
soumis a une batterie de mesures et d’analyses permettant a la fois de confirmer le lien entre I’IR et
I’EUA et d’explorer des mécanismes du métabolisme protéique a I’origine des différences d’IR.
L’article #2 ainsi que le travail présenté en annexe font référence a ce dispositif, nommé ci-aprés
comme « dispositif analytique ». Sur ce dispositif analytique le turnover protéique a été évalué selon
différentes méthodes combinant des approches classiques de référence (excrétion urinaire de 3-
methyl-histidine), des méthodes indirectes développées dans 1’équipe Dinamic de ’'UMRH (turnover
isotopique pour une évaluation a long-terme) et enfin des méthodes moléculaires et enzymatiques sur
les tissus prélevés a 1’abattoir (western blot et activités des transaminases).

En préalable, je souhaite clarifier un concept que j’utilise dans cette discussion. J’ai choisi d’établir
des corrélations entre variables afin d’établir les associations entre variables (ici quantitatives) et ainsi
leur degré de dépendance (Armatte, 2001). Cependant, une corrélation ne veut en aucun cas dire cau-
salité, la causalité étant associé a ’effet d’un facteur connu, ou contr6lé artificiellement (ex : le niveau
de protéine ou un traitement hormonal) sur une variable de réponse (Follon, 1990). Dans cette these,
les facteurs contr6lés sont la nature du régime et le degré d’efficience associé aux deux groupes
d’animaux extrémes pour I’IR. J’ai toutefois conscience que le classement d’IR n’est pas un facteur
expérimental du méme ordre que I’effet régime en raison du choix opéré sur les animaux apres la me-
sure de leur IR. Ainsi, j’admets que, malgré les relations et associations observées et malgré nos plans
expérimentaux (tant le dispositif a grande échelle que le dispositif analytique), il n’est pas possible de
conclure a un lien de cause a effet entre le classement IR des animaux et les variables mesurées.
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L’EA est un caractére mathématiquement et biologiquement corrélé a ’EUA. L’EUA reflete le rapport
entre la quantité d’azote retenu et la quantité d’azote ingéré. Concernant le critére IR, les animaux
sélectionnés comme efficients ont un gain de poids fortement associé a 1’azote retenu (car chez le bo-
vin viande la majeure partie du gain est constituée de muscle squelettique, Castro Bulle et al., 2007) et
similaire a celui des inefficients. Par contre, ils ont une MSI inférieure, ce qui se traduit logiquement
par une ingestion d’azote inférieure (Koch et al., 1962 ; Archer et al., 1999 ; Arthur et al., 2004) en
supposant un méme tri alimentaire entre les deux groupes extrémes (Dykier et al., 2020). En consé-
quence, le rapport entre 1’azote retenu et 1’azote ingéré (EUA) devrait étre supérieur chez les effi-
cients, selon I’IR. Chez la vache laitiére, la relation négative entre I’IR et ’EUA a été démontrée ré-
cemment (Xie et al., 2019 ; Liu et VandeHaar, 2020) lorsque le calcul d’EUA ne prend en compte que
I’azote sécrété dans le lait et non 1’azote retenu. A 1’opposé, cette relation n’a jamais été significative
chez le bovin viande lorsque la rétention d’azote a été calculée a partir de mesures de bilan d’azote
(Tableau 8), technique considérée pourtant comme une méthode de référence pour évaluer la rétention
protéique chez I’animal en croissance (Hristov et al., 2019). Cependant, dans cette these les animaux
efficients selon I’IR ont aussi une EUA supérieure, comme suggéré par les différentes données que
nous avons obtenues (résumées dans le Tableau 9 ci-aprés) et les travaux publiés a partir de mesures
de bilans d’azote (+8,39 % par rapport aux inefficients ; P=0,02 d’aprés une petite méta-analyse issue
du Tableau 8).

Tableau 8 : Synthése des travaux publiés et de nos résultats sur ’EUA [calculé d’aprés le ratio azote
retenu (g/j) /azote ingéré (g/j)] du bovin viande déterminé par bilan d’azote en stalle de digestibilité

Travaux Type Jours de | EUA des extrémes selon  Différence entre

d'animal  mesure I'IR (9/9) extrémes selon I'IR
Efficients Inefficients CV (%) P-value"

Lines et al. (2014) Angus 5 Jours 0,202 0,191 5,45% P=NS

Assis Lage et al. (2019) Gyr (pré- 5 Jours 0,621 0,568 8,53% P=NS
ruminant)

Carmona et al. (2020) Brahman 7 jours 0,263 0,238 9,51% P=NS

(régime bas en protéine)

Carmona et al. (2020) Brahman 7 jours 0,163 0,139 14,72% P= NS

(régime haut en protéine)

Da Costa Gomez. (2013)  Nellore 3jours 0,382 0,331 13,35%  P=NS

Dispositif analytique de  Charolais 10 jours 0,251 0,256 -1,99%  P=NS

cette thése (régime herbe)

Dispositif analytique de  Charolais 10 jours 0,289 0,265 8,30% P=NS

cette thése (régime mais)

Moyenne 0,310 0,284 8,39%  P=0,02

L’ analyse statistique incluait I’effet de I'[R comme effet fixe et I’effet de I’étude comme effet aléa-
toire.
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Dans cette thése, ’EUA a été évaluée par plusieurs approches complémentaires basées sur 1’utilisation
de biomarqueurs, des méthodes indirectes et des méthodes de références. Les deux biomarqueurs utili-
sés avaient été proposés comme indicateurs d’EUA a 1’échelle individuelle, d’une part la concentration
plasmatique d’urée, biomarqueur classique de 1’excrétion d’azote et indirect de I’EUA (Jonker et al.,
1998 ; Kohn et al., 2005 ; Krogh et al., 2019), et d’autre part I’abondance naturelle de 1’azote 15 (615N)
dans le plasma, nouveau biomarqueur de I’EUA (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018). Les deux biomar-
queurs reflétent la balance protéique du rumen, c’est-a-dire 1’équilibre entre la production et
I’assimilation d’ammoniac par les bactéries du rumen (Wattiaux et Reed, 1995 ; Cantalapiedra-Hijar et
al., 2015a ; INRA, 2018) et le catabolisme hépatique des AAs (Lobley et al., 1995 ; Cantalapiedra-
Hijar et al., 2015b). Une balance protéique du rumen positive (INRA, 2018) est associé a une faible
EUA (Bach et al., 2005) au niveau digestif. Un catabolisme élevé des AAs augmentera la partition de
I’azote ingéré vers ’excrétion urinaire au détriment de la rétention (anabolisme), conduisant a une
faible EUA (Hanigan et al., 1998 ; Lapierre et al., 2005). Les valeurs les plus élevées de concentration
d’urée ou de "N plasmatique traduisent une utilisation de 1’azote au niveau ruminal et métabolique
moins efficiente, et donc une EUA plus faible (da Silva et al., 2016 ; Cantalapiedra-Hijar et al., 2018 ;
Angelidis et al., 2019).

Ingéré Résiduel (kg/J)

40 45 50 55 60 65 10 75 00 0 02 03 04
Abondance naturelle de I'azote 15 (%) Concentration uréique (g/L)

Figure 20 : Relations entre I’IR et ’EUA déterminée d’aprés 1’abondance naturelle de I’azote 15 (pan-
neau de gauche) et la concentration d’urée dans le plasma (panneau de droite) dans le dispositif a
grande échelle. Chaque ligne noire représente un groupe contemporain (ferme/période/régime/lot). La
ligne en pointillé représente la relation générale pour tous les groupes contemporains. Les lignes
bleues représentent les relations des groupes contemporain qui vont dans le sens contraire a la relation
générale (lignes bleues avec 1’azote 15 = 10/71, et avec ['urée = 31/71).

Dans notre dispositif & grande échelle (Figure 20), nous avons obtenu des relations (corrélations) si-
gnificatives et positives entre I’IR et les processus d’inefficience d’utilisation de 1’azote évalués par les
biomarqueurs (avec I'urée : r=0,09 ; P=0,03 et avec le 8"°N : r=0,28 ; P<0,001). Bien que les deux
biomarqueurs reflétent des processus similaires d’EUA et soient corrélés entre eux (r=0,21 ; P<0,001),
le 5"°N a été significativement corrélé dans plus de cas avec I’IR (nombre de lignes noires > bleues de
la Figure 1) et il a présenté un meilleur ajustement (en termes de R?, AIC et RSR) que 'urée, ce qui
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nous a aussi permis de valider le 3"°N comme biomarqueur de I’IR chez le bovin viande quel que soit
le régime (Tableau 6 de la publication #1).

Sachant que la relation entre I’IR et le métabolisme protéique commence avec des différences d’EUA,
je montre les résultats d’EUA déterminée selon différentes approches. Pour cet exercice j’ai pris les
animaux extrémes sur I’IR du dispositif a grande échelle (en ne considérant que les 10% les plus et les
moins efficients, n=116 parmi 588) et les animaux extrémes du dispositif analytique (n=32 parmi 100)
et j’ai estimé la variation d’EUA entre animaux extrémes intra-régime (Tableau 9). Les résultats mon-
trent une différence d’EUA significative entre extrémes selon I’IR (+16,8% ; P=0,003) avec le bio-
marqueur 8"°N. Les résultats de 1’urée montrent que méme si I’urémie peut étre globalement associée a
I’EUA (corrélation), ce biomarqueur ne permet pas discriminer I’EUA au niveau individuel comme
déja démontré dans d’autres études chez le ruminant (Hof et al., 1997 ; Huhtanen et al., 2015 ; De-
chow et al., 2017 ; Krogh et al., 2019). Lorsque j’ai réévalué la relation entre I’IR et ’EUA dans le
dispositif analytique sur les 32 extrémes, les résultats statistiques de variation d’EUA ont ét¢ moins
significatifs qu’avec les extrémes du dispositif a grande échelle (percentile 90 vs percentile 10), peut-
étre en raison du plus petit nombre d’animaux testés (n=32 vs n=117) et de leur plus faible écart d’IR.
L’IR des animaux extrémes a varié de 1,57 kg MSI/j dans le dispositif a grand échelle mais seulement
de 1,01 kg MSI/j dans le dispositif analytique.

Tableau 9 : Résumé des différentes approches d’étude de ’EUA dans cette thése

Régime herbe  Régime mais P-value
Dispositif Méthode Ecart entre Ecartentre |Effetde Interaction
efficients et efficients et I''R IR X régime
inefficients (%) inefficients (%)
3N +15,4 +18,6 0,003 0,53
Concentration d’urée +15,6 +3,5 0,46 0,45
Bilan d'azote -2,0 +8,4 0,65 0,49
Estimation a partir des +9,2 +10,8 0,08 0,83
données de l'abattoir
Proportion N uréique vs +2.4 +11,2 0,03 0,14
N urinaire total
3N’ +3,5 +7,5 0,60 0,08
Concentration d’urée +5,4 +6,9 0,82 0,47

" Dans le dispositif analytique, la valeur asymptotique de la courbe de déplétion de ’azote 15 modélisée suite a Iarrét de
I’administration de I’urée marquée (Tableau 5 de la publication #2) représente 1’abondance naturelle de 1’azote 15 dans le
plasma et peut étre interprétée de la méme facon que le 815N du dispositif de grande échelle.

Cependant, les résultats (significativement différents ou pas) ont toujours été cohérents avec mes hy-
pothéses d’une meilleure EUA chez les animaux efficients selon I’IR. En réalité, la variation moyenne
d’EUA des extrémes du dispositif analytique est significativement différente (8,31% CV, P = 0,04)
lorsque je prends en compte les moyennes des deux régimes obtenues avec toutes les méthodes utili-
sées (n=7). Lorsque je m’attache a chaque méthode prise individuellement, seules 1’estimation d’EUA
a partir des données de 1’abattoir (10,1% CV ; P=0,08) et la proportion d’azote uréique dans 1’azote
urinaire (7,6% CV ; P=0,03) montrent des tendances ou des différences significatives d’EUA. Je con-
sidére la proportion d’azote uréique dans 1’azote urinaire comme un proxy de I’EUA (au niveau ani-
mal entier) parce qu’il refléte la partition d’azote ingéré en azote urinaire (Huntington et Archibeque,
1999 ; Spek et al., 2013).
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La premiére grande conclusion de cette theése est qu’il existe une relation entre I’IR et ’EUA indi-
quant que les animaux efficients selon I’IR ont une EUA plus importante quel que soit le régime utili-
sé. Dans les paragraphes suivants, je m’intéresse aux variables analysées et disponibles dans le dispo-
sitif & grande échelle qui pourraient expliquer biologiquement la relation significative entre I'IR et
I’EUA.

Matiére séche ingérée. Comme attendu par la construction du modéle permettant le calcul de I’'IR, une
corrélation forte et positive existe entre I’IR et la MSI (r= 0,57, P<0,001 ; dispositif a grande échelle).
Etant donné la corrélation positive attendue entre MSI et N ingéré au niveau individuel (Stallcup et al.,
1975) et négative entre 1’azote ingéré et 'EUA (Angelidis et al., 2019), il peut étre attendu que les
animaux efficients quant a I’IR montrent une EUA (N ingéré/N retenu) plus importante. Ainsi, la MSI
des animaux du dispositif a grande échelle, plus faible pour les animaux plus efficients, a montré des
corrélations positives avec la concentration d’urée (= 0,12 ; P=0,005) et avec le 8"°N (r= 0,22;
P<0,001), ce qui pourrait démontrer un role de I’ingéré dans la relation entre I’IR et ’EUA, comme
suggéré en relation inter-régime par Foskolos et Moorby (2018), Angelidis et al. (2019) et les sys-
témes d’alimentation des ruminants (NRC, 2016 ; INRA, 2018). D’un point de vue biologique, une
augmentation de la MSI est positivement associée a deux phénomenes qui vont impacter négativement
I’EUA : les pertes fécales d’azote endogéne (INRA, 2018) et le catabolisme hépatique des AAs (Lo-
bley et al., 1992). Les pertes fécales d’azote endogéne représentent un résidu des secrétions du sys-
teme digestif et des desquamations des tissus digestifs (Swanson, 1977) et varient avec la MSI et les
caractéristiques du régime (Verité et Peyraud, 1989). Une MSI plus élevée entrainera davantage de
desquamations de 1’épithélium digestif et plus de sécrétions digestives (Tamminga, 1992), augmentant
ainsi les pertes fécales de protéiques endogenes. Dans le cas des animaux du dispositif a grande
échelle, j’ai calculé que ces pertes protéiques représenteraient en moyenne 13% de 1’azote ingéré (IN-
RA, 2018), avec un écart théorique de 6,7% (P<0,001) entre les groupes d’animaux les plus (percen-
tile 10) et les moins (percentile 90) efficients selon I’IR. En ce qui concerne la production hépatique
d’urée (uréogenese), résultant de la quantité d’ammoniac produite au niveau ruminal et de la quantité
des AAs absorbés excédentaires (Bach et al., 2005 ; Bergen et al., 2021), elle augmente avec la MSI
(Reynolds et al., 1988). Ce phénomene se traduit par une quantité plus importante d’azote ingéré (ou
digéré) qui est transformé en azote urinaire, comme démontré précédemment avec des porcs classés
selon leur IR (Barea et al., 2010). De plus, une MSI plus faible a été associée a une digestibilité de la
ration plus élevée (INRA, 2018), comme démontré avec des animaux efficients selon I’IR (+4% de
digestibilité dans tout le tractus digestif ; Bonilha et al., 2017). Donc, il peut étre attendu qu’une meil-
leure digestibilité, notamment de 1’azote, contribue a augmenter ’EUA quel que soit le régime.

Composition corporelle. La composition corporelle doit aussi étre considérée lorsqu’on analyse la
relation entre ’IR et ’EUA. Une corrélation négative, phénotypique et génétique, a été démontrée
entre I’IR et la composition corporelle de telle sorte que les animaux les plus efficients ont un rende-
ment de carcasse supérieur a celui des animaux les moins efficients (Renand et Krauss, 2002 ; Taussat
et al., 2019). Le rendement de carcasse refléte la partition du PV de 1’animal entre sa carcasse et le
compartiment non-carcasse constitué essentiellement par les organes internes, les contenus digestifs, la
téte et les pieds. Dans une synthése récente, Kenny et al. (2018) ont observe que les bovins viande
efficients selon I’IR ont un rendement de carcasse plus important que les inefficients, avec une car-
casse plus lourde et des organes plus petits (spécialement ceux du tractus digestif). Dans ma thése j’ai
pu confirmer cette relation car les animaux les plus efficients ont eu un rendement de carcasse supé-
rieur (+3,1% ; P=0,003), expliqué par une quantité du muscle dans la carcasse plus importante (+5,8%
; P=0,003) et un compartiment non-carcasse plus petit, notamment pour la téte et le rumen (-3,5% et -
8,5%, respectivement ; P<0,02). Quelques travaux chez le bovin et le poisson (Fluharty et al., 1999 ;
Azevedo et al., 2004) ont mis en relation la composition corporelle et ’EUA mais dans des comparai-
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sons entre régimes ou traitements mais pas au niveau individuel. Je considere qu’une proportion plus
importante d’azote déposé dans la carcasse au détriment de la non-carcasse (notamment des organes)
peut contribuer a expliquer les différences d’EUA observées entre mes animaux extrémes en IR. En
effet, les organes, spécialement les TDVP, prélévent une quantité élevée d’AAs plasmatiques pour leur
propre utilisation (Hanigan et al., 2004). En cohérence, dans le dispositif a grande échelle une corréla-
tion positive a été observée entre le rendement de carcasse et ’EUA quel que soit le biomarqueur utili-
sé (8N : r= 0,28 ; P<0,001 et urée : r=0,11 ; P=0,02 ; relation non publiée). Autant dans des travaux
précédents que dans notre dispositif expérimental utilisant des animaux extrémes, plus d’azote ingéré a
été orienté vers le dépot dans la carcasse chez les animaux efficients selon I’IR (Basarab et al., 2003 ;
Asher et al., 2018). Aprées la soumission de I’article #2 j’ai voulu calculer, a partir des données
d’abattage et des équations de prédiction, la quantité de protéine déposée par unité de PV dans la car-
casse et dans le compartiment non-carcasse. Pour cela, j’ai estimé la quantité totale de protéines du
compartiment non-carcasse d’aprés la différence entre la protéine totale dans le corps entier et la pro-
téine déposée dans la carcasse et j’ai supposé un pourcentage de protéine dans le muscle de 18,8%
chez le taurillon Charolais (Renand et al., 2001). Les résultats de ces estimations montrent une plus
forte proportion de protéines déposées dans la carcasse chez les animaux efficients comparé aux moins
efficients (81,2% vs 77,8% ; P=0,05) et une tendance a présenter moins de protéine dans la non-
carcasse (11% vs 12% ; P=0,09). Ces résultats sont compatibles avec une meilleure EUA chez les
animaux efficients, et suggerent une plus forte proportion d’AAs utilisés vers 1’anabolisme dans les
tissus périphériques, et notamment dans le muscle squelettique chez le bovin viande.

Association entre ingéré et composition corporelle. En réalité, les deux variables précédemment ana-
lysées, I’ingéré et la composition corporelle, sont fortement associées entre elles. Dans notre dispositif
a grande échelle, I’ingéré était négativement corrélé au rendement de carcasse (r= -0,41 ; P<0,001).
Cette relation négative semble étre surtout expliquée par une relation positive entre I’ingéré et la taille
des organes (compartiment non-carcasse), notamment le rumen. Cette relation a été démontrée chez
des animaux monogastriques (Ferrell et Koong, 1986) et chez les ruminants (Taylor et Murray, 1991 ;
Allen, 1996 ; Fitzsimons et al., 2014). En fait, il a été suggéré que les animaux inefficients selon I’'IR
ont un rendement de carcasse plus faible en raison de I’effet positif du niveau d’ingestion sur la taille
du rumen (Walsh et al., 2008 ; Campion et al., 2009). Dans notre étude le niveau d’ingestion (kg
MSI/kg PV) des animaux extrémes était positivement corrélé a la taille de leur rumen quel que soit le
régime (r= 0,44 ; P=0,01). De plus I’ingéré et la taille du rumen sont négativement corrélés au rende-
ment de carcasse (r= -0,51 et r= -0,55, respectivement ; P<0,003). En combinant les résultats obtenus
dans ma thése a partir du biomarqueur 5"°N, de la MSI observée et de la composition corporelle pré-
dite, nous concluons a une partition de 1’azote ingéré en faveur de 1’azote retenu (EUA) chez les ani-
maux efficients selon I’IR.

Autres. L’association entre ’EUA et I’IR a été démontrée a partir d’un ensemble de résultats obtenus
dans les deux dispositifs complémentaires de ma thése. Bien que des phénoménes digestifs puissent
contribuer a cette relation, comme I’efficience de synthése protéique des bactéries du rumen (Bach et
al., 2005), je fais I’hypothése du rdle prépondérant du métabolisme protéique sur la relation entre I’IR
et ’EUA, comme suggéré précédemment (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018b). En effet, les mécanismes
métaboliques sont d’apreés plusieurs auteurs des déterminants majeurs des différences individuelles de
I’EA mesurée d’aprés I’IR (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018 ; Duarte et al., 2019 ; Novais et al., 2019 ;
Zhang et al., 2019 ; Banerjee et al., 2020). De plus, d’autres résultats obtenus dans le cadre du pro-
gramme BEEFALIM 2020, dans lequel le dispositif expérimental de ma thése s’insére, suggérent un
métabolisme des AAs différent entre les animaux extrémes quant a leur IR et un réle du turnover pro-
téique (Cantalapiedra-Hijar et al., 2018 ; Jorge-Smeding et al., 2022).
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En résumé, les animaux efficients selon I’IR ont montré une EUA supérieure a celle des animaux inef-
ficients. Bien que mon dispositif expérimental ne permette pas d’établir des relations de cause a effet,
cette relation pourrait en partie étre expliquée par des variables qui sont fortement corrélées comme la
MSI et la composition corporelle. Dans le méme temps, ces variables explicatives sont connues pour
leur lien biologique avec le métabolisme protéique, le turnover protéique et le catabolisme hépatique
des AAs, raison pour laquelle ces mécanismes ont été étudiés finement dans le dispositif analytique de
ma thése, ou indirectement estimés par I’approche biomoléculaire.
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Certains éléments issus des deux dispositifs expérimentaux suggerent que méme si la relation IR-EUA
est négative quel que soit le régime, elle pourrait étre plus forte avec des régimes riches en amidon
(régime a base de mais) qu’avec des régimes plus cellulosiques (régime a base d’herbe).
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Figure 21 : Relation entre I'IR et I’'EUA mesurée avec le biomarqueur 8"°N par
régime lorsque cette relation a été établie avec des données qui représentent la va-
riabilité individuelle du 8"°N (différence entre la valeur du 8°N d’un individu et
ma moyenne de son groupe contemporain). Les points et lignes vertes se rappor-
tent au régime herbe tandis que les jaunes au régime mais.

Dans la publication #1, les résultats statistiques ne permettent pas conclure a une relation entre I’IR et
I’EUA différente entre régimes (P>0,63). Si je ne considere que les animaux extrémes de ce grand
dispositif (percentile 90 vs percentile 10) il n’y a pas non plus d’interaction entre 1’effet régime et I'IR
sur ’EUA (P>0,45) quel que soit le biomarqueur (Tableau 8). Je considére donc que 1’influence du
régime sur la relation entre I’IR et ’EUA est mineure. Cependant, la relation entre I’IR mesurée et
I’EUA, évaluée d’aprés le biomarqueur 8°N, varie numériquement selon les régimes (+18,1% avec le
régime mais ; P=0,47 dans la Figure 21). De plus, en regardant I’autre index d’EA étudié dans la pu-
blication #1, le RGI, phénotypiquement et génétiquement associé a I’IR (Berry et Crowley, 2013 ;
Taussat et al., 2019), il peut étre observé que la pente est numériquement mais aussi significativement
plus importante avec le régime mais qu’avec le régime herbe (+25% ; P<0,05).

En conséquence, dans le dispositif analytique j’ai évalué la relation entre I’'IR et ’EUA de maniére
directe et certains résultats, bien que non significatifs, suggérent une relation entre I’IR et ’'EUA 1ége-
rement différente entre les régimes herbe et mais (Figure 22). Je considéere que cette interaction, sug-
gérée mais non démontrée, du régime avec I’EUA par rapport a I’IR pourrait étre expliquée par les
différences de caractéristiques des régimes.
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Efficience d’utilisation de I’azote (EUA)

Mesurée dans la stalle de digestibilité (10J) Estimée avec le biomarqueur 815N
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Figure 22 : Efficience d’utilisation de 1’azote mesurée dans le dispositif analytique a partir du bilan
d’azote (méthode de référence en stalle de digestibilité, graphique de gauche) ou estimée d’apres
I’abondance naturelle de 1’azote 15 obtenue a partir de I’asymptote de la courbe de déplétion de I’azote
15 (méthode indirecte, graphique de droite).

Pour étudier ’effet éventuel du régime, je me suis d’abord intéressé a I’influence des caractéristiques
du régime sur I’ingéré et la composition corporelle. Dans le dispositif a grande échelle, la relation
entre la MSI et ’'EUA (8"°N) est significativement dépendante du régime, la réponse étant plus impor-
tante avec le régime mais (+44% ; P=0,09). De facon similaire, la relation entre le rendement de car-
casse et ’EUA est numériquement différente entre régimes (relation plus importante avec le régime
mais, +46%, P=0,63). Et enfin la relation entre la MSI et la composition de la carcasse (discutée dans
la section précédente) est plus importante avec le régime mais (+29% ; P=0,06). Si I’on considére les
caractéristiques chimiques des régimes, il peut étre observé que les deux régimes ont été formulés a
méme teneur de matiéres azotés totales (14%) mais a concentration et nature d’énergie différentes.
Dans la publication #2, j’ai expliqué que la principale caractéristique chimique qui variait entre ré-
gimes était 1’énergie nette, en quantités (0,93 UFV vs 0,86 UFV), densité (1,06 UFV/UEB vs 0,91
UFV/UEB) et surtout nature (rapport amidon/NDF : 0,99 vs 0,11). Le régime mais présente une densi-
té énergétique considérablement plus élevée que le régime herbe (+16%), en raison de teneurs plus
faibles en fibres (-28%) mais plus élevées en amidon (+84%). La concentration de fibres a été large-
ment considérée comme la principale caractéristique du régime qui peut diminuer I’ingéré des ani-
maux (Allen, 1996, 2004). 11 est donc possible que les animaux nourris a base d’herbe aient été res-
treints en ingéré par rapport aux animaux mais. Cette hypothése peut étre analysée a partir du disposi-
tif analytique : les animaux extrémes herbe ont présenté deux fois moins de variation d’ingéré que les
animaux mais (6% CV vs 12% CV ; P=0,29), ce qui est cohérent avec des études précédentes dans
lesquelles les animaux extrémes selon I’IR et restreints (alimentés sous-ad libitum) ont présenté une
faible variabilité d’ingéré (Herd et al., 2011 ; Boddicker et al., 2011). La relation entre I’IR et ’EUA
est plus faible si un facteur du régime comme la densité énergétique diminue la variabilité d’ingéré
entre extrémes selon I’IR. %o

164



L’hypothése d’une limitation de 1’ingéré des animaux extrémes du dispositif analytique est cohérente
avec les variations de taille de rumen : taille de rumen plus grande (+16,6% ; P<0,001), mais variabili-
té de taille beaucoup plus faible (4,8% CV vs 12,3% CV ; P=0,14) pour les animaux extrémes herbe
comparés aux extrémes mais. Ces résultats convergent vers une restriction physique de 1’ingéré des
animaux extrémes herbe en raison de la plus forte fibrosité du régime, comme suggéré précédemment
par les études d’Allen (1996, 2004).

En résumé, les résultats obtenus ne confirment pas 1’hypothése initiale selon laquelle la relation entre
I’IR et P’EUA différerait selon les régimes. Les résultats suggérent que la contribution du régime a la
relation entre I’'IR et ’EUA est cohérente avec les résultats des deux dispositifs, en montrant que
I’interaction avec 1’effet régime n’est pas significative (P>0,05 ; Tableau 8) avec aucun des méthodes
utilisées pour mesurer I’EUA. Malgré tout, une convergence de tendances suggere que cette relation
entre I’IR et ’EUA pourrait &tre 1égérement plus importante avec le régime mais et expliquer en partie
I’interaction significative observée pour le turnover protéique (discuté dans la section suivante). De
plus, les principales différences de caractéristiques de régime que sont la teneur et la nature de
I’énergie, pourraient expliquer les différences d’ingéré et de composition corporelle (taille des or-
ganes), notées entre régimes, tous deux étroitement associés a I’EUA, I’EA et au métabolisme pro-
téique.

165



La vitesse a laquelle les protéines corporelles dun animal se renouvellent, le turnover protéique, a été
suggéré comme étant un déterminant majeur des différences individuelles de I’EA chez le bovin en
croissance-engraissement (Richardson et al., 2004 ; Herd et Arthur, 2009b ; Cantalapiedra-Hijar et al.,
2018). Le turnover protéique a été aussi associé a ’EUA dans des études de comparaison entre ré-
gimes alimentaires (Zhang et al., 2016) ou traitements hormonaux (Buttery et al., 1978 ; Eisemann et
al., 1986), relation qui, a ma connaissance, n’a pourtant pas été¢ explorée a I’échelle individuelle. Par
conséquent, je me suis intéressé au métabolisme et turnover protéiques comme déterminant possible
des variations individuelles d’EA, notamment sur I’IR, chez le bovin viande. Le terme « déterminant »
fait référence a un mécanisme a 1’origine d’un phénotype, c’est-a-dire un phénomene biologique qui
contribue a I’expression d’un caractére observable/mesurable d’un animal et qui est en partie sa cause.
Or, aucune des études de la littérature ayant travaillé¢ avec I’IR n’a contrdlé le turnover protéique pour
pouvoir conclure a son role déterminant dans 1’expression du phénotype IR. Dans ma thése je suis
également confronté a cette problématique, et par conséquent les liens entre I’IR et le turnover pro-
téique sont discutés sans que 1’on puisse malheureusement dépasser les limites imposées par les
simples associations entre variables. Néanmoins quelques hypotheses d’interprétation sont émises.

Dans mon projet de thése, je me suis appuyé sur deux approches complémentaires pour mesurer le
turnover protéique et évaluer sa relation avec I’EA, une approche au niveau de 1’animal entier et ses
compartiments et une autre approche au niveau moléculaire. Comme discuté dans la synthese biblio-
graphique réalisée par Cantalapiedra-Hijar et al. (2018) sur les déterminants biologiques a 1’origine
des variations individuelles de I’EA, il est extrémement compliqué de discerner le vrai role d’un mé-
canisme dans les variations d’EA lorsqu’il co-varie avec le niveau d’ingestion. Ainsi, concernant le
turnover protéique il est régulé par la quantité (McNurlan et Garlick, 1989 ; Waterlow, 2006) et la
nature (Boisclair et al., 1994 ; Lobley, 1998) des nutriments absorbés, de telle sorte qu’un niveau
d’ingestion supérieur, qui entraine une absorption de nutriments plus importante, augmente le turnover
protéique (Reeds et al., 1981 ; Reeds et Fuller, 1983 ; Harris, 1992). Néanmoins, cette relation peut
étre revue a ’inverse et I’on peut également analyser I’impact qu’un changement de turnover pro-
téique pourrait avoir sur les besoins énergétiques et le niveau d’ingestion qui en résultent. Par
exemple, les études utilisant des implants avec des stéroides anabolisants (trenbolone ou hormone de
la croissance), censés augmenter la synthése et le turnover protéique (Foster et al., 1991 ; Kerth et al.,
2003) ont la plupart constaté une augmentation de I’ingéré des animaux traités par rapport a ceux du
lot témoin (Vernon et Buttery, 1978 ; Sinnett-Smith et al., 1983 ; Hunter et Vercoe, 1987 ; Johnson et
al., 1996), I’augmentation de 1’ingéré étant toutefois plus limitée que 1’augmentation du gain de poids.
Par conséquent, il ne sera pas possible, a partir de mon dispositif analytique, de discerner si un TP
diminué est la cause d’une meilleure EA ou si, a I’inverse, 1’ingestion moins élevée des animaux effi-
cients entraine un TP plus faible. Pour dépasser cette difficulté, deux approches sont discutées ici pour
essayer de dissocier I’effet des « quantités ingérées » de 1’effet phénotype IR.

La premiere stratégie a été proposée par Cantalapiedra-Hijar et al. (2018), il s’agit de regarder le lien
entre les mécanismes étudiés et I’EA lorsque cette derniére est ajustée a mémes quantités ingérées.
Lorsque les performances des animaux sont ajustées a méme PV et MSIL, ’EA n’est plus exprimée par
IR mais par le gain résiduel (GR), un autre critére d’évaluation de I’EA proposé pour la sélection gé-
nétique (Berry et Crowley, 2013b ; Taussat et al., 2019). Bien que le GR soit corrélé a I'IR (r=-0,42 ;
P=0,02, dans cette thése) il présente I’avantage d’étre dé-corrélé des quantités ingérées (Freetly et al.,
2020) et donc de mieux traduire les phénomenes de régulation métabolique propres a I’individu. La
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corrélation calculée ici entre le turnover protéique et le GR (r= 0,39 ; P=0,04 Tableau 10) semble ren-
forcer I’hypothése selon laquelle le turnover protéique est associé a I’EA indépendamment des quanti-
tés ingérées, mais en lien avec I’efficience métabolique de I’individu (ex : accrétion protéique accrue
comme conséquence d’une plus faible dégradation protéique ; Lobley, 2003).

La deuxiéme stratégie que j’ai explorée, a consisté a évaluer les voies de signalisation de la synthese et
de la dégradation protéiques dans deux tissus clés du métabolisme protéique, le muscle et le foie, et
lorsque les animaux étaient alimentés la veille de leur abattage avec les mémes quantités d’aliment
concentré quel que soit leur phénotype ou classement IR. J’ai pu ainsi évaluer chez les animaux eX-
trémes ’activation de certaines protéines impliquées dans la synthése et la dégradation protéiques dans
un état postprandial caractérisé par un ingéré identique entre les groupes IR (c’est-a-dire 2,5 kg de leur
concentré respectif, ingéré en totalité 3h avant 1’abattage avec une période de jeline préalable de 12h-
14h). Les résultats de I’approche moléculaire des voies de signalisation de la synthese et dégradation
protéique dans le muscle squelettique longissimus dorsi réalisée dans des conditions d’alimentation
restreinte et identique entre groupes IR (cf travail complémentaire en Annexe 1) m’ont permis de tirer
certaines conclusions sur les mécanismes a 1’origine des variations de turnover protéique observées in
vivo avec une alimentation a volonté. Ainsi, la dégradation protéique est diminuée in vivo chez les
animaux efficients alimentés avec le régime mais par des phénoménes qui ne sont pas uniquement
reliés a I’ingéré mais aussi au métabolisme propre de I’individu. En revanche, la synthése protéique in
vivo semble étre légérement diminuée chez les animaux efficients alimentés avec le régime mais pro-
bablement au travers de 1’effet de 1’ingéré et de 1’absorption postprandiale des nutriments. Je fais donc
I’hypothese que chez les animaux mais, s’ils étaient placés a méme niveau d’ingestion, les efficients
auraient une dégradation protéique toujours plus basse mais une synthése protéique similaire a celles
des inefficients. Comme discuté ci-apres, chez les animaux alimentés avec le régime herbe, les carac-
téristiques du régime en termes d’encombrement, taux de passage et d’absorption et type de nutri-
ments absorbés ne permettent pas d’induire des différences de turnover protéique chez les extrémes.

Tableau 10 : Turnover protéique évalué avec deux approches différentes chez des jeunes bovins en
engraissement (dispositif analytique) qui différent sur leur EA mesurée avec deux critéres (IR et
GR)

Approche animal entier sur le taux fractionnel de dégradation pro-
téique du muscle squelettique estimé avec la 3MH

Variables Deux régimes Régime herbe Régime mais
MSI* (g/) 0,44** 0,17" 0,71%**
GMQ* (kg/j) -0,12"° 0,19™° 0,27™°
Ingéré résiduel (kg/j) ' 0,35** 0,07™ 0,58%**
Gain résiduel (kg/j) ' -0,39%** 0,42+ 0,36+

Approche moléculaire sur le muscle squelettique

Potentiel de synthése protéique Potentiel de dégradation protéique
(pS6K:S6K) (Ub)

Régime Régime Régime Régime

Variables Deux régimes herbe mais Deux régimes herbe mais
Ingéré résiduel (kg/j)*  -0,61***  -0,55** -0,30t 0,42*** 0,58**  0,30%
Gain résiduel (kg/j)" 0,30* 027" 0,34t -0,24+ -0,29"  -0,17™

*** P<0.001, ** P<0.01, * P<0.05, 1 P<0.10, NS = P>0.10.
Abréviations : 3MH : 3-methyl-histidine, MSI : Matiere seche ingérée, GMQ : gain moyen quotidien, Ub : voie de
I’ubiquitine.

167



TToutes les performances sont mesurées pendant la méme période de mesure que le métabolisme protéique (112 j) entre
le premier test de I’IR (jour 84) et I’abattoir (jour 196).

La discussion qui suit se centre sur le lien entre I’IR et la synthése et la dégradation protéiques éva-
luées avec les deux approches mentionnées précédemment. Comme discuté dans la publication #2, nos
résultats, en accord avec les données de la littérature scientifique, suggérent un réle prépondérant de la
dégradation protéique par rapport a la synthése, sur les variations individuelles de I’EA. Ci-apres
j’analyse le lien entre I’IR et d’une part la synthése protéique et d’autre part la dégradation protéique.

La synthése protéique. Les résultats obtenus avec 1’approche biomoléculaire permettent de conclure
que le (faible) lien entre IR et la synthése protéique observé in vivo est probablement tiré par les varia-
tions d’ingestion. En conditions d’alimentation a volonté, la synthése protéique aurait un impact mi-
neur sur les changements de masse musculaire observés entre les extrémes IR (environ 2% d’écart
dans le taux fractionnel de synthése protéique estimé entre les animaux extrémes alimentés avec le
régime mais, publication #2). Dans des conditions d’alimentation restreinte et identique, le potentiel de
synthése protéique apparemment plus élevé chez les animaux efficients sur I’'IR (plus d’activation des
voies de synthese protéique a mémes quantités protéines totales ; panneau C Figure 23) ne serait la
seule conséquence des quantités ingérées plus faibles observées au cours de I’engraissement. Il est a
noter que malgré I’effort mis en place dans 1’approche moléculaire pour évaluer le turnover protéique
en dissociant les effets de I’IR et du niveau d’ingestion, 1’influence de 1’ingéré sur les expressions des
protéines impliquées dans les voies de la synthése et dégradation protéique n’est pas complétement
effacée. En effet, les différences d’ingestion entre les groupes IR extrémes a sans doute un effet long
terme sur 1’expression des protéines analysées qui perdure au-dela d’une alimentation identique le jour
de I’abattage. D’apres plusieurs études chez 1’humain, la souris et le poisson (Borgenvik et al., 2012),
cet effet long terme de I’ingéré ne serait observable que sur la quantité totale de protéines exprimées
(dans ma thése Akt et S6K totales) et aurait un impact mineur ou nul sur leur état d’activation (dans
ma thése p-Akt et p-S6K), ce dernier dépendant plutdt des changements métaboliques a court terme
tels que ceux déclenchés par 1’absorption postprandiale de nutriments (Hunter, 2000 ; Iliuk et al.,
2016). Lansard et al. (2009) ont étudié les mémes voies de signalisation de la synthese protéique que
dans cette these (Akt et S6K ; voir Figure 12 dans la synthése bibliographique pour plus de détails sur
les voies impliquées) chez le poisson dans une étude comparant 1’état a jeun vs réalimentation. Ils ont
trouvé gue la protéine totale était surtout influencée par les quantités ingérées mesurées pendant les 5
jours pré-abattage tandis que la protéine phosphorylée, et donc active, était seulement impactée par
I’état d’absorption postprandial résultant de 1’ingestion 2 h avant abattage. Donc, I’expression de la
protéine totale, qui représente la quantité de protéine dans le pool protéique analysé, semble étre im-
pactée par des phénoménes d’ingestion a long terme alors que la protéine phosphorylée, qui représente
la protéine activée, serait plutét influencée par des phénomeénes a court terme tels que ceux déclenchés
par 1’absorption postprandiale des nutriments. Souvent dans la littérature scientifique, le potentiel de
synthése protéique est évalué au regard du rapport entre la protéine phosphorylée et la protéine totale
(Welle et al., 2009 ; Thomson, 2018). Cependant, étant données les particularités de I’approche mise
en place, j’ai choisi de discuter séparément les résultats de la protéine totale, de la protéine phosphory-
Iée et du rapport des deux (Figure 23). Cette discussion sera centrée notamment sur la protéine S6K, la
plus proche de la synthése protéique ribosomale (Ruvinsky et Meyuhas, 2006 ; Tavares et al., 2015).

A partir uniquement des résultats obtenus pour le rapport p-S6K/S6K totale, il pourrait étre conclu que
les animaux efficients ont un potentiel de synthése protéique supérieur a celui des animaux inefficients
selon I’IR. Cependant, les interprétations des résultats concernant la protéine totale et phosphorylée
nuancent ce message et tendent vers un concept des variations de syntheése protéique tirées principale-
ment par I’ingéré.
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A)  Expression de la protéine S6K B) Expression de la protéine p-S6K 0) Rapport p-S6K:S6K

P value H Pvalue . P value
IR=0,07 I ; IR=0, 67 ' IR=0, us
12 I 1

Efficients Non- Efficients Non- Efﬁclents Non- Efficients Non- Efﬁc1ents Non- Efficients Non-
efficients efficients efficients efficients efficients efficients

Concentré Régime riche Concentré ‘ Régime riche Concentré Régime riche
riche en fibre en amidon riche en fibre en amidon riche en fibre en amidon
Figure 23 : Synthése protéique intra-cellulaire (voie de signalisation de la protéine S6K) mesurée par
western-blot sur les animaux extrémes selon I’IR et alimentés a base d’un concentré fibreux ou d’un

concentré riche en amidon. Il est affiché 1’expression de la protéine S6K totale (panneau A), de la pro-
téine phosphorylé p-S6K (panneau B) et du rapport entre les deux protéines (panneau C).

=

Les animaux inefficients selon I’'IR ont une quantité plus importante de protéine S6K totale, cohérente
avec une quantité aussi plus importante de protéine totale Akt (+25% ; P=0,10). Ces résultats doivent
étre interprétés comme I’effet long terme de I’ingéré sur les voies de la synthése protéique et non pas
comme un phénomeéne répondant aux quantités ingérées immédiatement avant I’abattage (Gingras et
al., 2007). Une guantité totale des protéines S6K et Akt plus élevée chez les animaux inefficients serait
donc le résultat a long terme d’une ingestion de nutriments plus importante chez ces animaux (Article
#2). Inversement la protéine phosphorylée, qui refléte des régulations a court terme liées a I’absorption
postprandiale (a priori identique entre groupes) était similaire entre groupes et entre régimes.

Par conséquent, je considére que le résultat significatif observé pour le rapport p-S6K/S6K totale est la
conséquence des différences historiques d’ingéré entre les animaux extrémes non contrélées malgré
une alimentation pré-abattage identique entre groupes. Mes résultats sont en accord avec ceux obtenus
récemment par Elolimy et al. (2019) chez le bovin viande, ou les protéines totales de la voie de la syn-
thése protéigue (Akt et S6K) étaient plus abondantes chez les animaux inefficients avec pourtant une
quantité similaire de protéines phosphorylées associée au fait d’avoir abattu les animaux a jeun. Cela a
favorisé un rapport p-S6K : S6K plus élevé chez les animaux efficients. Je considere donc que la syn-
thése protéique évaluée au niveau biomoléculaire est plus efficiente chez les animaux efficients selon
I’IR car, a méme quantité de nutriments absorbés, 1’activation des voies de la synthése protéique en
termes du rapport p-S6K : S6K est plus importante, ce qui serait expliqué par 1’ingéré historique plus
faible des animaux efficients. De fagon similaire, une étude d’expression de génes a identifié certaines
voies de la synthese protéique (ex : protéine ribosomale et mitochondriale) plus activées chez les ani-
maux efficients selon I’IR ce qui peut traduire une efficience de la synthése protéique plus importante
(Chen et al., 2011). Lorsque ces résultats biomoléculaires sont extrapolés a une situation
d’alimentation a volonté, il peut étre attendu que les animaux efficients ayant un ingéré plus faible
présentent un taux de synthése protéique (rapport pS6K : S6K totale) Iégérement plus faible ou simi-
laire a celui des inefficients, comme démontré dans ’approche au niveau de ’animal entier. En con-
clusion, si les animaux extrémes sur IR avaient consommé in vivo les mémes quantités de MSI de
chaque régime, on pourrait attendre, d’apres les résultats de I’approche biomoléculaire, un méme taux
de synthese protéique.
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La dégradation protéique. Les résultats obtenus avec les deux approches mises en place pour évaluer
la dégradation protéique convergent pour considérer une dégradation protéique dans le muscle squelet-
tique (longissimus dorsi) plus faible chez les animaux efficients sur leur IR (Tableau 10). Cependant,
alors que I’approche biomoléculaire montre un effet similaire quel que soit le régime alimentaire,
I’approche au niveau de 1’animal entier, montre que la dégradation protéique n’est différente entre
extrémes IR qu’avec le régime riche en amidon (publication #2 Tableau 5). Cette apparente contradic-
tion entre les deux approches semble provenir du mode d’alimentation utilisé dans les deux approches
(a volonté vs concentré limité).

Un apport de concentré équivalent avant [’abattage avait été réfléchi pour promouvoir un pic
d’absorption de nutriments permettant de déclencher I’activation des voies de signalisation de la syn-
thése et dégradation protéiques de facon plus importante que dans un état de jeGne (Duchéne et al.,
2008 ; Ryan et al., 2008 ; Lansard et al., 2009). Ces voies de signalisation ont été analysées autour du
pic d’absorption postprandiale (3h ; Jenny et Polan, 1975 ; Evans et al., 1975a), moment auquel les
animaux ont été abattus. De plus, ’alimentation pré-abattage était constituée uniquement de concentré
(Tableau 1 de I’annexe 1), sans ensilage, normalement distribué a hauteur de 40% de la ration totale.
Dans ces conditions, j’attends une absorption de nutriments, au pic d’absorption postprandial, beau-
coup plus importante et rapide qu’avec le régime entier ot I’encombrement créée par le fourrage aurait
diminué le taux de transit et la digestibilité de la ration (Waldo, 1973, 1986) et par conséquence la
vitesse d’absorption de nutriments.

J’ai essayé de répondre a la question « le turnover protéique est-il associé a I’IR ? » en tenant compte
de I’'impact du régime sur cette relation avec deux approches complémentaires. Les résultats de
I’analyse biomoléculaire peuvent €tre interprétés comme une évaluation des phénomenes de régulation
métabolique propres a I’individu (en limitant I’interférence de 1’ingéré), tandis que I’analyse au niveau
de I’animal entier pourrait refléter aussi ce qui se passe dans les animaux lorsqu’ils consomment a
volonté. On peut donc attendre que les différences de turnover protéique entre individus extrémes se-
lon I’IR soient expliquées en partie par les différences de quantités ingérées, comme décrit précédem-
ment, mais mes résultats issus de 1’approche biomoléculaire (travail complémentaire en annexe 1)
suggerent en plus une influence du métabolisme de 1’animal (peut étre dicté par la génétique) indépen-
damment de 1’ingéré.

En résumé, les résultats de la dégradation protéique observés entre extrémes mais dans la publication
#2 pourraient confirmer I’hypotheése formulée dans ma thése ainsi que dans des études précédentes en
utilisant des méthodologies trés différentes [Cantalapiedra-Hijar et al. (2018) : synthése des travaux
analytiques sur différentes especes animales ; Elolimy et al. (2019) : étude appliquant la méme ap-
proche biomoléculaire que moi ; Duarte et al. (2019) : méta-analyse des études d’association pange-
nomique] relative a une dégradation protéique négativement associée a I’EA quel que soit le critére
utilisé chez le bovin viande. Néanmoins cette hypothése ne semble pas étre confirmée chez les ani-
maux alimentés avec un régime riche en fibre. Dans la prochaine section j’explique 1’interaction entre
le classement IR et le type de régime sur le turnover protéique.
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Quels mécanismes pourraient expliquer une relation régime-dépendante entre le turnover
protéique et ’IR chez le bovin a viande ?

D’aprés la synthése bibliographique que j’ai réalisée, la relation entre le turnover protéique et ’EA
chez le ruminant a généralement été étudiée et confirmée chez des animaux recevant des régimes de
production riches en amidon (McCarthy et al., 1983 ; Boisclair et al., 1994 ; Oddy et al., 1995 ; da
Costa Gomes et al., 2013 ; Zorzi et al., 2013). Si les régimes riches en amidon sont trés utilisés dans
les études du turnover protéique c’est qu’ils sont les plus fréquents pour les vaches laitiéres et les
agneaux/bovins en engraissement.

Je consideére la nature et la quantité des nutriments absorbés comme étant les principaux facteurs pou-
vant expliquer la relation régime-dépendant entre I’IR et le turnover protéique. La nature des nutri-
ments absorbés peut expliquer certainement cette interaction étant donné le réle direct des substrats
glucogéniques et de la réponse insulinique qui en résulte, tant sur la synthese (Bolster et al., 2004) que
sur la dégradation protéiques (Suryawan et Davis, 2014). Indirectement, j’attends aussi que les diffé-
rences de turnover protéique contribuent aux variations de composition corporelle, toutes deux asso-
ciées dans différentes études (Kelly et al., 2010 ; Asher et al., 2018). Dans la publication #2, j’ai indi-
qué que la principale caractéristique qui varie entre les régimes mais et herbe est 1’énergie en termes
de teneur (0,93 UFV/kg MS vs 0,86 UFV/kg MS), densité énergétique (1,06 UFV/UEB vs 0,91
UFV/UEB) et surtout de nature (rapport amidon/NDF : 0,99 vs 0,11). Ces différences entre régimes
auront une influence sur la digestibilité des rations (+2% dans le régime mais, Tableau 1, publication
#2) et puis sur la quantité et la nature des nutriments absorbés (INRA, 2018). Concernant les nutri-
ments absorbés, j’ai estimé a partir de la composition chimique des ingrédients mesurée et des équa-
tions de prédiction développées par mon équipe (Loncke et al., 2020) que 1’absorption en veine porte
des substrats glucogéniques étaient plus importante avec le régime mais qu’avec le régime herbe [glu-
cose =316 vs 48.5 g/j par animal, rapport acétate : propionate = 3,28 vs 3,81 (-14%)]. Cet apport diffé-
rentiel explique a son tour I’insulinémie plus importante chez les animaux nourris avec le régime mais
vs herbe dans notre étude (Tableau 4 dans la publication #2 ; +58,9% ; P=0,001) et dans des études
précédentes (Tufan et al., 2016 ; Nichols et al., 2019). Etant données les différences d’ingéré entre
extrémes selon I’IR (11% d’écart sur le niveau d’ingestion ; MSI/PV), il peut étre attendu que les ani-
maux inefficients auront une absorption de substrats glucogéniques et d’AAs plus importante que les
efficients. De plus, la différence d’absorption en substrats glucogéniques entre extrémes est attendue
d’étre proportionnellement plus importante avec le régime mais vs herbe car la proportion des subs-
trats glucogéniques avec le régime herbe est trés faible par rapport au régime mais.

Dans ce sens, une étude basée sur une analyse par métabolomique réalisée sur les animaux les plus
extrémes (n = 48) issus du dispositif a grande échelle a conclu que 1’ingestion mesurée d’amidon,
I’absorption estimée de glucose et la concentration plasmatique en AAs ramifiés et en insuline étaient
toujours plus élevées chez les animaux inefficients vs efficients sur I’I[R mais uniquement lorsqu’ils
étaient alimentés avec le régime a base de mais [+14%, +15% et +21% respectivement; P<0,01 (Jorge-
Smeding et al., 2021)]. Etant donnée 1’influence de ’absorption des nutriments glucogéniques et des
AAs sur la réponse insulinique (Lobley et al., 1998), ces résultats expliqueraient pourquoi la concen-
tration plasmatique d’insuline était plus importante chez les inefficients seulement avec le régime
mais. Les résultats de ma thése montrent également que les animaux inefficients selon I’IR présentent
une insulinémie plus forte que les animaux efficients (+25% ; P=0,08) mais uniquement avec le ré-
gime mais, sans différences entre les extrémes herbe.
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Je peux donc conclure & partir des données genérées dans ma thése et dans une étude complémentaire
(Jorge-Smeding et al., 2021) réalisée a partir du méme dispositif animal que les différences entre ré-
gimes de nutriments absorbés, et la réponse insulinique qui en résulte, peuvent expliquer I’interaction
observée entre le type de régime et I’IR sur le turnover protéique. En effet, ’insuline et les AAs rami-
fiés ont été identifiés comme signaux d’activation de la synthése protéique a travers la voie de mTOR
(Laplante et Sabatini, 2009). Par conséquent, sachant que la synthése et la dégradation protéiques sont
des processus dépendants de I’ingéré (Waterlow, 2006), il peut étre attendu qu’avec des régimes don-
nant lieu a une absorption plus importante de nutriments glucogéniques, 1’activation de la voie mTOR
par I’insuline et les acides aminés ramifiés soit plus élevée chez les extrémes alimentés avec un régime
a base mais vs herbe.

Finalement, a partir des données générées par 1’approche biomoléculaire (alimentation restreinte et
identique), je fais I’hypothése que la nature des régimes (mais vs herbe) pourrait aussi jouer sur la
vitesse ou le taux d’absorption des nutriments (en plus de leur nature) et contribuer en partie a
I’interaction entre I’IR et le régime alimentaire sur le turnover protéique. En effet, des données de la
littérature chez I’humain suggérent que le profil et la vitesse d’absorption de nutriments (notamment
I’amplitude du pic d’absorption postprandiale) est un des signaux essentiels pour déclencher les voies
associées a la synthése et dégradation protéique (Chow et al., 2006).

En résumé, I’interaction observée entre le régime et le classement IR des animaux sur le turnover pro-
téique pourrait étre expliquée par une plus grande différence d’absorption de nutriments glucogéniques
et de régulations insuliniques associées, entre les extrémes du régime mais comparé a ceux du régime
herbe. L’hypothése d’une vitesse d’absorption différentielle (en plus de la nature des nutriments) entre
les régimes est aussi émise pour expliquer cette interaction.
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Influence du turnover protéique sur I’EA chez le bovin viande

Dans cette derniére partie de la discussion j’aimerais mettre le turnover protéique au centre de la rela-
tion entre I’EA et le métabolisme protéique (Figure 24), en expliquant mes hypothéses relatives a son
influence sur d’une part la composition corporelle et 'EUA (Fléche 2 bleue de la Figure 24), et d’autre
part la dépense énergétique, la MSI et I’IR (Fleéches 1 bleue et 5 noire de la Figure 24). Cependant,
pour faciliter la compréhension, je me limiterai a discuter en priorité les résultats observés uniquement
avec le régime mais pour lequel le turnover protéique a été plus faible chez les animaux efficients se-
lon I’'IR.

Efficience
d’utilisation de r=-0.40%%*
I'azote (EUA)

r=-0.34%* r=0.65%+
6 r=-0.38%*

Figure 24 : Schéma conceptuel présentant mes hypothéses sur le lien entre le métabolisme protéique
(EUA) et I'IR avec le turnover protéique comme déterminant majeur de cette relation. Les fleches
bleues épaisses (1 et 2) sont les relations identifiées dans ce travail de thése qui pourraient mettre le
turnover protéique dans le centre de la relation entre ’EUA et I’IR. Les lignes fines noires sont des
relations établies dans ce travail de thése et la littérature scientifique. Les lignes fines vertes sont simi-
laires aux noires mais pointent sur une interaction significative entre 1’effet régime et le classement IR

(P<0,10).
*** P=<0,001 ** P<0,01 * P<0,05 1P<0,10.
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Hypothese sur linfluence du turnover protéique sur la composition corporelle et I'’EUA (fleche 2,
Figure 5).

Les résultats du turnover protéique mesuré dans le muscle pourraient expliquer pourquoi a méme PV
initial et final et a méme durée d’engraissement, les individus efficients ont un poids de carcasse et une
quantité de muscle squelettique plus importants que les inefficients. D’un point de vue biologique, une
baisse du taux de dégradation protéique avec un taux de synthése protéique similaire ou Iégerement
diminué conduit a un taux d’accrétion protéique plus €élevé. Ainsi, Lorenzen et al. (2000a) ont montré
gue des agneaux sélectionnés pour un taux de dégradation protéique plus faible avaient un gain pro-
téique plus important sans changements significatifs du taux de synthése protéique. Lobley (2003)
expliquait comment 1’efficience de rétention protéique, déterminée d’aprés le rapport entre le taux de
synthese protéique totale et le taux d’accrétion protéique totale, pouvait étre plus élevée lorsque la
dégradation protéique diminuait par rapport a une synthése protéique augmentée. Mon hypotheése est
que le turnover protéique impacte I’EUA au travers notamment de son influence sur la proportion de
muscle squelettique. Ce phénomeéne a été en partie démontré dans 1’étude d’Eanaeme et al. (1998) qui
a montré I’influence d’une modification du turnover protéique du muscle squelettique sur le catabo-
lisme hépatique des AAs. Comme discuté précédemment, une partie des AASs issus des protéines dé-
gradées ne peuvent pas étre re-synthétisées du fait de ’incorporation d’un groupe amine terminal qui
détermine la fin de leur demi-vie (Eldeeb et Fahlman, 2016). Par conséquent, ces AAs sont catabolisés
dans le foie puis excrétés dans les urines sous forme d’azote uréique. Waterlow (1970 ; 2006) montre
dans un travail de synthese chez la souris que le taux de resynthése des AAs dans un méme organe (la
plus grande partie sort de I’organe et est re-synthétisee ailleurs) représente 10-30% dans le muscle
squelettique et jusqu’a 50% dans le foie en postprandial. Un taux de turnover protéique, et donc de
synthese et de dégradation des protéines, plus important peut conduire a une incorporation plus élevée
de groupes amines terminaux (Giglione et al., 2004), et donc a un catabolisme hépatique des AAs plus
important chez les animaux inefficients. Cette hypothése a été aussi formulée par Oddy et Richardson
(2004), mais malheureusement, une relation positive entre le turnover protéique et le catabolisme hé-
patique des AAs n’a jamais été prouvée chez des animaux en bonne santé, elle ’a été uniquement chez
des individus atteints de maladies comme ’urémie (Mitch et al., 1993 ; England et Price, 1995). Mes
résultats ne permettent pas de prouver cette relation non plus mais ils la suggérent. Les animaux inef-
ficients ont une activité de transaminase aspartate alanine-transférase (ALAT) plus importante
(+24,6% ; P=0,06) que les efficients quel que soit le régime, ce qui a été associé a un catabolisme des
AAs plus élevé (Bourdel et al., 1983). Ces résultats sont aussi cohérents avec ceux de Cantalapiedra-
Hijar et al. (2020) sur les animaux plus extrémes issus du méme dispositif a grande échelle, et qui
suggérent une transamination plus importante des AAs chez les individus inefficients selon I’IR quel
que soit le régime. Je considere que les résultats de cette thése suggerent une relation positive entre le
turnover protéique et le catabolisme des AAs car la dégradation protéique intra-cellulaire (voie de
I’ubiquitine) du muscle squelettique a été positivement corrélée aux activités des enzymes hépatiques
ALAT (r=0.40 ; P=0.02). Ces résultats sont issus de I’étude ex vivo en postprandial, et j’attendrais
une corrélation similaire lorsque les animaux ingérent a volonté. Compte tenu de I’influence du cata-
bolisme des AAs sur ’EUA (Nichols et al., 2019), la corrélation négative trouvée dans le dispositif
analytique entre la dégradation protéique et ’EUA (données de 1’abattoir, r=-0,17 ; P=0,09) renforce
I’hypotheése d’un turnover protéique impactant positivement le catabolisme des AAs hépatiques et
négativement I’EUA. Ainsi, le fait d’avoir noté un turnover protéique différent entre animaux ex-
trémes IR et d’avoir observé des corrélations significatives (méme si faibles) ou des tendances entre le
turnover protéique et ’EUA avec le régime mais semble renforcer I’hypothése émise a partir du dispo-
sitif & grande échelle (Figure 21) d’une relation entre I’'IR et ’EUA plus importante avec le régime
mais. En conséquence, je considére que le turnover protéique pourrait contribuer a expliquer les diffé-
rences d’EUA observées entre extrémes IR.
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Hypothese sur Uinfluence du turnover protéique sur la dépense énergétique, les quantités ingérées et
IR (fleche 1, Figure 5).

Les phénomenes biologiques a ’origine d’une relation entre turnover protéique et IR sont, d’apres la
plupart des auteurs, en lien avec la dépense énergétique qui se situe a I’interface des deux (Caton et al.,
2000 ; Lobley, 2003). Mes résultats montrent que les animaux efficients selon I’IR ont tendance a
avoir une dépense énergétique plus faible (-4,2% de consommation d’oxygeéne en g/kg PV ; P=0,08)
que les inefficients, quel que soit le régime. Cette trés Iégére baisse de dépense énergétique peut résul-
ter d’un ingéré plus faible (corrélation entre la consommation d’O2 et MSI : r= 0,38 ; P=0,03) et d’'un
rendement de carcasse plus élevé (corrélation entre la consommation d’O2 et le rendement de carcasse
: r=-0.34 ; P=0.02) avec des organes plus petits (a forte dépense énergétique par g de tissu, Ortigues et
Doreau, 1995). Mon hypothése est que le turnover protéique pourrait impacter I’IR a travers son in-
fluence sur la dépense énergétique (corrélation entre la TFDMS et la consommation d’O2 : r= 0,39 ;
P=0,03) et donc, sur les quantités ingérées. Cependant, je considére que les différences de turnover
protéique entre individus ne contribuent pas a expliquer une grande partie des différences de dépense
énergétique observées entre les extrémes selon I’IR parce que : i) seulement 8% des différences entre
extrémes selon I'IR sont expliqués par les différences de dépense énergétique entre animaux (publica-
tion #2). En regardant les résultats de composition corporelle des animaux extrémes, j’attends que la
plupart des différences de dépense énergétique entre extrémes soit associée a la composition corpo-
relle [sachant que les animaux extrémes ont une dépense énergétique calculée des tissus splanchniques
plus faible de -2,1% et de la carcasse plus élevée de +4,2% par rapport aux inefficients] et a I’ingéré,
avec peut-étre une contribution mineure du turnover protéique, ii) Les différences de turnover entre
animaux extrémes sont fondamentalement associées a la dégradation protéique et non a la synthese
protéique, or le colt énergétique de la dégradation protéique est significativement moins important que
celui de la synthese (0,36 Mcal/kg vs 1,45 Mcal/kg ; Lobley et al., 2000b) et iii) Les différences de
turnover protéique observées sont principalement associées au muscle squelettique, et méme si le
muscle squelettique représente le pool protéique le plus important du corps chez le bovin viande, le
turnover protéique et le taux métabolique de ce tissu sont significativement plus faibles que ceux des
organes (Ortigues et Doreau, 1995) en paralléle de leur dépense énergétique [1,02 MJ/Kg tissu/jour vs
10,5 MJ/kg tissu/jour, respectivement (Oddy et al., 1984 ; Burrin et al., 1990)].

Jen conclu pour le régime mais, que les animaux supérieurs en termes d’IR ont un turnover protéique
plus faible, évalué¢ d’apres la baisse de dégradation protéique. Ces différences de turnover protéique
peuvent expliquer en partie les différences observées de composition corporelle, et par conséquent, de
dépense énergétique et d’EA, ainsi que les différences estimées de catabolisme hépatique des AAs, ce
qui aide a comprendre le lien entre turnover protéique et EUA.
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L’objectif de ce travail a été d’évaluer la relation entre I’ingéré résiduel (IR), un critére d’efficience
alimentaire utilisé en sélection génétique, et le métabolisme protéique en analysant la contribution du
régime a cette relation.

Ce travail a mis en évidence qu’il existe une relation entre le métabolisme protéique et I’IR chez le
bovin viande. Cette relation a d’abord été démontrée au niveau de ’animal entier, ou le métabolisme
protéique a été apprécié par son effet global sur I’efficience d’utilisation de ’azote (EUA), en mon-
trant que les individus efficients selon I’IR ont aussi une EUA supérieure. Bien que cette relation ait
été confirmée quel que soit le régime alimentaire utilisé, des tendances observées dans cette these sug-
geérent une plus forte relation entre I’EUA et I’IR chez les animaux nourris avec un régime riche en
amidon comparé a un régime riche en fibre. Le turnover protéique pourrait étre a 1’origine d’une rela-
tion régime-dépendant entre I’'IR et I’EUA. Ainsi, les animaux efficients selon I’'IR ont présenté un
turnover protéique plus faible, en termes de dégradation protéique, que les animaux inefficients mais
seulement avec le régime riche en amidon, alors qu’il n’y a pas de différences chez les animaux du
régime riche en fibre. Cette interaction significative semble étre due aux fortes différences dans la
nature de I’énergie des deux régimes alimentaires (amidon vs fibre), promouvant une absorption de
substrats glucogéniques supérieure (notamment pour le glucose et le rapport acétate/propionate) mais
aussi plus rapide (taux d’absorption) chez les animaux alimentés avec le régime riche en amidon. Une
absorption contrastée, mais aussi probablement plus rapide, en nutriments glucogéniques chez les
animaux mais semble étre responsable d’une réponse insulinique trés différente entre les extrémes IR
des deux régimes alimentaires, un signal clé de 1’état d’activation des voies moléculaire de la synthése
et dégradation protéique.

Mes résultats suggérent que, dans les conditions expérimentales utilisées dans ma thése, les phéno-
meénes de régulation de la synthése et dégradation protéiques n’opérent pas de la méme fagon lors-
qu’on évalue des animaux extrémes sur I’IR entre régimes. Ainsi, la dégradation protéique est dimi-
nuée chez les animaux efficients alimentés avec le régime mais par des phénoménes qui ne sont pas
uniquement reliés a I’ingéré mais aussi au métabolisme propre de I’individu. En revanche, la synthése
protéique semble étre 1égérement diminuée chez les animaux efficients alimentés avec le régime mais
probablement au travers uniquement de 1’effet de I’ingéré. Les données générées dans ma thése sugge-
rent que si les animaux mais avaient été alimentés in vivo a méme niveau d’ingestion, les individus
efficients auraient eu une dégradation protéique toujours plus basse mais une synthése protéique simi-
laire par rapport aux individus inefficients.

Les résultats de cette thése démontrent comment les animaux efficients selon I’IR utilisent 1’azote
ingéré de maniere plus efficiente grace a des modifications de métabolisme protéique, notamment du
turnover qui partitionne 1’azote en faveur du dépdt musculaire et au détriment des urines. Les consé-
quences de I'utilisation de I’IR comme index de sélection génétique pourraient donc a la fois améliorer
I’économie des élevages en lien avec le prix de la protéine et réduire les rejets azotés vers
I’environnement.
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Drapres les principales conclusions de cette thése, 1’approfondissement de la relation entre le métabo-
lisme protéique et I’EA devraient porter sur I’effet du régime. Dans mon point de vue il y a une pers-
pective principale a suivre et d’autres points intéressants a étudier ensuite.

La premicre perspective porte sur le turnover protéique des animaux extrémes alimentés a 1’herbe. Il
s’agirait d’analyser plus finement le turnover protéique entre extrémes alimentés avec le régime herbe
en utilisant d’autres méthodes, plus sensibles a de faibles variations de turnover (ex : méthodes de
référence ; Waterlow, 2006), de fagon a confirmer soit le manque de différence entre extrémes du taux
du turnover protéique, soit les limites des méthodes utilisées dans cette thése pour détecter de faibles
différences. En effet, méme si I’impact des deux approches (animal entier et biomoléculaire) a été
discuté, I’absence de différences de turnover protéique entre extrémes alimentés avec le régime herbe
a été un peu surprenante. Les méthodes de mesure du turnover protéique utilisées dans ce travail ont
été choisies car elles sont non-invasives, elles permettent d’évaluer le turnover sur un temps long et
leur capacité a détecter des différences de turnover entre régimes contrastés en teneur protéique avait
été démontrée (Harris et Milne, 1980 ; Cantalapiedra-Hijar et al., 2019). L’utilisation de méthodes de
référence aurait néanmoins 1’inconvénient de faire mesures invasives a court terme sur des animaux en
conditions non-physiologiques.

Compte tenu de I’association connue entre la MSI et le turnover protéique (Jones et al., 1990), nous
avons appliqué une approche qui tentait d’isoler I’effet de I’IR de celui des quantités ingérées. Pour
mieux explorer cette idée, je propose d’utiliser des lignées génétiques d’animaux extrémes selon I’IR
et de les nourrir 4 méme niveau d’ingestion en évaluant leur turnover protéique. Une telle stratégie
expérimentale permettrait de tester s’ils les différences de turnover protéique sont strictement asso-
ciées a la génétique ou liées a I’ingéré.

De la méme maniére et en essayant d’isoler 1’effet de I’IR de celui des quantités ingérées, il peut étre
trés intéressant d’évaluer avec des méthodes plus directes si vraiment les animaux inefficients ont un
catabolisme hépatique des AAs [ex : avec des méthodes d’infusion des isotopes (Harris et al., 1992)]
et des pertes protéiques endogéenes fécales [ex : avec des canules duodénales (Swanson, 1977)] plus
élevées que les efficients, comme suggéré par les résultats de cette thése et les travaux antérieurs (Ri-
chardson et al., 2004 ; Herd et al., 2004). Cependant, la recherche devant prendre en compte le bien-
étre animal et les demandes sociétales, 1’utilisation de méthodes invasives n’est pas souhaitable ce qui
nécessiterait le développement de nouvelles approches (peut étre indirectes comme celles utilisées
dans cette theése).

Enfin le turnover protéique pourrait étre encore évalué au niveau biomoléculaire mais a travers
d’autres voies métaboliques de la dégradation (protéine MDM?2 proto-oncogene, protéine ligase de
I’ubiquitine NEDD4) et de la synthése protéiques (mTor, ou le facteur d’élongation 2 EEF2K) ainsi
que d’autres pools (intestins, rumen, peau, muscle non-squelettique) comme dans des travails
précédents (Elolimy et al., 2019). Il pourrait aussi étre intéressant de mesurer les mémes voies de
synthése protéique que dans cette thése chez des animaux extrémes selon I’IR mais restreints a un
méme niveau d’alimentation pendant une longue période. Ainsi, il pourrait étre confirmé que la
synthése protéique est vraiment dépendante des quantités ingérées et indépendante de I'IR.
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Annexe 1 : Une approche intra-cellulaire pour étudier le métabolisme protéique.

Protein metabolism at intra-cellular level could explain efficiency in bulls selected by residual
feed intake fed two contrasting diets

Guarnido-Lopez, P., Ortigues-Marty, I., David, J., Polakof, S., Cantalapiedra-Hijar, G.

Manuscript en préparation.

Introduction

In order to face current economic and environmental impact of livestock increase as result of a
generalized augmentation of meat demand, feed efficiency need to be improved (Makkar and Beever,
2012). In beef cattle, where animals present a particular lower efficiency of feed transformation into
animal products (Mottet et al., 2017), Residual feed intake (RFI) has been categorized as the preferred
feed efficiency criteria because of its moderate heritability (0.3-0.6) and its non-correlation with body
weight and gain. However, genetic selection for RFI has been related to co-selection for undesirable
characters as lower immunity or reproductive performances (Wang et al., 2012; Zerjal et al., 2021). In
addition, selection by RFI present environmental interactions with the type of diet used, showing
changes in RFI ranking when shifting across different diets of different composition (Coyle et al.,
2016; Asher et al., 2018; Lahart et al., 2020). As RFI has been presented as a multi-trait related
character, several undesirable effects of genetic selection by this trait could be explained explorating
biological mechanisms underlying RFI. Among biological determinants of RFI, protein metabolism
has been proposed as a major one because of its relation with productive and non-productive functions
and its association with energy expenditure (Richardson and Herd, 2004; Cantalapiedra-Hijar et al.,
2018). Main protein metabolism mechanisms associated to feed efficiency are protein turnover, as the
continual synthesis and degradation of body proteins (Lobley, 2003) and the hepatic catabolism
(Lapierre et al., 2006). Some previous studies show differences in protein metabolism across extreme
RFI cattle (McDonaugh et al., 2001; Oddy and Richardson, 2004; Elolimy et al., 2019; Guarnido-
Lopez et al., 2022). However, in the case of RFI, whose animals have been chosen because of their
different intake at similar body performances, it may result complicated to study these mechanisms in
RFI independently of the feeding level effect, highly influencing both the protein turnover and the
hepatic catabolism (McNurlan and Garlick, 1989; Boisclair et al., 1994; Lobley, 1998; Waterlow,
2006a). Therefore, it could be difficult to determine if genetic selection by RFI is just conducted by
differences in DMI and appetite between extremes as suggested by (Lines et al., 2014) or if there are
mechanisms associated to RFI genotype regardless the feeding level. In addition, these mechanisms
could somehow explain the association between feed efficiency and some of the above-mentioned
undesirable effects of RFI selection (Rauw et al., 1998; Rauw, 2012).

Therefore, the objective of this study was to evaluate protein metabolism of extreme RFI individuals
fed contrasting diets isolating the effect of RFI genotype from the feeding level by standardizing
animals at similar level of ingestion
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Material and methods

The protocol of this study was approved by the Ethics Committee of the Auvergne-Rhéne-Alpes
region and the French Ministry of Higher Education, Research and Innovation (Authorization number:
APAFIS #16194-2016101016361277 v6 delivered on 14Th January 2019). This experiment was
conducted at INRAE, Centre Auvergne-Rhone-Alpes, France.

Animals, dietary management and experimental design

Tissues and plasma metabolites from 32 extreme RFI Charolais bulls were analyzed in two
consecutive years (n=16 in year 2019 and n=16 in year 2020). Half of animals were fed a high-starch
diet based on corn silage and the other half were fed a high-fiber diet based on grass silage. Both diets
were formulated with a forage to concentrate ratio close to 60:40, where the concentrate of the corn-
based diet contained 60% wheat grains and 40% soybean meal while that from the grass-based diet
had 20% wheat grains, 15% soybean meal and 65% beet pulp. Animals belonged to an experiment
detailed in Guarnido-Lopez et al., (submitted), where the extreme RFI individuals were chosen
through an initial 84 d feed efficiency test and then, they were evaluated for protein turnover and NUE
during a total of 112 days. During this period, we also recorded feed efficiency and oxygen
consumption through a Greenfeed ®. Half of animals were fed a high-energy diet based on corn silage
and the other half were fed a high-fiber diet based on grass silage. Both diets were formulated with a
forage to concentrate ratio close to 60:40, where the concentrate of the corn-based diet had contained
60% wheat grains and 40% soybean meal (60% and 40% respectively) while that from the grass-based
diet had 20% wheat grains, 15% soybean meal and 65% beet pulp (20%, 15% and 65% respectively).
After At the end of the study of protein metabolism, extreme RFI animals were slaughtered at the same
fattening duration (196 d), averaging 698 + 63 kg BW and 485 + 42 day old.

In order to remove the DMI variation among extremes RFI, we conducted aanimals were starved over
12-14h starvation period the day before being sending sent animals to the abattoir, and but received 3
hours before the slaughter, we gave to animals manually a fixed amount (2.5kg) of their respective
concentrates (high-energy vs high-fiber; Table 1) distributed manually by using a bucketto each animal.
We choseThe 3 hours hour interval between this last meal and slaughter was chosen because it is, on
average, it has been observed to be the higher postprandial moment in ruminants regardingtime for the
highest plasma glucose and insulin levels (Jenny and Polan, 1975; Evans et al., 1975). Animals were
slaughtered sequentially during over a whole month each year (in June 2019 and June 2020), four
animals been slaughtered per week oin the same day (Tuesdays) but with approximately one hour of
separation between them. Therefore, in order toTo avoid animals having unlimited access to feed and
feed them 3 hours before the slaughter, we keep animalsthey were individually separated during the
12h previous to the abattoir.

Measurements and sampling

Plasma and tissues sampling

Blood samples were collected from each extreme RFI animal just in the moment of the slaughter by
neck venipuncture into a 9 ml EDTA tube (BD vacutainer, Playmouth, UK) and centrifuged at 2500 x
g during 10 min at room temperature to obtain separate the plasma, after that was subsequently storage
stored at -20°C. Plasma was then analyzed for metabolites (glucose, urea and Beta-OH) and hormones
(insulin and IGF-1) concentrations.
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We At slaughter, we also sampled tissues fresh tissues from animals. For protein turnover and
enzymatic activity, we sampled the Longissimus Dorsi muscle (Longissimus Dorsi) and the liver of
animals during the slaughter. Just after extracting a piece of the tissue immediately after sampling, the
samples, were cut it in small squares (<1g) and put them frozen in liquid nitrogen (-80° C) to keep
samples freeze and stored at -80?? °C until the analysis.

Laboratory analyses

Feed, experimental diet characteristics and N balance

Dietary As detailed in Guarnido et al., (submitted)xxx , dietary samples from concentrates were
analyzed for DM, organic matter (OM), N, NDF, ADF and starch. Dry matter and OM concentrations
were determined by oven-drying (60°C and 72h) and subsequent incineration in a muffle furnace at
550°C (NF V 18-101), respectively. Nitrogen concentrations were analyzed by the Dumas method
(Ebeling, 1968) in the Elementar Rapid N Cube ®. Solid samples, once dried, were introduced in
capsules of 200 mg and liquid samples (urines) were introduced by pipetting 300 ul in each capsule.
CP was considered to be N x 6.25. The enzymatic CP degradability was obtained after 1h of in vitro
incubation (ED1) according to Aufrere et al., (1989; 1991). Neutral detergent fiber (NDF) and acid
detergent fiber (ADF) were analyzed according to Van Soest et al., (1991). Before starch analysis, we
used a neutral detergent solution to remove proteins, starch, tannins and cellular rest (NDF) and an
acid detergent solution to remove the hemicellulose (ADF). Starch was analyzed by spectrophotometry
after enzymatic analysis (a-amylase) on feed samples (Faisant et al., 1995). In vitro DM and OM
digestibility of silages and individual ingredients was determined according to Aufrére et al., (2007).
Then, feed values of individual ingredients were calculated using Prevalim® according INRA (2018).
Feed values of concentrates were estimated from chemical compositions of ingredients.

Plasma metabolites and hormones

For plasmatic glucose, Betabeta-OH and urea, analyses were conducted for each plasma sample (1.5
ml) through aby gas spectrophotometerry with an automated analyzer (Arene 20XT, Thermo Scientific,
Vaanta, Finland). In the case of urea, analyses were conducted in double and in simple for glucose and
Beta-OH. The accuracy profile (NF V03-110: 2010) of the automated analyzer for the concentration of
these 3 metabolites concentrations rangeding between 0.05 and 0.90 g/L yielded an average accuracy
of 101% and a coefficient of variation for replicates averaging 8%. Plasma insulin and IGF-1 were
determined by radioimmunoassay (RIA) using commercial kits (Bouty Techno Genetics, Milan, Italy),
validated for bovine sera.

Western Blot analysis

The relative abundance of proteins involved in protein synthesis and protein degradation of liver and
muscle were detected using immunoblotting. Frozen samples were homogeinized on ice in 2 ml lysis
buffer (150 mM Nacl, 10 mM Tris, 1 mM EGTA, 1 mM EDTA, pH 7.4, 100 mM Sodium Floride, 4
mM Sodium pyrophosphate, 2 mM Sodium Orthovanadate, 1% Triton X-100, Protease inhibitor
cocktail to 1% V/V before using (Merck Sigma, P8340 Saint Quentin Fallavier). The solution obtained
was centrifuged at 10000 g for 15 min at 4 °C. Protein concentration was determined using a BCA
protein assay kit (Thermo Pierce Biotechnology, IL, USA) according to the protocol of the
manufacturer with BSA as a standard. Proteins were then denaturated in a 1X Laemmli solution (+ B-
mercaptoethanol) at 95 °C during 5 min, and separated onto polyacrylamide gels (Biorad, Mini-
Protean TGX stain-Free gels, 4-20%, 4568095, Mitry-Mory). Equal amounts of protein (20 pg per
lane) were loaded onto gels set on a Mini-Protean tetra electrophoretic system (Bio-Rad) and run in a
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1X buffer (Running buffer 10X, Tris-Base, Glycine and SDS) for 2 h at 80 V at ambient temperature
and 70 V until the blue reached the bottom of the gel. After migration, separated proteins were
transferred into polyvinylidene fluoride membranes ( Biorad, Trans-Blot Turbo, tranfer kit, LF PVDF,
1704275). After washing in a PBS-Tween 1X solution, membranes were blocked for 1 h at room
temperature in blocking solution, BSA 5% PBS-Tween 0.1%.

For protein synthesis we analyzed the Akt and S6 pathway in the muscle and the liver. Antibodies
utilized for Akt pathway were Akt (pan, rabbit ab #4691, Cell Signaling, Ozyme, France) and pAkt
(Serine473, rabbit Ab #4060, Cell Signaling, Ozyme, France). Antibodies utilized for S6 pathway were
S6 (S6 ribosomal protein #2217 Cell Signaling, Ozyme, France) and pS6 (Serine 235/236, rabbit Ab
#2211, Cell Signaling, Ozyme, France). Membranes were incubated overnight at 4 °C and protein
bands were visualized by Infrared Fluorescence using the Odyssey Imaging System (LI-COR Inc.
Biotechnology, Lincoln, NE, USA) and quantified by Odyssey infrared imaging system software
(Application software, version 1.2). For protein degradation we analyzed the ubiquitine (UBA1,
Ab180125, Abrcam rabbit Ab) and autophagy (LC3b, L7543 sigma-Aldrich) pathway in the muscle.
Membranes were incubated overnight at 4 °C and protein bands were visualized by using a G:Box
enhanced chemiluminescence (ECL plus; GE Healthcare, Orsay, France). Finally, we normalized
results according to the total protein values.

Enzymatic activity

We were interested in measuringed the enzymatic activity of two main transaminases of the liver;
Aspartate aspartate alanine-transferase (ALAT) and Aspartate aspartate amino-transferase (AST). For
enzyme activities, ILiver samples were homogenized with ice-cold buffer (10w :v ; 50 mM Tris, pH
7.4, 250 mM sucrose, 1 mM EDTA, 1mM Sodium orthovanadate, 5mM Sodium pyrophosphate, 50
mM NaF, 1 mM EGTA, 1% V/V Triton X100, 1% V/V Protease Inhibitor Cocktail). The homogenate
was centrifuged for 20 min at 200009 (except for a homogenate aliquot for the glucose-6-phosphatase,
G6 Pase, assay centrifuged at 100000g) and the supernatant used immediately for enzyme assays.
Analyses were conducted through spectrophotometry using a microplate reader (Infinite® 200 PRO
NanoQuant, Tecan, Grddig, Austria) as described in Polakof et al., (2008) but adapted for cattle.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed in R (RStudio Core Team, version 1.1.463, 2018). To test the
effects of the diet, the RFI group and their interaction on all post-mortem analyzed variables, a general
linear model was run that included the year, the nature of the diet, the RFI group, and their interactions
as fixed effects (Year, Diet, RFI, Year x Diet, Year x RFl and Diet x RFI);
Y=p+ai+Di+Ei+aixDi+aixEi+DixEi

where Y is the dependent variable, p is the overall mean; ai is the effect of the year (2019-2020), Di is
the categorical effect of the type of diet used, Ei is the categorical effect of RFI as efficient or non-
efficient, ai x Di is the interaction between the effect of the year and the diet, ai x Ei is the interaction
between the effect of the year and the RFI group and Di x Ei is the interaction between the diet and the
RFI effect. The triple interaction was also tested but as it was non-significant in all variables, we did
not include it in the model.

Mean values are reported as least square means with pooled SEM values. Some interaction terms were
significant, but to simplify the presentation of results in tables, only the diet, RFI effects and their
interaction (Diet x RFI) are shown. When the Diet x RFI interaction was significant, the means for the
different RFI groups were compared using Tukey’s significant difference multiple comparison. Effects
were declared significant when P<(.05, and a trend was considered when 0.05<P<0.10. In addition,
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Western blot results were also tested for the effect of the gel, without showing a significant
contribution (P>0.10) in the model.

Results

Performances of extreme RFI animals during the feed efficiency test (84d) allowing us to rank extreme
animals are detailed in Guarnido-Lopez et al., (2022). In this work, we decided to show performances
and oxygen consumption obtained between the end fin of the feed efficiency test (84d) and the
slaughter (19612d) during the study of protein metabolism for a total of 112d (Table 2). Efficient RFI
animals showed lower DMI (-4.5%; P=0.04) and a trend for a lower oxygen consumption (-3.7%;
P=0.08) than inefficient ones regardless the diet. In addition, Eextreme animals showed an average
RFI difference of 0.67 kg/d without differences in body weight or ADG (P>0.47).

Postprandial plasma metabolites and hormone concentrations of extreme RFI animals fed
contrasting diets

Results of postprandial plasma metabolites and hormones of concentrations plasma from extreme RFI
animals is are shown in table 3. Efficient RFI animals showed higher Beta-OH concentrations
(+28.6%; P=0.01) than non-efficient ones. Only when fed with high-energy diets, efficient animals
showed higher insulinemia values (+35.2%, Diet x RFI interaction; P = 0.03) and a trend, for a higher
plasmatic glucosemia concentration (+16.7%, Diet x RFI interaction; P = 0.10) than non-efficient ones.
Regarding the diet effect, animals fed high-starchenergy diets showed higher insulin (+21%, P=0.05)
and lower glucose to insulin ratio (-35.3%, P=0.01) than animals fed high-fiber diets.

Muscle protein turnover metabolism

Results of protein turnover metabolism of in skeletal muscle from extreme RFI animals are shown in
table 4. Efficient RFI individuals showed a minor lower (-34.6%, P=0.01) potential expression of
ubiquitin pathway (protein degradation) than non-efficient animals. In addition, efficient RFI
individuals showed a trend for a smaller Akt (-24.4%, P=0.10) and S6 (-26.8%, P=0.07) total protein
expression than non-efficient, with however non-significant differences in phosphorylated Akt or S6
protein (P>0.17). As consequence, efficient RFI individuals presented a trend for a higher (+30.2%,
P=0.08) expression of pS6 to S6 ratio (protein synthesis) regardless the diet.

Liver protein synthesis and enzymatic activity

Results of both liver protein synthesis and hepatic activity of transaminases Aspartate
aminotransferase (ASAT) and Alanine-aminotransferase (ALAT) are shown in table 5. Efficient RFI
animals showed lower hepatic ALAT activity (-14.2%, P=0.06) than non-efficient individuals. Then,
RFI effect did not show significant differences in pProtein synthesis was not significantly different
across RFI extremes, however, only when fed high-energy diets, efficient RFI individuals fed high-
energy diets showed a higher expression of p-Akt (+19.1%, Diet x RFI interaction; P = 0.04) and its
pAkt to Akt ratio (+23.3%, Diet x RFI interaction; P = 0.07) than inefficient ones fed the same diet.
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Relationships between plasma metabolites, muscle protein metabolism and hepatic activity of
hepatic transaminases of in extreme RFI animals

Relationships between relevant variables measured in this work are shown in table 6 for animals fed
high-fiber diets and in table 7 for animals fed high-energy diets. Plasmatic insulin concentration was
positively correlated with the expression of p-Akt to Akt ratio (averaging r=0.55; P<0.05) both in
high-energy and in high-energy diets. Only in the case of animals fed high-energy diets, did we
observed a positive correlation between the the hepatic transaminase activity of ALAT in the liver and
the expression of the protein degradation (UBA1) in the muscle (r=0.68; P=0.001). Also in high-
energy diets, we observed negative correlations between the ALAT activity and the expression of pAkt
to Akt ratio in the muscle (r=0.57; P=0.001) and between the expression of protein synthesis (pS6/S6)
and protein degradation in the muscle (r=-0.49; P=0.05). In the case of high-fiber diets, we observed a
negative correlation between the plasmatic Betabeta-OH concentration and the pAkt to Akt ratio (r= -
0.48, P=0.05).
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Tables

Table 1: Dietary characteristics of concentrates given to extreme RFI animals 3h before

the slaughter

High-fiber diet

High-starch diet

Ingredient composition (kg from a total of 2.5kg)

Wheat grain
Beet pulp

Soybean meal

Bicarbonate

Minerals and vitamin mix*
Chemical composition (g/kg of DM)

oM

Crude protein

NDF
ADF
Starch

Starch/NDF (g/g)
In vitro enzymatic digestibility * (%)

DM
oM
Feed Values 2

Net Energy (Mcal/kg)
MP (g/kg of DM)
MP/Net energy (g/Mcal)®
RPB (g/kg of DM)*

0.50
1.62
0.37

0.10

876 +0.00
167 +0.38
311+1.31
160 £1.10
131 +0.69
0.42 +0.00

92.1+0.39
92.9+0.33

2.00 +0.00
11.8 +0.27
5.89£0.02
-3.87 £ 1.80

1.48
0.99
0.20
0.10

876 +0.00
289 +1.41
130 +3.15
52.9+0.21
374 +0.21
2.96 +0.87

949 +212
95.2+1.20

222 +0.01
15.3+0.86
6.89 £0.11
84.1+4.95

* Minerals and vitamin mix: 5 % P, 25 % Ca, 8 % Mg, 0-2 % Na, vitamin A (210 mg/kg),

vitamin D3 (375 mg/kg), vitamin E (2730 mg/kg) and vitamin B1 (4-5 mg/Kkg).
! Estimated from enzymatic digestion with pepsine-cellulase (Aufrére, 1982)

?Feed values were estimated from chemical composition and proportion of ingredients by

taking into account digestive interactions (INRA, 2018).

¥ Metabolizable to Net energy ratio. Recommended values are between 53 and 48 for
body weights of 400 and 700 kg, respectively, in fattening Charolais bulls (INRA, 2018).
*Rumen protein balance, representing nitrogen intake minus non-ammonia nitrogen at the
duodenum (INRA, 2018).

Annexes
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Table 2: Animal performances of extreme RFI bulls fed two contrasting diets

High-fiber  High-starch
diet diet P-Value

Diet x
RFI- RFI+ RFI- RFI+|SEM | Diet RFI RFI
n= 8 8 8 8

Animal performances*

Initial body weight (kg) 540 512 560 561 98 | 007 047 043
Final body weight (kg) 676 657 696 696 | 10.1 | 0.08 0.56 0.56
DMI (kg/d) 882 911 963 10.1 |0.234|0.001 0.04 0.49
ADG (kg/d) 115 123 122 117 |0.106| 091 0.89 053
RFI (kg/d) -0.31 024 -044 035 |0.156| 0.81 <0.001 0.31

0, consumption (g/kg BW/d) 1001 1044 10.24 1053 | 0.194 | 041 008 0.71

*Animal performances where analyzed in the period of protein turnover evaluation during (112d),
between the end of the first feed efficiency test (day 84) and the slaughter (day 196).
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Table 3: Postprandial metabolites and hormones at the slaughter of extreme RFI bulls fed

two contrasting diets

High-fiber  High-starch

Diets diet diet SEM P-Value
Diet x

RFI RFI- RFI+ RFI- RFI+ Diet RFI RFI

n= 8 8 8 8

Metabolites

Glucose (g/L) 0.6l1a 0.65a 0.66a 0.55b| 0.039 | 0.52 0.43 0.10

BetaOH (mmol/L) 031 025 032 0.26(0.022| 048 0.01 0.76

Urea (g/L) 0.17 016 0.19 0.18 |0.014| 0.13 0.43 0.93

Hormones

IGF-1 (ng/mL) 334 301 363 354 | 319 | 018 057 0.77

Insulin (UU/mL) 11.0b 175b 25.6a 16.6b| 3.09 | 0.05 058 0.03

Glucose to insulin ratio 055 048 032 0.35(0.013| 001 0.75 043

2b¢ Averages with different letters on the same row are significantly different (P<0.05)

Annexes
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Table 4: Western blot results (protein synthesis and degradation) of muscle tissue

(longissimus Dorsi) from extreme RFI bulls fed two contrasting diets

High-fiber  High-starch
Diets diet diet P-Value
Diet x
RFI RFI- RFI+ RFI- RFI+|SEM | Diet RFI RFI
n= 8 8 8 8
Protein synthesis
AKT1 1.02 111 084 1.00|0.060| 0.06 0.10 0.71
p-AKT1 095 120 087 096 |0.095|0.19 0.17 0.1
p-AKT1:AKT1 094 106 1.02 0.96 ({0.081| 086 0.76 0.26
S6k 081 103 087 135 |0.205|0.31 0.07 0.50
p-S6k 079 089 1.14 1.25(0.233|0.14 067 0.98
p-S6k:S6k 1.18 101 148 0.88 |0.187| 0.67 0.08 0.31
Protein degradation
LCE, 1.03 100 0.98 1.02 (0.061|0.83 091 0.62
UBA; 079 131 087 112 0.173|0.74 0.04 047

Annexes
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Table 5: Western blot results (protein synthesis) and enzymatic activity of transaminas-
es in hepatic tissue from extreme RFI bulls fed two contrasting diets

High-fiber ~ High-starch

Diets diet diet P-Value
Diet x

RFI RFI- RFI+ RFI- RFI+ |SEM| Diet RFI RFI

n= 8 8 8 8

Protein synthesis

AKT1 096 102 099 1.03 |0.039| 0.60 0.24 0.77

p-AKT1 0.90b 1.01b 1.11a 0.91c |0.078| 0.67 0.77 0.04

p-AKT1:AKT1 0.94b 1.03b 1.16a 0.89c |0.099| 0.71 0.39 0.07

S6k 1.04 096 103 090 |0.057| 0.67 0.17 0.74

p-S6k 099 104 108 0.84 |0.113| 0.61 0.41 0.21

p-S6k:S6k 095 112 1.09 1.01 |0.148| 092 0.76 0.36

Enzymatic activity (MU/mg prot)*

ASAT 1239 1275 1121 1447 |1645| 0.89 0.15 0.39

ALAT 64.2 752 632 735 |556| 081 0.06 094

*Enzymatic activity was measured over thawed samples of liver from extreme RFI
bulls.

abe Averages with different letters on the same row are significantly different (P<0.05)
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Table 6: Pearson’s correlations between plasma metabolites and muscle protein
metabolism and hepatic activity of transaminases of extreme RFI animals fed high-
fiber diets.

ALAT Insulin  Glucose Beta-OH pAkt/Akt pS6/S6

Insulin 0.28"°

Glucose 0.28"  0.01

Beta-OH 0.30%  -0.32"%  0.01M®

pAkt/Akt 0.28"  0.49**  0.05"  -0.48**

pS6/S6 -0.13%  0.12% 039" 0.02%  0.23"

UBA1 017"  -0.02% 043% -0.07™ 036" -013%
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Table 7: Pearson’s correlations between plasma metabolites and muscle protein
metabolism and hepatic activity of transaminases of extreme RFI animals fed high-
energy diets.

ALAT Insulin  Glucose Beta-OH pAkt/Akt pS6/S6

Insulin -0.44"

Glucose -0.23%  -0.06™°

Beta-OH 0.09%  0.28"  0.39

pAkt/Akt -0.57***  0.66*** 0.07"°  0.09"°

pS6/S6 0.02% 012" 033" 017  -0.05"

UBAL 0.68*** 041" -0.19% 029" = 037"  -0.49**

Annexes
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Annexe 2 : Poster présenté au congres 3R 2020.

CONCLUSION

Les animaux efficients montrent une meilleure efficience d'utilisation de I'azote lorsque la rétention
d’azote est estimée sur une longue période (6 mois vs 10 jours), et ce quel que soit le régime alimentaire

Introduction

L'ingéré résiduel (RFI), un indice de sélection
génétique de l'efficience alimentaire, a été associé a
une meilleure efficience d’utilisation de l'azote (EUA;
N dans les produits animaux/N ingéré) chez la vache
laitiere {Liu et VanderHaar et al., 2020), mais pas
chez le bovin en engraissement (Carmona et al.,
2020). La méthode de mesure de |a rétention d’azote
(bilan d’azote sur une courte période, soumise a des
erreurs de mesure élevées ; Hristov et al.,, 2020),
utilisée pour calculer I'EUA, pourrait expliquer le
mangue de relation chez le bovin en engraissement.

> Les bovins en engraissement efficients selon RF!
ont une plus forte rétention azotée, et cette
relation peut étre mise en évidence en mesurant
la rétention azotée sur un temps long.

Comparer deux méthodes de mesure pour
tester la relation entre RFl et 'EUA chez des
bovins & Pengrais, en utilisant deux régimes de
nature différente pouvant impacter de facon
différente la partition de I'azote.

* 16 animaux extrémes en RFI
= 2 régimes contrastés (

rétention d’azote

1) BILAN D’AZOTE (méthode de référence)
Stalle de digestibilité: 4j adaptation + 10j mesures
N retenu = N ingéré — N féces - N urines

Matériel & Méthodes

vs de mais)
« Evaluation de leur EUA => EUA = N retenu/N ingéré, avec 2 méthodes différentes pour calculer la

2) COMPOSITION CORPORELLE {(méthode indirecte)
N retenu = Quantité N finale — Quantité N initiale
* Quantité N finale (J196) estimée
par dissection de la 6éme cbte et
des données de I'abattoir
¢ Quantité N initiale (JO) estimée a partir de la taille

des adipocytes prélevés par biopsie sous-cutanée

* ANOVA avec effets fixes du régime, groupe RFI et leur interaction

1°) Méthode du bilan d’azote
Pvalue
Reg=0.13; RFI=0.73
Reg x RF1=0.22

RFI RFI
Efficient Non-Efficient Efficient Non-Efficient

_ Base d’ensilage de Mais

Pas de différences d’'EUA entre extrémes RFI due
aux imprécisions de mesure (pas de corrélation
entre le N ingéré et urinaire ; CV élevé)

RFI RFI

2°) Méthode d'estimation indirecte
P value
Reg=0.29; RFI=0.01
Reg x RFI=0.91

RFI RFI RFI RFI
Efficient Non-Efficient Efficient Non-Efficient
Base d’ensilage de Mais

Les animaux RFI efficients ont une EUA plus élevée
(+15%) quel que soit le régime, en lien avec une
moindre ingestion d’'N (-15%; P<0.05) mais une
méme rétention d’N (P>0.05)

Références: Cantalapiedra-Hijar et al., 2020. Br.J Nutr.doi.org/10.1017/5000711452000

]m Pablo.Guarnido-Lopez@inrae.fr

154doi; Carmona et al., 2020. Anim.Feed SciTech. 263:114493; Castro-Bulle et al., 2007.

J.Anim.Sci.85:928-936; Hristov et al., 2020.).Dairy.5ci.102 :5811-5852; Inra., 2018. Alimentation des ruminants. Quae; Liu, E et VanderHaar., 2020. J.Dairy.Sci.103 :3177-3190.
Etude réalisée avec le soutien financier de Apisgene.
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Annexe 3 : Poster présenté au congres EAAP 2021

CONCLUSION

Beef animals with higher feed conversion efficiency presented higher whole-body protein degradation, ||
which was related to higher energy expenditure because of energy cost of protein turnover

Introduction

There is a need to improve feed efficiency (FE) in livestock because of
environmental and economic issues. Feed conversion efficiency (FCE) is the
classic efficiency trait utilized to phenotype efficiency in beef cattle,
however, it has been associated to higher body weight in dams (archeretal,
19391 That is why it is necessary to know biological mechanisms underlying

feed efficiency. Among
mechanisms related

to FE, protein turnover may
explain the 37% of the entire
FE variation (Herd etal , 2004},

Protein Protein
synthesis| ‘

because of its huge influence in energy expenditure (Labley. 2003).
Material & Methods

* 32 young Charolais bulls (= 543kg BW and 377 days of age) evaluated for feed conversion efficiency (FCE)

* 2 energy-contrasting diets based on Mca

* Energy expenditure was accessed through the oxygen consumption, measured with Greenfeed®
* Protein turnover was evaluated through two different methods:

1) Isotopic N turnover in urines
As a validated proxy of the whole-body protein

degradation (WBPD)(cantalaniedra-HUaretal‘.ZUZU} .
815

Nanimal

2) 3-Methyl-histidine to creatinine ratio
As a validated biomarker of the skeletal-muslcle

[

Protein
degradation

It is expected that protein turnover may spare
dietary energy for growth, contributing to
explain variations of feed efficiency in cattle

To study protein degradation rates of extreme
RFl animais fed two contrasting diets and
evaluate its influence in energy expenditure

and on grass (1.51 Mcal/kg D) silage

2 weeks 112 days

5%N labelled urea administration Plasma and urines sampling (n=10)

Fractional depletion
& rate (k, %/d)

Slow protein turnover
Fast protein turnover

protein degradation wars and mine,, 1951) w7
eadhY

Fins

Time

ANOVA analysis was used to evaluate effect of Diet, RFI class and their interaction (INT)

0175

0.150

'I-u....n 0125

20 P-value

G o WBPD=0.01

= Diet=0.62
INT=0.86

0075

0.050
3.00%

Whole-body protein degradation (%/d)

4.00% 5.00% £.00% 7.00% 8.00% 9.00% 10.00% 11.00%

Results & disc

ssion

0150

.P\D 0125
2
0, cons=0.08
0075 Diet= 0.66
INT=0.73

0,050 §
95 10.0

Oxygen consumption (kg/kg BW/d)
As an energy consuming process, animals with

10.5 no ns 120 125 13.0

Higher feed conversion efficiency was associated to higher
WBPD, with however, non-significant relationships with the
skeletal-muscle protein degradation (r=0.03; P=0.98), likely
because WBPD also encompasses visceral organs turnover,
which present higher turnover rates than skeletal-muscle.

higher FCE, and consequently, with higher gain
(r=0.89; P<0.001)
protein turnover
higher energy expenditure.

rates, presented higher
rates and consequently,

Références: Cantalapiedra-Hijar et al., 2020. The Journal of Agricultural Science. 157:701-710; Herd et al., 2004. Australian Journal of Experimental Agriculture. 44. 423-430;Lobely.,

2003. Canadian Journal of Animal Science. 83. 327-340; Harris and Milne., 1981. British Journal of Nutrition. 45. 411.

Study funded by ApisGene

mﬂ’)
J Pablo.Guarnido-Lopez@inrae.fr
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Annexe 4 : Résumé de la thése présentée aux journées de 1’école doctorale 2020.

Conclusion

Efficient RFI animals presented a greater nitrogen use efficiency than non-efficient ones and
irrespective of the diet. However, protein turnover rate and body composition were associated to
RFlin a diet-dependent manner: lower protein synthesis and degradation rates but higher carcass

protein deposition were observed in efficient RFl animals fed corn but not grass-based diets
Introd uction

There is a need to improve feed efficiency (FE) in livestock because of the increasing demand of protein resources and economic and
environmental issues {(Makkar and Beever, 2013). Residual feed intake (RFI), is an index currently used in genetic selection to improve
feed efficiency (Hill, 2012). However, some recent works have pointed out that genetic selection for efficient RFI individuals may be
associated to lower robustness in cattle (Rauw et al., 2008). Therefore, it is necessary to understand the biological mechanisms
underling the between-animal variability of feed efficiency (Cantalapiedra-Hijar et al.,, 2018). In a previous study Guarnido et al.
(2021) showed from a large experimental setup (n=600) that animals with superior feed efficiency protein were those with a greater
ability to transform feed N into protein growth with however different responses according to the type of diet. In addition, protein
metabolism and specifically the protein turnover may explain a high proportion of RFI variations (Richardson et al., 2004). Protein
turnover is a huge energy consuming process encompassing the continual synthesis and degradation of body proteins needed to
ensure maintenance functions (Waterlow, 2006) including immunity and adaptation. This is why protein turnover could be associated
to both feed efficiency and robustness (Lobley et al., 2003 ; Mizushima and Klionsky, 2007) in an opposite way. We hypothesized that
protein turnover, involved in adaptive animal responses, will be lower in efficient RFI cattle.

To study the associations between protein metabolism and feed efficiency in extreme RFI beef cattle

Material & Methods

Measurements were conducted in 32 extreme RFI animals selected from 100 young Charolais bulls
fed two contrasting diets:

3) Protein synthesis and degradation rates (protein turnover)

1) Nitrogen use efficiency Isotopic N turnover method, a proxy of plasma protein
Nitrogen balance and estimations from  synthesis rate (FSR) and whole-body protein degradation rate
slaughterhouse composition sty etal, 2020 (FDR) (cantalapicnratiiar et o1, 2009 and the 3-Methyl-histidine as a
2) Body composition biomarker of the skeletal-muscle degradation (FDR) s snd e,

1981)

M d at the slaught i 1
easured at the slaughter Results & discussion

COMMON DETERMINANTS OF
RFI IRRESPECTIVE OF THE DIET

T ows; Pdiet: 0.30; P RFI: 0.07; P INT: 0.79 «w, Pdiet:0.001; PRFI: 0.11; PINT: 0.04 _ ~ Pdiet: 0.07; PRFI: 0.11; P INT: 0.02

~ = o

L: 300 ey Grass-based diets = e

g = = .

g azrs E, E 160%

% 0250 - E so0% % 150% .

@ o * 2 . g o R -

3 g B $ E

g 5 LR - 1

= E - 5.

E oS . w o - . U %

£ | (Grass-based diets Corn-based diets = Corn-based diets & Grass-based diets Corn-based diets
m‘m Efficient Non-efficient Efficient Non-efficient m,::' Efficient Non-efficiant Efficient Non-efficient pq\lz‘ Efficient Non-efficient Efficient Non-efficient

> Efficient RFl animals presented higher NUE

o P diet: 0.001; P RFI: 0.001; PINT: 0.16 E ooz P diet: 0.07; P RFl: 0.11; P INT: 0.02 .
“ = o v  Grass-based diets may hamper to
g = é" . . express the growth potential of animals
T = ° ¥ . (higher fil units and lower energy
g . . X £ . S density)
w & el t - [ .
] 2 - . B o
o - g =
£ I - a v' Animals fed corn-based diets presented
< . E w0 higher variation in ingestion and in
. |Grass-based diets | Corn-based diets | & Grass-based diets  Corn-based diets body compaosition between extreme RFI
®1 Efficient Non-efficient Efficient Non-efficient uagﬂ Efficient Non-efficient Efficient Non-efficient individuals

Regime
> Efficient RFI showed higher carcass yield

Study funded by ApisGene; Project Effiscience

]m Pablo.Guarnido-Lopez@inrae.fr




Annexes

Annexe 5 : Relations entre I’ensemble des variables analysés dans cette these

Le présent projet de thése a étudié la relation entre le métabolisme protéique et I’IR a travers de plu-
sieurs approches et en évaluant de nombreuses variables tant au niveau de 1’animal entier que tissu-
laire et méme cellulaire. Donc, pour rassembler tous les messages issus de ce travail j’ai décidé de
faire une analyse en composantes principales (Figure 25) en incluant les deux régimes lorsque les ana-
lyses intra-régime ont donné des résultats similaires. Elle montre les relations entre variables d’EA, de
turnover protéique, de composition corporelle et des phénomenes de régulation métabolique propres a
I’individu (sans I’effet des quantités ingérés).

Graphe des variables de I'ACP
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Figure 25 : Analyse en composantes principales (ACP) des variables analysées dans cette thése pour
évaluer la relation entre I’IR et le métabolisme protéique chez le bovin viande. Les variables en jaune
représentent I’EA, en marron la composition corporelle, en rouge le turnover protéique et en bleu phé-
nomenes de régulation métabolique propres a I’individu indépendamment des quantités ingérées.

Abréviations : Act ALAT : activité de I’enzyme transaminase ALAT dans le foie, Cons O2 : consom-
mation d’oxygéne (par kg PV), Dégrad intra: dégradation protéique intracellulaire (voie de
I’ubiquitine), EUA : efficience d’utilisation de I’azote, GMQ : gain moyen quotidien, Insuline prep :
Concentration d’insuline dans le plasma au moment préprandial (alimentation a volonté), MSI : ma-
tiere seche ingérée, Rend carcasse : rendement de carcasse (%), Muscle carcasse : proportion du
muscle dans la carcasse (%), TFDMS : taux fractionnel de dégradation protéique du muscle squelet-
tique, TFSPP : taux fractionnel de syntheése des protéines du plasma.
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Cette analyse permet de distinguer les variables associées a ’efficience (IR, GR, EUA, MSI, GMQ), a
la composition corporelle (rendement de carcasse et pourcentage de muscle dans la carcasse), aux
phénomeénes de régulation métabolique propres a I’individu (dé-corrélés de 1’ingéré) de 1’animal (dé-
gradation intracellulaire et activité de ’enzyme catabolique ALAT) et au turnover protéique (taux
fractionnel de synthése des protéines plasmatiques et de dégradation des protéines du muscle squelet-
tique et la concentration en insuline du plasma). Les résultats de cette analyse étant trés similaires
entre régimes, je présente les conclusions générales. La variable la plus importante de 1’axe 1 était I’IR
et elle était associée positivement d’une part a la MSI en premier puis au métabolisme protéique
(TFDMS, dégradation intracellulaire, activité enzyme catabolique), et d’autre part a ’EUA, le gain
résiduel et au dépdt de muscle dans la carcasse. L’analyse ACP renforce les conclusions sur les va-
riables évaluées dans cette these, en montrant une cohérence entre les variables associées a I’'EA, a la
composition corporelle et aux performances. Cependant, il peut aussi étre observé dans la Figure de
I’ACP (cf les axes) qu'une partie dépend plutot des phénomeénes de régulation métabolique propres a
I’individu, et donc, probablement associés au classement de I’IR.
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Résumé : Evaluation du métabolisme protéique comme déterminant des variations individuelles d’efficience alimentaire
chez le bovin en engraissement

Le turnover protéique correspond au taux de synthése et de dégradation protéique ne donnant pas lieu a un changement de masse protéique
mais servant a renouveler les protéines corporelles, ce qui est vital pour I'entretien et la survie des animaux. Néanmoins, ce mécanisme
impacte fortement les dépenses énergétiques de I’animal ainsi que ’utilisation métabolique de I’azote. Le turnover protéique a été suggéré
comme étant un déterminant majeur des variations inter-individuelles de I’efficience alimentaire (EA) chez le ruminant. Les animaux de
rente les plus efficients seront ceux qui adoptent une stratégie conduisant a un faible turnover protéique mais probablement en détriment de
leur robustesse. Le travail de thése vise a i) évaluer a I’échelle individuelle le lien existant entre le taux de transfert de 1’azote alimentaire
dans le gain [efficience d’utilisation de ’azote (EUA): N retenu/N ingéré] et le classement des animaux selon différents indices d’EA, ii)
étudier ’effet du classement de 1’ingéré résiduel (IR) des animaux sur le métabolisme et le turnover protéique, la composition corporelle et
les dépenses énergétiques et iii) analyser les mécanismes moléculaires mis en jeu dans les différences de turnover protéique observées. Cette
étude a été réalisée chez des taurillons Charolais alimentés avec deux régimes d’engraissement contrastés (riche en amidon vs riche en fibre)
au cours de deux études différentes. Dans la premiére, 'EUA a été évaluée a travers un biomarqueur plasmatique (8*°N) sur 600 jeunes
bovins. Dans la deuxiéme étude I'IR a été évalué sur 100 jeunes bovins phénotypés avec les deux mémes régimes contrastés apres un premier
test d’EA. Les 32 animaux les plus extrémes (8 efficients vs 8 inefficients par régime) ont été sélectionnés pour réaliser des mesures de
turnover protéique avec des méthodes de référence (excrétion urinaire de 3-méthyl-histine) ou indirectes (turnover isotopique). La rétention
d’azote a été mesurée chez les animaux extrémes a partir des résultats de bilan d’azote réalisé en stalle de digestibilité (10 j) et a partir de la
composition corporelle déterminée au début du test d’EA et a I’abattage. La dépense énergétique a été estimée d’aprés la consommation
d’oxygéne mesurée par Greenfeed® sur les animaux extrémes. Enfin les tissus musculaires et hépatiques prélevés a I’abattoir ont été analy-
sés par western-blot et analyses enzymatiques afin d’évaluer les voies moléculaires impliquées dans la synthése et la dégradation protéique.
Avec D'utilisation du 8"°N plasmatique, une corrélation négative a été démontrée entre ’EUA et les valeurs d’IR quel que soit le régime
utilisé. Les animaux les moins efficients selon I’IR semblent plus gaspiller I’azote alimentaire que les animaux les plus efficients quel que
soit le régime alimentaire utilisé. Ce lien a été ensuite confirmé avec un sous-dispositif d’animaux extrémes sur I'IR lorsque la rétention
azotée a été estimée a partir des données de composition corporelle, mais pas en revanche a partir du bilan d’azote. La plus grande EUA des
animaux efficients a été accompagnée d’une dépense énergétique plus faible, d’une taille du rumen plus petite et d’un rendement carcasse
plus élevé avec une forte proportion de muscle dans la carcasse. Cependant, des tendances numériques observées avec les deux dispositifs
expérimentaux suggerent une plus forte relation entre ’EUA et I’IR chez des animaux nourris avec un régime riche en amidon comparé a un
régime riche en fibre. Le turnover protéique pourrait étre & I’origine de cette relation régime-dépendant entre I'IR et ’EUA. Ainsi, les ani-
maux efficients selon I’IR ont présenté un turnover protéique plus faible, en termes de dégradation protéique du muscle squelettique, que les
animaux inefficients mais seulement avec le régime riche en amidon. Une absorption de nutriments glucogéniques contrastée, mais aussi
probablement plus rapide, entre les deux régimes semble étre responsable d’une réponse insulinique trés différente, signal clé de 1’état
d’activation des voies moléculaire de la synthése et dégradation protéique. Les résultats de cette thése confirment I’hypothése d’un métabo-
lisme protéique ralenti mais plus efficient chez les animaux efficients quant a leur ingéré résiduel lorsque les animaux sont alimentés avec
des régimes riches en amidon.

Mots-clés : Efficience alimentaire ; Variabilité individuelle ; Turnover protéique ; Bovin viande

Abstract: Evaluation of protein metabolism as a determinant of individual variations in feed efficiency in fattening cattle

Protein turnover is the rate of protein synthesis and degradation that does not result in a change in protein mass but serves to renew body
proteins, which is vital for the maintenance and survival of animals. Nevertheless, this mechanism strongly impacts the energy expenditure
of the animal as well as the metabolic use of nitrogen. Protein turnover has been suggested as a major determinant of inter-individual
variation in feed efficiency (FE) in ruminants. The most efficient livestock will be those that adopt a strategy leading to low protein turnover
but probably at the expense of their robustness. The aim of this study is to i) evaluate at the individual level the link between the rate of
transfer of dietary N into gain [N use efficiency (NUE): retained N/intake N] and the ranking of animals according to different indices of FE,
ii) study the effect of the ranking of residual feed intake (RFI) of animals on metabolism and protein turnover, body composition and energy
expenditure and iii) analyze the molecular mechanisms involved in the observed differences in protein turnover. This study was carried out in
Charolais bulls fed two contrasting fattening diets (high starch vs. high fiber) in two different studies. In the first study, protein efficiency
was assessed through a plasma biomarker (8"°N) in 600 young cattle. In the second study FE was evaluated on 100 young cattle phenotyped
with the same two contrasting diets after an initial FE test. The 32 most extreme animals (8 efficient vs 8 inefficient per diet) were selected to
measure protein turnover using reference (urinary 3-methyl-histine excretion) or indirect (isotope turnover) methods. Nitrogen retention was
determined in extreme animals from nitrogen balance data performed in digestibility stall (10 d) and from body composition determined at
the beginning of the EA test and at slaughter. The energy expenditure was estimated from the oxygen consumption measured by Greenfeed®
on the extreme animals. Finally, muscle and liver tissues collected at slaughter were analyzed by western-blot and enzymatic analyses to
evaluate the molecular pathways involved in protein synthesis and degradation. With the use of plasma 5'°N, a negative correlation was
demonstrated between NUE and RFI values regardless of the diet used. The least efficient animals by RFI appeared to waste more dietary N
than the most efficient animals regardless of diet used. This link was then confirmed with a sub-set of extreme animals on RFI when nitrogen
retention was estimated from body composition data, but not from nitrogen balance. The improved NUE of efficient animals was
accompanied by lower energy expenditure, smaller rumen size and higher carcass yield with a higher proportion of muscle in the carcass.
However, numerical trends observed with both experimental set-ups suggest a stronger relationship between NUE and RFI in animals fed a
high starch diet compared to a high fiber diet. Protein turnover could be at the origin of this diet-dependent relationship between RFI and
NUE. Thus, the RFI-efficient animals showed a lower protein turnover, in terms of skeletal muscle protein breakdown, than the inefficient
animals but only on the high starch diet. A contrasted, but probably also faster, absorption of glucogenic nutrients between the two diets
seems to be responsible for a very different insulin response, a key signal of the activation state of the molecular pathways of protein
synthesis and degradation. The results of this thesis support the hypothesis that protein metabolism is slowed down but more efficient in
animals that are efficient in their residual feed intake when fed starch-rich diets.

Key words: Feed efficiency; Individual variability; Protein turnover; Beef cattle



