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Lexique

CTI : Control Tonic Immobility duration
EM : Energie Métabolisable

GMQ : Gain Moyen Quotidien

LTI : Long Tonic Immobility duration

IX : Lux

MAT : Matieres Azotées Totales

STI : Short Tonic Immobility duration
UFC : Unité Formant Colonie
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Introduction

Le comportement est influencé par deux facteurs principaux : les composantes géneétiques et
ervironnementas Le facteur environnemental peut lui-méme étre scindé en plusieurs
catégories. En effet, I’environnement peut correspondre au cadre de vie dans lequel évolue
I’individu, a ses interactions sociales avec des congénéres ou bien méme a ses composantes
internes. Le microbiote intestinal représente un environnement interne a part entiére. Il
correspond a l'ensemble des miorganismes peuplant le tube digestif de I’individu.
Récemment, il a été mis en évidence que le complexe integfiobiote influence 1’activité
cérébrale, responsable de certains comportement (Cryan & Dinan, 2012). On nhomme axe
« cerveau-intestin » les communications a double sens entre ces deux organes.

Le microbiote intestinal influe sur les comportements émotionnels des individus. Une émotion
se définit comme « toute réponse affective intense et de courte durée face a un éwenement
(Désiréet al, 2002). Certaines émotions comme la peur sont plus étudiées car elles impactent
les individus de facon prolongée et peuvent conduire a des éatsétt. Des modifications

du microbiote intestinal modulent des comportements de¢s I’exploration et 1’anxiété
(Goehleret al, 2005; Bercik et al, 2010; Bendtsenet al, 2012). Par exemple, des souris
axénigues présentent des comportemer@snxieté moins prononcés que des souris
gnotobiotiques, c’est-a-dire dont le microbiote contr6lé (Heijet al, 2011). Il a été mis en
évidenceque I’utilisation de transferts de microbiote intestinapermet d’inverser le phénotype
comportemental de certaines souris (Bestilal, 2011). En effet, un transfert de microbiote
entre des souris BALB/c, connues pour étre anxieuses, et des souris NIH Swiss, a permis de
rédure le comportement d’anxiété des BALB/c et d’augmenter des NIH Swiss. Chez les

enfants atteints d’autisme régressif, des modifications du microbiote intestinal permettent
d’obtenir des améliorations importantes de leurs performances (Finegeadal, 2002).

Le microbiote intestinal intervient également sur les capacités de mémoire des indavidus
stimulation de 1’expression de transcrits génétiques dans des régions cérébrales comme
I’hippocampe (Yin et al, 2010; Heijtz et al 2011).Cete région est impliquée dans les
processusl’apprentissage, de mémoire et de repérage spatial (Ramos & Mormede, 1998). I
existe différents types de mémoire. Par exemple, les mémoires a court et long termes stockent
les informations de facon passive pour des durées plus ou moins longues (\élahce

2007). La mémoire de travail, quant a elle, est une mémoire a court terme particuliere
puisqu’elle stocke et manipule les informations de maniére active et temporaire (Baddeley,
1992). Cette derniere est trés souvent évaluée dans les tests comportementaux pour rendre
compte descapacités cognitives d’un individu. Des études chez la souris ont montré que
I’enrichissement de la composition du microbiote intestinal par 1’intermédiaire de
I’alimentation, permet une modification des capacités de mémoire. Un microbiote intestinal

dont la composition bactérienne est plus diversifiée conduit a une amélioration des
performances de mémoiédong terme et de travail, mais aussing diminution de I’anxiété

(Li et al, 2009). Enfin, linfection de souris par la bactérie pathog@iteobacter rodentium

Page 1 sur 23






provogque des dégradations de la mémoire de travail des individud aptéstion d’un état
de stress aigu (Gareatial, 2011).

Pour modifier le microbiote intestinal et ainsi étudiétaxe cerveau-intestin », les chercheurs

ont utilisé des souris axéniques ou gnattlues, I’infection par des bactéries pathogénes,

les transferts de microbiote intestinal, mais aussi des antibiotiques ou des probiotiques qui
sont des moyensimples et moins invasifs pour des premiéres approches. Les probiotiques
sont des micro-organismes vivants qlorsqu’ils sont administrés dans des quantités
convenables conferemh avantage pour la santé de 1’hote (Shermanet al, 2009). Il a été
montré que ces micro-organismes modifient le microbiote digestif des mammiferes (Cryan &
Dinan, 2012), tout comme celdes poulets de chair (Temiet al, 2009) Ces modifications

du microbiote intestinal peuvent étre effectuées en routine chez les animaux d'élevage (Gerard
et al, 2008).L’ingestion de probiotiques est susceptible d’améliorer certaines performances
zootechniqueset 1’efficience métabolique de ces animaux (diminution de I’indice de
consommation) (Kimet al, 2012). Giez ’homme, les probiotiques sont utilisés pour leur

valeur «arti-stress » ainsi que pour leurs implications dans les troubles gastro-intestinaux
(Rolfe, 2000; Messaoudet al, 2011). Chez le rat, les probiotiques montrent aussi des effets
anxiolytiques epermettent de réduire 1’état d’anxiété des animaux (Bravoet al, 2011).

A ce jour, aucune étude sur I’influence du microbiote intestinal sur la réactivité émotionnelle

et sur les capacités cognitives n’a été réalisée chez 1’oiseau. On entend par réactivité
emotionnelle la grédisposition d’un individu a percevoir et a réagir de maniere similaire a

une grande variété de situations génératrices d’émotions » (Boissy & Bouissou, 1995)
Compte tenu des maodifications comportementales observées chez les rongeurs et chez
I’homme, on peut supposer que des modifications similaires seraient observées chez les
oiseaux. Une étude prélimire a montré que I’ingestion de probiotiques modifie les
comportements de réactivité émotionnelle des cailles japonaises ainsi que leur motivation
sociosexuelle a trois semaines d’age (Leterrier, 2012- Données personnellgsDe plus, &
comparaison de poulets génétiquement sélectionnés sur leur capacité a digérer plus ou moins
efficacement un blé peu digestible, met en évidence des différences de microbiote intestinal et
de réactivité émotionnelle (Pelhaitet al, 2012). Par conséquent, il semble nécessaire
d’entreprendre 1’¢tude de I’influence de modifications du microbiote intestinal sur le
comportement émotionnel et sur les capacités cognitives des oiseaux. Des avancées sur ce
theme pourraient avoir des conséquences majeures en termes de bien-étre animal et de
production (Toroket al, 2008).

Dans la suite de ce mémoire, nous avons évalué les comportements eémotionnels et les
capacités cognitives des cailles suite a des modifications de microbiote intestinal
I’utilisation d’un aliment supplémenté en probiotique. Cette procédure est simple a mettre en
ceuvre et non invasive. C’est donc la premiére étape d’investigation pour une étude chez
I’oiseau.
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Pour évaluer les réponses de réactivité émotionnelle, nous avons travaillé sur des lignées
génétiquement sélectionnées pour leur réactivité émotionnelle. Ces lignées permettent d’avoir

des populations d’animaux dont la réactivité émotionnelle est tres différert&valuation des
capacités cognitives se limiteune mesure de la mémoiagdong terme ainsi qun test de
mémoire de travail. La premiére hypothése testée est que le microbiote digestif aviaire
modifie les comportements émotionnels et les capacités de mémoire des individus. La second
hypothése suggere que les effets de ces modificatioaigent selon le génome de 1’animal.

Ce mémoire suit’enchainement suivanttout d’abord, la description du matériel et de la
méthodologie employée, puis les résultats obtenus, enfin une discussion pour comparer les
résultats aux travaux déja réalisés et permettre une prise de recul vis-a-vis de la méthodologie.
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Courbe de sélection
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Figure 1: Courbe de sélection sur I’immobilité tonique, initiée par Mills et Faure (1991).



Matériels et Méthodes

Le protocole expérimental décrit ci-dessaufait 1’objet d’une validation aupres du Comité
d’Ethique en Expérimentation Animale du Val de Loire.

1. Modele d’éetude

Le modele d’étude est la caille japonaise (Coturnix japonica. L’INRA de Nouzilly dispose de

lignées genétiguement sélectionnées sur leur réactivité émotionnelle (Mills & Faure, 1991)
(Figure 1). Cette espéce permet ddhetudier I’interaction entre le microbiote intestinal et

les facteurs génétiques de I’hote. De nombreux tests comportementaux ont été élaborés chez
la caille japonaise et permetteritithlyser les comportements de peur, de motivation socio-
sexuele et d’apprentissage. Les animaux proviernat de ['unité d’¢levage du pole
expérimental avicole de Tours (UE PEAT).

2. Lignées utilisées

Trois lignées distinctes de cailles ont été utilisées : les lignées STI (Short Tonic Immobility
duration, LTI (Long Tonic Immobility duration) et CTI (Control Tonic Immobility duration).

Les lignées sont sélectionnées sur une durée courte ou léhgueobilité tonique, & un age
compris entre 6 et 8 jourd.’immobilité tonique est un état inné d’inhibition motrice
passagere, induite chez 1’oiseau par une contention physique breve (Gallup, 1974). Les cailles
présentent des comportements émotionnels différents en réponse a des stimuli effrayants. Les
STI sont considérées comme des individus peu émotifs, tandis que les LTI comme des
individus tres émotifs. Les CTI sont issus de la méme population géngiigiue ont pas fait

I’objet d’une sélection.

3. Conditions d’élevage

Apres ramassage, les ceufs sont identifiés par femelle afin de permettre un suivi du pedigree.

Le jour de I’éclosion, I’identification des animaux est réalisée par baguage a 1’aile gauche.

Les cailleteaux sont ensuite placés en batterie chaude a une température de 40°C. Cette
température est progressivement diminuée pour atteindre les 25°C a 20 jours. Les 16 batteries
sont localisées dans uneepeunique.L’éclairage dans chaque batterie est compris entre 1 et

40 Lux selon la partie de la cadee jour de I’éclosion, la photopériode est de 24 heures et
passe progressivement au jour 10 a 16 heures de lumiére pdr’fauret 1’aliment granulé

sont proposeés ad libiturm.’aliment est un granulé pour cailleteaux de composition classique

(EM = 2 900 kcal/kg ; MAT = 260 g/kg). Les dimensions des batteries sont de 85*95*25cm.
Un enrichissement sonore de 8 heuvés une radio, est mis en place du lundi au vendredi, a

I’exception de la période de stress (cf. 5.).
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Tableau 1 : Répartition des effectifs initiaux de cailles dans la batterie, en fonction de leur lignée etleler
traitement.

Niveau 1| 16 CTI- Témoins 16 CTIl- Témoins

Niveau 2| 16 LTI— Témoins 16 LTI - Témoins

Niveau 3| 16 STI- Témoins 16 STI- Témoins

Niveau 4| 12 CTI pour les test Surplus- Témoins /]

Tableau 2 : Répartition des effectifs en fonction de la lignée, du sexe et du traitement.

Lignées Sexes Traitements Effectifs
Femelle Témoin 19
LTI Traité 18
Male Témoin 14
Traité 14
Femelle Tém.oin 12
cTI Tralt(f:- 20
Male Témoin 20
Traité 12
Femelle Témoin 16
ST Traité 16
Male Témoin 15
Traité 18




4. Reépartition des cailleteaux

La répartition des cailleteaux dans les 16 batteries est effectuée par niveau pour lutter contre
le phénomeéne de gradient de température. Nous avons conservé 64 cailleteaux par lignée. lls
sont répartis comme illustré dans le Tableau 1. Les individus de chaque famille sont répartis

entre le groupe témoin et le groupe traité pour permettre un appariement des individus lors des
analyses. Quelques animaux sont gardés en surplus en cas de mioetalitéde 1’éclosion,

une pesée est réalisée pour s’assurer de I’homogénéité des poids des individus au sein de

chacun des groupekes males et les femelles sont élevés dans des cages communes jusqu’au

jour 30. Passé ce jour, les femelles et les m#lag méme lignée et d’'un méme traitement

sont séparésfin de réduire 1’état de stress des femelles. Le sex-ratio est bien respecté dans

son ensemble. Le Tableau 2 récapitule les effectifs des cailles selon la lignée, le sexe et le
traitement.

5. Induction des modifications du microbiote intestinal

Le microbiote intestinal des cailles est moduiél’utilisation d’un probiotique. Le traitement

est administré des le jour de 1’éclosion et ce jusqu’a la fin des tests. Les animaux traités
recoiven de I’aliment supplémenté avec un probiotique. Le probiotique utilisé est la bactérie
Pediococcus Acidilactici, du produit Bactocell® (Lallemand). Lors des deux premieres
semaines, un supplément de Bactocell Drink® est incorporé a I’cau de boisson, a la
concentration de 2 grammasr litre d’eau, pour favoriser 1’implantation de la flore
intestinale souhaitée. Le probiotique utilisé est une bactérie lactique gram positive connue
pour améliorer les performances zootechniques des poulets de chair (@eahig009) ainsi

que certaines caractéristiques de I’ceuf chez la poule pondeuse (Mikulski et al, 2012). Le
probiotique est incorporé dans 1’aliment granulé sous sa forme micro-encapsulée (Bactocell
ME®) et a une concentration de 2594 UFC par gramme d’aliment, soit 2,5 fois la dose
utilisée commercialement. Cette concentration est la concentration déterminée par mise en
culture aprés granulation.

Afin de minimiser toute contamination croisée, les matériels de soin et de test utilisés pour les
animaux traités sont différents de ceux des témoins.

6. Induction d’un état de stresschronique

L’effet attendu des deux traitements est subtil et a été tres peu mis en évidence au cours des
premiers test0r, un état de stress permet de bouleardes microbiote intestinal (Torolet

al, 2008).L’application d’un protocole de stresseurs pourrait ainsi révéler plus facilement

I’effet bénéfique de certaines modifications. Le processus d’induction de stress utilisé repose

sur le modele Emofarm de stimulations négatives répétées. Il est mis en place des jours 17 a
26. Les cing stimulations journaliéres sont appliquées de fagon imprévisible entre les jours 17

a 21.1l a été montré que ce processus permatddire un état de stress chronique chez la
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Figure 2 : Succession chronologiques des tests de réactivité émotionnelle et d'apprentissage.
Période de stress chronique adapté du modéle EmoFarm (Laurenegal, 2012).

Tableau 3 : Températures et intensités lumineuses lors des tests.

Test ou MesUre A Températureo Intensité lumineuse
— salle de test (°C) — salle de test (Ix)
IT 6et7 23 190
Néophobie 9 28 [200- 220]
Open Field [13-15] 23 [185- 220]
[22 - 24]
Mémoire long terme 31 23 [130- 160]
Mémoire de travail [34 - 36] 23 [150- 180]
Tapis roulant 3:37/9:38 20 [5-10]

Dispositif en U

Caille sur le dos en état
d’immobilité tonique

Figure 3: Test d’immobilité tonique dans le dispositif enU.
Photographie— INRA de Nouzilly, Caille en Immobilité tonique Séverine Parois.



caille japonaise (Favreau-Peigm¢ al, 2011 ; Laurenceet al, 2012). Les stimulations
négatives employées sarh mise en épinette des groupes d’individus, la mise en épinette et
transport sur un chariot, des perturbations de cages (bruits, introduction d’objets, jet d’air,
manipulation avec des gants) et un isolement social dans des seaux.

7. Mesures et tests comportementaux

Le jour de I’éclosion correspond au jour 0. Avant chaque test, les animaux sont placés, en
groupe, au minimum 15 minutes dans une cage de dimensions 65cm*40cm. Cette cage
dispose de copex, d’cau et de nourriture ad libitum, ainsi quiun enrichissement sonore.

Cette précaution permdt limiter les réactions de peur lors de 1’attrapage dans les grandes

batteries. La succession des tests et des mesures est répertoriée sur la Figure 2. Les
températures des tests ainsi que les intensités lumineuses apparaisserfatdaau 3.

7.1.Pesées

Toutes les cailles sont pesées a intervalle régulier de 7 jours entre les jours 0 a 35 inclus.

7.2.Tests de réactivité émotionnelle

Plusieurs tests de réactiviémotionnelle ont été effectués. Le test d’immobilité tonique qui
correspond au test de sélection des animetube test d’open field. Ces deux tests sont les

plus communément réalisés chez la caille japonaise pour évaluer la réactivité émotionnelle
(Forkmanet al, 2007).

7.2.1.Test d’immobilité tonique

Ce test est utilisé pour évaluer les comportements de peur suite a une contention. Le dispositif
correspond a un U surélevé en bois (Figuré. Ixpérimentateur maintient la caille sur le dos
pendant 10 secondes dans le dispositif. Le temps d’immobilité de I’individu est décompté au-

dela des 10 secondes suivant I’induction. La durée maximale enregistrée est de 5 minutes. Si

le cailleteau se releve dans ld9 secondes suivant I’induction, 1’expérimentateur
recommence le processus d’induction. Le nombre maximal d’induction s’éléve a cing.

Dépassé ces cinqg inductions, le temps d’immobilité tonique est considéré nul pour I’animal.

7.2.2.Test de réactivité émotionnelle en open field

Ce test est utilisé pour évaluer les comportements de peurvidsddan environnement
nouveau et d’un isolement socialOn considére que le cailleteau est d’autant plus effrayé qu’il
reste au centre et explore moins la zone périphérique du dispositif (Ramos & Mormede, 1998
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; Lalonde & Strazielle, 2009). Chaque cailleteau est isolé de ses congénéeres et placé dans
I’environnement nouveau pendant une durée de 5 minutes.

La trajectoire du cailleteau est suivie grace au logiciel de trajectométrie Ethovision XT
(Noldus Information Technology B.V., Wageningen, The Netherlands) par I’intermédiaire

d’une caméra. Les différentes mesures effectuées sont le temps de présence dans la zone
périphérique (largeur de 10cm) (Figure &) la distance totale parcourue. Le dispositif
correspond a une boite en bois de dimensions 80cm*80cm*52cm de hauteiard’ un sol

en linoleum.Compte tenu de la faible durée du test, il est admis que 1’environnement reste
anxiogene lors de la deuxieme session de test.

7.3. Tests des capacités cognitives

Le test de conditionnement de place-préférgremet d’évaluer la mémoire a long terme des
individus. Ce test a été adapté du tesMiee (Mace et al, 1996) pour la caille japonaise
(Fauvel, 2011)Le test des pots a pour objectif d’évaluer la mémoire de travail des individus.

Il correspond a la phase d’apprentissage du test de planche a trous utilisé chez les rongeurs et
adapté chez la caille. Pour des raisons de temps, seules les femelles des lignées lomitet STI
pu étre testées pouglaluation des capacités cognitives.

7.3.1.Test de conditionnement de place-préférence

Au cours de ce test de mémoit&animal doit apprendre a associer un emplacement a la

présence de congéneres, qui représente un renforcement positif. Le test se déroule en deux
phases successives avant le test: urmepi'habituation au dispositif, puis une phase
d’apprentissage sur trois jours (conditionnement).

Le dispositif correspond a un rectangle de dimensions 100*43*25cm, séparé en 4
compartiments distincts de taille équivalente. Les deux compartiments situés aux extrémités
permettent de contenir une paire de cailles femelldss€parée par une partie grillagée pour
permettre a la caille testée de les voir. Les deux compartiments centraux sont séparés par une
paroi amovible. lls ont des parois différentétin comporte des rayures verticales vertes, le
second des rayures horizontales vertes.

Lors de la phge d’habituation, les cailles sont placées par paire pendant 5 minutes dans le
dispositif. La paroi entre les deux compartiments centraux est retirée. Une seule session est
proposée a chacune des cailles.

Au cours des trois jours suivant I’habituation, 1a caille entre en phase d’apprentissage (Figure

5). La paire de cailles permettant le renforcement social positif est renouvelée tous les 8
cailleteaux afin de rester attractive. Au sein de chacune des deux lignées, les cailles témoins et
traitées sont divisées en deux sous-groupes. Le sous-groupe 1 effectue ses passages a
renforcement positif dans le compartiment a rayures verticales ,vettesges passages a
renforcement négatif dans le compartiment a rayures horizontales vertes. Le sous-groupe 2 se
voit attribuer les compartiments invesse
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Le jour du test, la caille testée est placée au centre du dispositif. Aucune autre caille ne figure
dans le dispositif. La paroi amovible entre les deux compartiments centraux est retirée. La
trajectoire de la caille est suivie pendant deux minutes grace au logiciel de trajectométrie
Ethovision XT via une caméra. Le paramétre mesuré est le pourcentage de temps passé la
zone renforcée.

7.3.2.Test de la mémoire de travalil

Au cours de ce test de mémoirepjectif est de déterminer si la caille utilise sa mémoire de

travail pour récupérer les 8 vers de farine contenu dans les 8 pots. On évalue la capacité de la
caille & ne pas retourner a un pot déja visité et par conséquent vide.

Le test se déroule sur 3 jours consécutifs. A chaque début d&deishal est placé a un
mémeendroit du dispositif. Le dispositif utilisé est identique a celui de 1’Open field (voir

7.2.3.). La caille est mise a jeun au minimum 3 heures avant le test. Elle a 10 minutes
maximum pour manger les 8 vers de farine. Si elle parvient a cette tache dans un temps plus
court, le test est stoppé. Les parois du dispositif sont identifiées par quatre formes : une croix,
un trait, un triangle et un carré afitapporter des reperes spatiaux aux cailles. Les 8 pots sont
disposés en quinconce et de facon a se situer a égale distance les uns des autres. (Figure 6)
Les mesures réalisées correspondent au nombre total de pots visités, la successien des pot
visités pendant le test et le nomldferreurs effectuées. Si la caille retourne visiter un pot déja

vide, une erreur est comptabilisée. Lors de la semaine précédant le test, les cailles apprennent
a manger des vers de farine dans des pots. Trois jours avant le test, les animaux sont placés
par quatre dans le dispositif de test avec un ver dans chacun des 8 pots afin de limiter les biais
dus a un environnement nouveBans notre test, un individu doit se souvenir des pots qu’il a

visités et se servir de cette information pour parvenir a manger tous les vers de farine sans
réaliser de revisites inutiles des potsu principales catégories d’erreur sont rencontrées :

des erreurs immédiates et des erreurs différées dans le temps. Une erreur immédiate
correspond a la situation suivante : udividu visite un pot et mange le ver qu’il contient,

puis retourne tout de suite a ce méme pot ou apres avoir visité un seul autre pot. Les erreurs
différées dans le temps impliquent que I’individu visite au moins deux autres pots avant de

revenir au pot initial.

7.4.Tests de motivations sexuelles et sociales

Ce test est utilisé pour évaluer les motivations sexuelles pour les males et sociales pour les
femelles. Compte tenu de la date de ce test (jours 37 et 38), les individus ont atteint la puberté.
Les attributs de maturité sexuelle sont déja présentsit, glande a mousse, premiers ceufs.

Le test dure 5 minutes. Le dispositif correspond a un tapis roulant de 2 meétres de long,
surmonté d’une structure grillagée de 30*30cm, a I’extrémité duquel sont placées trois cailles
femelles séparées par une surface grillagée (Figure 7). Les cdlllesrémité constituent

une source d’attraction pour I’individu testé. Elles sont renouvelées en moyenne tous les 10
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cailles testéeafin de maintenir leurs capacités d’attraction. L’individu testé est placé a un

point de départ invariant, au centre du dispositif. Lorsqu’il se situe dans la zone a proximité

des caillesl’expérimentateur déclenche le tapis roulant. Le sens de rotation du tapis provoque

un éloignement entre la caille et ses trois congéneres. Au cours de ce test, la variable de
mesureed la distane parcourue par 1’individu sur le tapis roulant.

8. Analyses statistiques

A T’exception des données relatives a la croissance qui ont fait 1’objet de tests statistiques
paramétriques, toutes les autres mesures étaient de distribution non normale et ont donc été
analysées via des tests statistiques non paramétriques. Les données de croissance sont
analysées par ANOVA. Les données comportementales asahtsées par des tests non
parameétriques : KruskaWallis pour I’effet « lignée», Mann Withney pour I’effet traitement

et I’effet sexe, Wicolxon pour les données appariées (effet de I’age ou de la répétition des

tests). Enfin, un test de Friedman a permis de regarder la progression des animaux lors des
trois jours du test de mémoire de travail.

L’analyse non paramétrique ne permet pas de tester correctement les interactions entre

facteurs. En conséquence, comme I’observation des données par groupe suggere une
interaction entre un effet de la lignée, un effet du sexe et un effet du traitement, ledueffets
traitement sont présentés au sein de chaque lignée et pour chacun des sexes.

Le dispositif permet de comparer les paires de fréereseats placées dans le groupe témoin

et dans le groupe traité (test t apparié ou Wilcoxon). Ceperamatppariement ne permet

pas dobtenir des informations supplémentaires et compte temghale répartition des sexes

entre les deux groupes, il nous prive de beaucoup de comparaisons, ce qui entraine une perte
de puissance statistique du dispositif. En conséquence, les résultats des tests appariés ne sont
présentés dans ce mémoire.

L’intervalle de confiance est fixé a 95%. Les analyses statistiques ont été effectuées grace au
logiciel StatView version 4.05.
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Figure 9 : Effet du traitement sur les distances totales parcourues par les cailles des trois lignéesis
sexes confondugTest d’open field effectué avant la période de stress).

Statistique : test U de Mann Whitney. Témoins : animax avec l'aliment standard ; Probiotiques : animaux suplémentés avec le
probiotique. N=effectif, p=probabilité. Les médianes fjurent sur les boites a moustache. Seuls les effets dusteitement sont
représentés sur le graphique.

. Témoins
. Probiotiques
z
= = # p<01
g 200 * p<005
3 ] * **  p<0,01
; 150 *% p<0,001
2 100 T
5
3 =
£ 50
=
=
5 0 T
o
=
8 507
3
2100
E i
=
3
()]

LTI CTI STI
N=8 N=10 N=10 N=5 N=§ N=10
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Résultats

1. Croissance

L’effet lignée est significatif sur le poids des individus. Aux jours O, 7 et 14, les individus des
lignées LTI et CTI sont plus gros que ceux de la lignée STI (p<0,0001). Aux joulst7les

CTI ont des poids supérieurs a ceux des LTI (p=0,021 et p=0,044 respectivement). Au jour
21, I’écart entre les groupes diminue et seuls les CTI restent supérieurs aux STI (p<0,001).
Enfin, au jour 35, tous les effets ont disparu. A partir du jour 14, les femelles deviennent plus
grosses que les males (p=0,056). Cet effet se renforce avec le temps pour atteindre p<0,0001
au jour 35.

L’effet traitement a seulement été montré chez les femelles CTI au jour 35, en faveer d
augmentation du poids des femelles supplémentées (p=0,0501). Le probiotiqué’&fpeu

sur la croissance pondérale des individus.

2. Immobilité tonique

Certaines données ont di étre exclues. En effet, il arrive que des bruits soit perceptibles dans
la salle de test. Si le réveil de I’animal est provoqué par I’un deux, la mesure n’est pas gardée.

L’effet lignée est significatif sur la durée en état d’immobilité tonique (p<0,0001). Les LTI

ont une durée d’immobilité supérieure a celles des STI (p<0,0001) et des CTI (p<0,0001),

elles méme supérieures a celle des STI (p<0,0001).

Les femelles STI alimentées avec Igrobiotique ont des durées d’immobilité
significativement inférieures a celles des témds0,0083) (Figure 8). Les femelles CTI
suivent la méme tendance. La durée d’immobilité tonique étant révélatrice de I’état de stress

des individus, les probiotiques ont un effet apaishat certaines catégories d’animaux.

3. Openfield

Les données analysées ne concernent pas la totalité des individus. Les animaux qui n’ont pas

pu étre déposés au centre du dispositif sont exclus. Les résultats sont similaires pour les deux
répétitions, avant et apres la périodmdliction de stress chronique.

L’effet lignée est significatif pour I’ensemble des paramétres mesurés (p<0,0001). Les STI

ont des valeurs de distance totale et de durée dans la zone périphérique supérieures a celles
des CTl et des LTI (p<0,0001).

Aucun effet traitement intra-lignée’est visible pour I’ensemble des paramétres (p>0,1)

(Figure 9). On observe une diminutidala durée passée en périphérie de 1’open field lors du

second passage pour les STI males. La diminution de ce parametre est plus importante pour
les animaux témoins que pour les animaux supplémentés (p=0,050), ce qui suggere que ces
derniers ont été moins affectés par les stimulations négatives répétées (Figure 10). Le
probiotique aurait alors un effptotecteur chez cette catégorie d’individus.

Page 10 sur 23



= . Témoins
o}
'§ B Probiotiques
2
; # p<01
% *  p<005
2 4000 7 **  p<0,01
‘g 3500 - % X p<0,001
= ]
= i
2 3000 7
o
82500
B ]
5 2000 T
" 4
Q
1500 -
= ]
g: 1000 -
) 500
§ 2
2 0 -
3 LTI CTI STI
= N=14 N=14 N=20 N=10 N=15 N=16
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Figure 12 : Effet du traitement sur le nombre de transitions réalisés par les cailles femelles des lignées
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représentés sur le graphique.



4. Tapis roulant

Deux males de la lignée CTI et deux males de la lignée STI sont morts auast. dees
distances sont mesurées en unité arbitraire. Compte tenu de la maturité des animaux au
moment du test (jours 37 et 38), nous supposons que les motivations des males et des femelles
divergent. Les males seraient attirés par les trois femelles du dispositif pour des raisons
sexuelles, alors que les femelles seraient attirées pour des raisons sociales.

L’effet lignée est significatif sur la distance parcourue sur le tapis roulant chez les femelles
(p=0,0014)et n’est pas significative chez les males. Les cailles femelles de la lignée STI
parcourent des distances supérieures a celle des cailles de la lignée LTI (p=0,0083) et de
cailles de la lignée CTI (p=0,0197).

Les males CTI alimentés avec du probiotique se déplacent plus sur le tapis roulant pour
rejoindre les femelles (p=0,0293) (Figure 11). Cette observation traduit une motivation plus
importante des males traités. Elle peut également rendre compte d’un état de stress moins
important de ces animaux, ce qui suggeérerait un effet apaisant du probiotique.

5. Conditionnement de place-préférence

Le test de conditionnement de place-préféramaeété réalisé que chez les femelles des

lignées LTI et STI. A I’exception d’un individu qui est parti violemment dans un coin du
dispositif au début du testucun autre animal n’a été exclu pour I’analyse des données.

Un ratio est réalisé entre le temps passé dans la zone renforcée et le temps total passé dans les
zones extérieuresCe ratio n’est pas significativement différent de 0,5 (p>0,1). Par
conséquentles animaux n’effectuent pas un choix de la zone dans laquelle ils passent le plus
de temps.Nous sommes donc dans I’impossibilit¢ de mettre en évidence des effets du
traitement sur la mémoire a long terme.

Concernant ’activité locomotrice dans le dispositif, il existe un effet lignée relatif au nombre

de transitions (p<0,0001). Les femelles STI, plus actives, réalisent un nombre plus importants
de transitions (p=0,0302).

L’effet traitement est présent chez les femelles LTI (p=0,0210). Les individus traités ont un

nombre de transitions plus important (Figure 12). Ces animaux se déplacent alors plus dans le
dispositif, ce qui rend compte d’un état de stress moins important. Ce résultat va aussi dans le
sens d’un effet apaisant du probiotique.

6. Mémoire de travall

A chaque session, I’individu est éliminé s’il ne visite pas au moins 6 pots. Cette élimination
n’est effective que pour le jour concerné.

L’effet lignée est significatif sur la durée d’exécution du test sur ’ensemble des trois jours
(p<0,0001). Les animaux de la lignée STI achevent le test avant ceux de la lign€nLTI.
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note une diminution significative de la durée nécessaire a I’exécution de la tache. Les STI
présentent une probabilité p<0,0001, les LTI une probabilité de p=0,0004 (Figure 13).

Cette évolution positive est portée par les animaux traités p=0,0030 et p<0,0001,
respectivement pour les lignées LTI et STI. En effet, les animaux témoins ont des prgbabilité
supérieures a 0,1. Par contle traitement n’a pas d’effet sur la durée moyenne entre deux
visites.L’amélioration de la durée serait alors due a de meilleures performances des individus
traités et non a une activité locomotrice supérieure.

Les nombres de visites et les taux d’erreurs globaux (Nombre d’erreurs / Nombre de visites

totales) ne différent pas entre les trois jours pour chaque lignée (p>0,1). Ce constat suggére
que ce test permet de tester une mémoire de travail (indépendante entre les jours) et non une
mémoire de référence (dépendante des jours précédents). Ainsi, pour la suite des analyses, les
performances des individus seront moyennées sur les trois jours de test, qui représentent alors
des répétitions dans le temps.

Lorsqu’une caille visite un pot, puis d’autres et revient au premier, on calcule la longueur de
I’intervalle entre la visite d’un méme pot. Si I’intervalle est trés court (0 a 1 pot), on estime

que I’individu est dans une stratégie de revisite systématique, qui ne fait pas intervenir des
capacités de mémoire de travail. En revanche, si cet intervalle est long (3 pots ou plus), ses
capacités de mémoire sont sollicité®usieurs catégories d’erreur sont répertoriées : les

erreurs immeédiates (0-1) pot et les erreurs longues (3 et plus) pots.

Le taux d’erreurs immédiates ou différées correspond au nombre deofd I’individu a

commis ce type d’erreurs pondéré par le nombre de visites totales réalisées par I’individu. Le

taux d’erreurs immédiates egflus faible que le taux d’erreurs différées. En effet, I’individu se

souvient du pot visité I’instant, alors q’il est plus difficile de se souvenifuthe succession

de pots.

Il n’existe aucun effet lignée sule taux d’erreur a 3 pots ou plus (p>0,1). Les capacités de
mémoire des individus des deux lignées seraient alors équivalentes. Par contre, il existe un
effet du traitement sur ce taux d’erreur a la fois chez les LTI (p=0,0209) et chez les STI
(p=0,0573) (Figure 14). Pour les deux lignées, les individus traitdmanux d’erreurs plus

faible que leurs homologues témoins. Les probiotiques permettraieatdtdonéliorer les
capacités de mémoire de travail des individus.
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Discussion

Dans cette discussion, nous reviendrons successivement sur les différents effets qui ont été
mis en évidence dans I’expérimentation. Tout d’abord, I’utilisation d’un probiotique chez les

cailles japonaises a induit des effets bénéfiques en termes de réduction de la réactivité
emotionnelle. Toutefois, ces effets ne sont pas majeurs, il sera donc intéressant de revenir sur
les différentes explications possibles. Ensuite, nous verrons que les effets du probiotique sur
le développement corporel des animaux sont contrastés. Aucune amélioration sur la
croissance n’a ¢té observée mais on observe une augmentation de la maturité sexuelle des
individus. Enfin,nous reviendrons sur ’effet positif du probiotique sur les performances de
mémoire.

Effets bénéfiques du probiotique sur la réactivité émotionnelle

Le probiotique a eu des effets positifs sur les cailles de certaines lignées.tHeaffeation

du probiotique a permis une réduction de la réactivité émotionnelle des animaux. Cette
amélioration est révélée a la fois par les deux tests de réactivité réalisés mais également par
les différences d’activité locomotrice entre les animaux traités et témoins au cours du test de
conditionnement de place-préférence.

Les probiotiques ont permis de réduire de fagon significative la durée d’immobilité tonique

des animaux de la lignée STI. Cette durée est corrélée a la réactivité émotidtinslien
individu reste en immobilité tonique, plus sa réactivité émotionnelle est importante (Mills &
Faure, 1991)Ce paramétre paraissait pourtant difficile a modifier puisque c’est le critere de
sélection des lignées utilisées.

On attend habituellement une concordance entre les duiéesaddilité tonique et I’activité

motrice en open-fieldou la peur de I’environnement nouveau inhibe le comportement
d’exploration (Jones, 1986). Pourtant, aucun effet du traitem&st directement visible sur

les distances parcourues et les durées passées en peédphi&gen field. Compte tenu de
I’effet anxiolytique supposé des probiotiques, nous pensions obtenir des divergences entre les
traitements, en faveur d’une augmentation de la distance parcourue et d’'une augmentation de

la durée en périphérie pour les animaux traités. En effet, un individu dont le niveau de
réactivité éemotionnelle esiible n’est pas effrayé par le dispositif expérimental et se déplace
plus pour chercher une échappatoire.

Si le probiotique n’a pas eu d’effet sur les déplacements en open field, il en a cependant eu
dans le dispositif de conditionnement de place-préférence. En effet, les cailles LTI traitées ont
eu un nombre de transitions entre les zones plus importantes que les cailles LTI témoins. Le
nombre de transitions rend compte du déplacement des animaux dans le dispositif et donc de
leur activité locomotrice. Ces cailles sont particulierement peuretisasigmentation de leur
activité dans un dispositif de test est par conséquent un digne réduction de leur
réactivité émotionnelle comme cela est observé lors du test d’immobilité chez les cailles STI.
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Le test en open field a été réalisé avant et aprés une période stressante. Cette période de
stimulations négatives répétées avait pdyjeaif d’induire un état de stress chronique chez

les animaux et par conséquent de réduire les distances parcourues et les durées en périphérie.
Pour les individus des lignées CTI et LTI, aucune différence n’a ét¢ montrée entre les deux
sessions d’open field. En revanche, pour les STI méles on a observé une diminution de la
durée passée en périphérie de 1’open field lors du second passage. On peut alors supposer que

la période stressante a eu des répercussions sur ces animaux. La diminution de ce parametre
est plus importante pour les animaux témoins, ce qui suggere qu’ils ont été plus affectés par

les stimulations négatives répétées que les animaux supplémentés. Ces résultats sont
cohérents avec les résultats d’immobilité tonique et rendent compte d’une réactivité
émotionnelle moins prononcée pour les individus supplémentés.

Ces effets bénéfiques des probiotiques sur la réactivité émotionnelle sont en adéquation avec
ceux démontrés chez le rongeur et chez I’lhomme. Les souris dont le microbiote a été modifié

par l'ingestion d’un probiotique contenant des Lactobacillus rhamnosi ont des
comportements d'anxiété moins prononagassent plus de temps au centre du dispositif
(Bravo et al 2011). Chez la souris, ce comportement suggeareétat d’anxiété moins
important. En effet, compte tenu de leurs faibles facultés visuelles, les souris explorent un
environnement nouveau a l’aide de leurs vibrisses en longeant les parois du dispositif.
S’aventurer au centre d’un dispositif est la preuve d’une faible anxiété. D’autres probiotiques
composés de bactéries de la famille @fdobacteriumont des effets similaires. Leur
ingestion permet de réduire les comportements liés a I'anxiété (Beadikk010; Desbonnet

et al, 2010; Messaoudet al 2011). Il a été montré que les probiotiques agissent sur les deux
principales voies impliquées dans les comportements de dépression et d'anxiété, a savoir la
production de cytokines et de tryptophane (Rebkl, 2012).Chez I’homme, l'utilisation de
probiotiques permet de réduire les concentrations en cortisol. Ces diminutions ont un effet sur
les comportements émotionnels comme l'anxiété et la dépression, mais également sur des
maladies impliquant des troubles du développement neurologique, comme certaines formes
d'autisme et la schizophrénie (Finegetdal 2002; Neufeld & Foster, 2009Cryan & Dinan,

2012).

La mise en évidence d’un effet bénéfique des probiotiques sur la réactivité émotionnelle des

cailles japonaises constitue une avancée trés intéressante en termes de bien-étre animal et de
production. En effet, 1’anxiété est un paramétre important qui provoque de profonds
bouleversements chez I’individu et contribue & la détérioration de son état général (Toebk

al, 2008).
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Pourquoi ces effets sonits faibles ?

Nos résultats montrent qu’il existe des effets pasfs du probiotique sur la réactivité
émotionnelle de la caille japonaise, mais ces effets failiits et n’apparaissent que dans
certaines lignées. Plusieurs explications peuvent étre envisdgéed.abord, il a été mis en
évidence 1’existence d’un impact du génotype et du sexe de I’individu sur la composition de

son microbiote. Ensuite, le choix des tests de réactivité émotionnelle est primordial, il est
donc important de se questionner sur la pertinence des tests retenus. Enfin, nous faisons
I’hypothése que les probiotiques apportent des effets feésséfa 1’animal seulement
lorsqu’il est placé dans des conditions sous-optimales. Nos conditions en station
expérimentales n’auraient pas été assez adverses pour permettre de révéler les effets des
probiotiques.

Un premier élément dxplication peut-étre’impact des variations individuelles, puisque
nous avons mis en évidence un effet du probiotique sur la réactivité émotionnelle qui est
fonction de la lignée et du sexe étudi¢. Ce constat souléve la question de I’importance du

génotype de I’hote et sa sensibilit¢ a des modifications du microbiote. Il a d’ailleurs été

montré qu’il existe des liensentre le génotype de 1’hdte et la composition de son microbiote

digestif (Hufeldtet al, 2010). La composition du microbiote intestinal de deux individus
apparentés élevés dans des conditions différentes, est supérieure a celle de deux individus non
apparentés élevés dans des conditions similaires (Pistealin2012).

L’importance du génotype de I’hote pourrait expliquer les différences que nous obtenons

entre nos lignées, et par conséquent notre incapacité a conclure sur des effets globaux des
probiotiques chez la caille japonaise. En effet, dans notre expérimentation, les bénéfices du
probiotique sont visibles plus particulierement sur les cailles de la lignée STI. Compte tenu de
leur réactivité émotionnelle initiale plus importante, on aurait pu penser que le probiotique
aurait des effets plus massifs sur la lignée LTI qui est plus émotive. Or, pour cette lignée,
seule I’activité dans le dispositif de place-préférence est améliorée par le probiotique. I
semble donc que la réactivité émotionnelle de ces cailles soit trop élevée pour pouvoir étre
modulée par le probiotique. Les cailles STI, quant a elles, sont moins réactives mais ont une
activité parasympathique importante et par conséquent une activité du nerf vague plus grande
(Valance et al 2007). Une étude montre que le nerf vague est sensible a 1’action des
lactobacilles, lui-méme responsable de répercussions sur les comportements émotionnels
(Bravoet al 2011). Ces éléments expliqueraient pourquoi les effets different entre les lignées.

Des facteurs comme le sexe des individus peuvent aussi intervenir dans la modulation des
réactions obtenues chez la caille. Chez I’homme, il a été montré qu’il existe des différences de
composition entre les microbiotes des femmes et des hommes. Les hommes ont des quantités
de bactéries de la famille dBacteroidetesClosdridiaet Proteobacteria plus importantes que

les femmes (Muelleet al, 2006; Li et al, 2008). Il est donc possible que les probiotiques
soient plus efficaces sur certains profils plus sensibles aux varialiongxe de 1’hote
constituerait un facteur de variabilité de 1’action de ces suppléments alimentaires.
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La faible amplitude des effets observés ne semble pas pouvoir étre attribuée a la nature des
tests de réactivité émotionnelle utilisés. En effet, agwont été validés pour leurs facultés a
évaluer la réactivité émotionnelle (Forkmetnal 2007). La distribution de nos tests au cours

de la vie de nos individus a été élaborée en fonction de contraintes techniques et dans le but
d’optimiser le temps imparti. L’adge est connu pour influer de fagon trés prononcée sur la
réactivité des individus en situation de test (Forkmiaal 2007). On peutaginer qu’un test

qui ne montre pas de différence significative a un certain age aurait pu em ééuélautre

moment de la vie de I’animal. Une alternative aux tests comportementaux pour évaluer le
statut émotionnel des individus consiste en la mesutawdude corticostérone plasmatique.

Cet indicateur endocrinien de stress est le plus utilisé chez les oiseaux (Hill, 1983). Toutefois,
les prises de sang induisent un stress aigu important pour les oiseaux. Une autre alternative est
le dosage de corticostérone dans les fientes. Cette technique est maitrisée chez le poulet de
chair,mais n’est pas encore au point chez la caille japonaise (Hirschenhausegt al, 2012).

La troisiéme raison susceptible d’expliquer le faible écart de réactivité et la variabilité de ces

écarts est liée aux bonnes conditions d’élevage des animaux expérimentaux. La majorité des
études qui montrent un effet du microbiote digestif sur la réactivité émotionteéftetue en
présence de bactéries pathogénes. En effétpe debactéries déclenche un déséquilibre sur

le microbiote initial et provoque des inflammations gastro-intestinales qui s'accompagnent de
changements dans les comportements émotionnels. Il a ét¢é montré que I’injection d’une
bactérie pathogéne de tyggampylobacterchez la souris provoque une augmentation de
l'anxiété et une diminution du comportement d'exploration quelques heures apres l'infection
(Goehleret al 2005; Bercik et al 2010).Chez I’homme, les probiotiques ont des effets sur

les maladies impliquant des troubles du développement neurologique. Or, ces maladies
seraient une conséquence de l'infection par des bactéries pathogénes au cours de la période
périnatale (Mittalet al, 2008).Dans nos conditions d’élevage, les animaux n’ont pas été

soumis a de tels pathogenesqui n’a sans doute pas permis la pleine expression du pouvoir
protecteur du probiotique.

Lorsqu’un oiseau d’¢levage se trouve en conditions stressantes, son écosysteme intestinal est
bouleversé (Knarreborgt al, 2002; Scuphanet al, 2008; Torok et al 2008). En appliquant

une série detimulations répétées négatives, nous espérions dégrader les conditions d’élevage

des animaux et ainsi engendrer des modifications du microbiote. Ces stimulations négatives
ont cks effets néfastes en termes de croissance et d’augmentation de la réactivité émotionnelle

chez les cailles japonaises (Favreau-Pergal 2011; Laurenceet al 2012). Par contre

pour des raisons de temps, cette procédure n’a été réalisée que sur cinq jours au lieu des trois
semaines comme décrit dans les publications (Calanétesy 2011; Laurenceet al 2012)

Cette périodetsessante n’a pas permis de faire diverger les comportements des lignées de
fagon ostensible. On peut alors penser que cette période n’a pas été suffisante pour induire un

état de stress chez les animaux.

Plusieurs facteurs sont a prendre en compte dandd des effets du microbiote intestinal sur
le comportement émotionnel. Le génotype, le sexe et les conditions d’élevage sont trois
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facteurs importants qui interviennent dans la variabilité des effets des probiotiques. Ils
pourraient ultérieurement fairl’objet d’études a part entiere compte tenu de leurs
implications sur la composition du microbiote.

Effets contrasté du probiotique sur le développement corporel

Contrairement a la réactivité émotionnelle, la croissance pondérale n’a pas été affectée par le
probiotique. Pourtant, ce probiotique est connu pour améliorer les performances
zootechniques des poulets de chair (Teneimal 2009 ; Alkhalf et al, 2010), ainsi que
certaines caractéristiques qualitatives de 1’ceuf chez la poule pondeuse (Mikulski et al 2012).

Notre expérimentatiomavait pour objectif principal d’évaluer I’effet des probiotiques sur la

réactivité émotionnelle des individus. 11 est évident qu’il faudrait recueillir des informations
complémentaires, par exemple, I’indice de consommation des animaux pour mieux évaluer

I’effet du probiotique dans nos conditions d’élevage.

Il existe sans doute un effet du probiotique sur la maturation sexuetlav@hcement de la
maturité est suggéré par les différences de motivations sexuelles mesurées sur le tapis roulant.
En effet, les méles traités de la lignée CTI semblent plus motivés sexuellement car ils ont
parcouru des distances plus importantes pour tenter de rejoindre les femelles. Ces différences
de motivations sexuelles, selon le traitement, avaient déja été trouvées sur les animaux de la
lignée STI lors de I’expérimentation préliminaire réalisée sur les cailles avec ce méme
probiotique (Leterrier, 2012Données personnellg@sDans 1’avenir, il serait nécessaire de

réaliser des quantifications de la maturité sexwedieine mesure des gonades.

Effets bénéfiques des probiotiques sur la mémoire de travalil

La diminution de la réactivité émotioelle des cailles s’accompagne d’une amélioration de
certaines capacités de mémorisationaniélioration que nous avons mise en évidence
concerne la mémoire de travail. Nous I’avons évaluée grace au test des pots.

L’effet du microbiote intestinal sur les performances de mémoire des individus a déja été mis

en évidence chez les rongeurs. Comme néaohs mentionné, une augmentation de la
diversité microbienne induite pdrlimentation peut améliorer les performances de mé&moir

a long terme et de travalli(et al 2009) Par ailleurs, lutilisation d’un probiotique permet @&
restituer la mémoire de travail de souris dont les performances ont été dégradées lors
d’infection par une bactérie pathogene (Gartaal 2011).

La difficulté majeure des tests de capaci@snitives est de s’assurer que les individus ont

bien compris la tache qui leur est demandée. Dans notredestindividus ont été éliminés
des analyses, car peu ne se déplacaient pas dans le dispositif ou ne mangeaient pas les vers de
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farine dans les pots. On peut donc considérer que ce test est adaptéraddele d’étude car

les animaux ont répondu a la question posée.

Lors de la recherche des vers de farimeindividu doit se souvenir des pots qu’il a visités et

se servir de cette information pour parvexrlies manger tous sans réalisereéasites inutiles

des pots Au cours de ce test, deux principales catégories d’erreurs sont rencontrées : des
erreurs immédiates et des erreurs différées dans le tempsmier type d’erreur ne fait pas
intervenir la mémoire de travail, mais reléve plutot d’une stratégie d’exploration différente qui

consiste a vérifier immédiatement la disparition définitive du ver de farine sans réfléchir aux
pots visités. Le deuxiéme type d’erreur sollicite réellement la mémoire des animayisqu’il
nécessite lavisite d’au moins deux autres pots avant de revenir au pot initial. Nous avons
montré une diminution du tauKerreurs différées chez les cailles traitées des lignées LTI et

STI.

La limite de la catégorie « erreurs différées » a été fixée a 3 pots sur 8. Compte tenu de
I’agencement des pots, cette limite rend compte d’un vrai déplacement de 1’individu. Les

effets révélés a 3 pots persistémtque 1’on place cette barre a 5 pots. Il n’existait pas de
différerce significative en termes de nombre de visites totales ou de nombre d’erreurs selon le

jour du test. Cette stabilité nous indique que nous travaillons sur la mémoire de travail. En
effet, une autre possibilité aurait été d’observer une amélioration des performances des
individus sur les trois jours. Cette progression aurait alors plutdt fait penser a une mémoire de
référence qui implique une utilisation de données postérieures pour réaliser une tache.

L’utilisation du probiotique aurait pu influencerthux d’erreur global. Néanmoins, la taille

du dispositif n’est pas grande et donc ’espacement entre les pots est restreint. Dans ces
conditions, il est probable qu’au cours du test les animaux aient alterné entre mémorisation et
re-vérification systématique dgwmts. En effet, les pots n’étant pas trés éloignés les uns des

autres, I’énergie a fournir pour vérifier qu’un pot est vide est faible. Un dispositif plus grand

aurait peut-étre forcé les animaux a utiliser uniquement leurs capacités de mémoire de travalil
afin de ne pas effectuer de longues distances. Toutefois, les cailles sont des animaux trés
peureux et le choix du dispositif est primordial. En prenant un dispositif de test plus grand, le
risque était que les individus ne se déplacent plus dwdaite tenu de 1’environnement a
explorer. La répartition des pots dans le dispositif a aussi son importance. lIs ont été placés en
quinconce afin que 1’individu soit obligé de faire des choix de déplacements et non de suivre
simplement un alignement de pot linéaire.

Ces résultats sur la mémoire sont cohérents avec les modifications de la réactivité
emotionnelle. Yerkes et Dodson (1908) ont mis en évidence une courbe qui montre
I’importance de 1’état de stress sur les performances cognitives (Yerkes & Dodson, 1908)

Cette courbe en forme de « U invers&aduit I’existence d’une zone centrale dans laquelle

les performances des individus sont optimales. Aux extrémités, si les animaux sont tres peu
stressés, ou bien trés stresses, leurs performances sont faibles. Une étude récente chez le
cheval a confirmé que, dans le cas de la mémoire de travail également, les performances sont
tres dépendaes de 1’état de stress de I’animal (Valenchonet al, en révision) et suivent la
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Figure 15: Performances de cailles STI situées sur la courbe de Yerkes et Dodson.



régle de Yerkes et Dodson. Or, notre test de mémoire de travail constitue un événement trés
stressant pourdnimal. Par conséquent, dans le cas des cailles STI, les effets du probiotique,
sur laréactivité de I’animal et sur la mémoire de travail sont conformes aux prédictions qui
lient ces deux caracteres lors de fortes sollicitations (Figure 15).

Le seond test de mémoire réalis¢ avait pour objectif d’évaluer les capacités de mémoire a

long terme des individus. Ce test est un conditionnement de place-préférence. Le
renforcement positif choisi est un renforcement social. Il permet d’obtenir des effets plus
marquésqu’en conditions alimentaire, la motivation pour la recherche d’un partenaire social

étant tres important chez cet animal grégaire. La durée du test de deux mipeitet de

révéler le choix des individus pour I’'une des zones (Fauvel, 2011). Lors de notre
expérimentation, nousavons pas pu évaluer la mémoire a long terme des animaux. En effet,
les individusdes deux lignées n’ont pas effectué de choix entre les deux compartiments. Une

phase de conditionnement plus longue semble donc nécessaire pour améliorer le protocole de
Fauvel (2001).

Les premiers résultats obtenus sur la mémoire de travail sont encourageants. Il est

indispensable de poursuivre les recherches sur les éventuels bénéfices des probiotiques sur les
capacités de mémoire des individus en réalisant des tests sur chacune des mémaoires.
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Conclusion

L’objectif de ce mémoire était d’évaller I’effet d’une modification du microbiote digestif sur

le comportement émotionnel et sur les capacités de mémoire des cailles japoramises. L
modification du microbiote a été provoquée par I’utilisation d’un probiotique. Grace aux
différents tests réalisés, nous avons validgpothése d’un role du microbiote sur la
réactivité et la mémoirest celle d’une interaction avec le génotype de 1’hote. En effet, le
probiotique a permis de réduire la réactivité émotionnelle de certaines cailles. Grace au test de
mémoire de travail, nous avons montré que le probiotique utilis€¢ permet d’améliorer les
capacités cognitives des animaux. Cependant, ces modifications ne sont pas présentes de
facon constante parmi les différentes lignées confirniaristence d’interactions entre le
microbiote intestinal et le profil génétique de I’hote.

La mise en place de stimulations négatives répétées a permis de mettre en évidends des effe
plus fins du probiotique sur la réactivité émotionnelle. Ces résultats suggerent la nécessité de
conditions de vie subptimales pour révéler I’effet bénéfigue des probiotiques. Par
conséquent, le probiotiqu€améliorerait pades paramétres d’un individu élevé dans des
conditions idéales. Ses effets ne samaiutilesqu’en conditions dégradées. On peut envisager

la présence des effets bénéfigues mineurs en élevage standard qui sont difficilement
perceptibles dans nos conditions de station expérimentale. Les probiotiques proféreraient des
avantages en t@e d’adaptabilité des animaux face a des situations stressantes. En élevage
avicole, on peut par exemple penser auengements d’environnement social et aux
interventions humaines. La diminution de la réactivité émotionne#el’utilisation de
probiotiques permettrait de réduire les effets de ses perturbationisétat général des
animaux et sur ces performances zootechniques.

De facon plus générale, nous avons montré que les effets du microbiote sur le comportement
des individus est également présent chez les oisddian que le probiotique n’ait pu
engendrer que des modifications mineures du comportement, il est probable que 1’utilisation

de badctries pathogenes ou bien d’oiseaux axéniques permettent de révéler des modifications

bien plus importantes en termes de réactivité émotionnelle et de capacités de mémoire. Enfin,
il est envisageable de travailler sur la réversibilité des modifications comportementales et
cognitives aprés arrét du traitement. En effet, des études sur le transfert de flore chez la vache
ont montré qu’au bout de quelques jours, le microbiote ruminal reprend sa composition

initiale (Weimeret al, 2010).

La méthodologie employée a permis de valider les hypothéses téstéedes points faibles

de notre protocole expérimentakt 1’absence d’une quantification des modifications
engendrées sur le microbiote intestinlln’a pas permis d’établir d’effet causal entre les
données comportementales et les caractéristiques du microbiote intestinal. Les fientes
prélevées au cours de la manipulation pourront apporter des éléments de réponse apres
guantification du microbiote digestif. Pour des expérimentations futures, on veillera tout de
méme a exposer les animaux a des conditions d’expérimentations plus drastiques. Il faudra
également compléter les études préliminaires réalisées sur la mémoire, en favorisant 1’étude

de plusieurs types de mémoire.
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Résumé (1600 caractéres maximum) :

Le microbiote intestinal influence les comportements émotionnels et les capacités cognitives des mammiféres. Ces
effets n’ayant pas été mis en évidence chez I'oiseau, nous avons entrepris cette étude chez la caille japonaise.
Trois lignées avec des niveaux de réactivités émotionnelles trés différents ont été testées : les LTI, et STI qui sont
respectivement des lignées trés émotive, et peu émotive, et la lignée CTI non sélectionnée. Pour modifier le
microbiote, la moitié des animaux de chaque lignée a regu un aliment supplémenté en probiotique, I'autre moitié
n’a pas été traitée (ttmoin). Nous avons évalué la réactivité émotionnelle (test d’'immobilité tonique et open field), la
motivation socio-sexuelle (test du tapis roulant) et les capacités de mémoire de travail et de mémoire a long terme.
Chez les cailles STI supplémentées, les durées d’'immobilité tonique étaient plus faibles que celles des témoins
(femelles, p=0,0083) et on a montré un effet positif sur I'évolution de la réactivité entre les deux tests en open field
(méles, p=0,05). Les LTI supplémentées ont eu une activité locomotrice plus importante dans le dispositif de
mémoire a long terme (femelles, p=0,0210). Les performances de mémoire de travail ont été améliorées par le
probiotique chez les cailles LTI (p=0,0209) et STI (p=0,0573). Le probiotique n’a pas eu d’effet sur la croissance.
En conclusion, le probiotique a des effets positifs sur la réactivité émotionnelle et sur la mémoire. Il faudra
approfondir le lien entre ces caractéristiques importantes pour I'adaptabilité des animaux d’élevage et le microbiote.

Abstract (1600 caractéres maximum) :

The intestinal microbiota influences the emotional behaviour and the cognitive abilities in mammals. We decide to
study these effects in birds, through the Japanese quail model.

Three lines of quails were tested. They have very different levels of emotional reactivity. The LTI line is very
reactive whereas the STl is not. The CTI line is not selected on emotional behavior. In order to modify microbiota,
half of the animal of each line received a feed supplemented with a probiotic, the other half received a standard
feed (control). We measured the emotional reactivity (tonic immobility test, open field), the socio-sexual motivation
(treadmill test) and the working memory and long-term memory abilities.

In the STI supplemented quails tonic immobility durations was shorter than in controls and there was a positive
effect on the progression of emotional reactivity between the two sessions of the open field test (males, p=0,05).
The LTI supplemented quail had a higher locomotive activity in the long term memory device (females, p=0,0210).
Working memory performances were improved by the probiotic in the LTI quails (p=0,0209) and in the STI quails
(p=0,0573). Probiotic had no effect on growth.

To summarize, the probiotic had beneficial effects on the emotional reactivity and memory. It is necessary to
investigate the link between these characteristics and the microbiota, since they are pivotal to the coping abilities in
farm animals.
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