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DPZ : Centre de Primatologie Allemande (Deutsches Ranmentrum)

EIA : Enzymeimmunoassay

FGCM : Métabolite de glucocorticoide dans les fecesc@torticoid metabolite in feces)
GC : glucocorticoide

HPA : axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HypothaePituitary-Adrenal axis)
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son ouverture

tc: temps mis par I'animal pour sauter sur I'arbidesi

TMB : 3,3',5,5'-tetraméthylbenzidine

t.: temps mis par I'animal pour rester dans la serfdienregistrement aprés sortie du piége
ts: temps mis par I'animal pour sortir du piege deman ouverture

UICN : Union Internationale pour la Conservation dbBlédure et de ses ressources



INTRODUCTION

La capture des animaux sauvages surtout des Véstést nécessaire pour certains
types d’étude. Les microcebes, petits primatesunnes solitaires sont sQuvent capturés pour
le suivi de la dynamique de leur population en dume obtention desdonnées a long-terme
(Kraus etal., 2008 ; Lutermann «il., 2006 ; Dammhahn et Kappeler, 2009). Cependant, la
capture et la manipulation sont potentiellemenessiantes pour les animaux concernés
(Millspaugh etal., 2000 ; McLaren eal., 2004 ; Fletcher et"Boonstra, 2006 ; Prout et King
2006). Le stress qui n'a pas de définition stripteit étre défini comme un état de perte de
I’'homéostasie causé par un facteur de stress (sisngui peutiétre physique, psychologique,

ou les deux a la fois (Reeder et Kramer, 2005).

Du point de vue physiologie, la réponse au stim@@smnanifeste par I'activation de
I'axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien (HRA) @vprgue une augmentation du niveau de
glucocorticoide (GC), une classe d’hormofies stésidlans le sang. Le GC secrété fait
augmenter la disponibilité de glucose dans la Etmn sanguine (Genuth, 1993 ; Sapolsky,
1982, 1983, 1992 ; Muller et Wrangham, 2004) powbitiser de I'énergie nécessaire aux
tissus pour neutraliser I'effet du stimulus.. kes &Cretrouvent sous forme métabolites dans
les feces de l'individu aprés un délainde passages dorganisme (Mostl et Palme, 2002)
(voir Annexe |). La répétition du méme facteur de stress en wnéedplus ou moins longue
peut entrainer la diminution{de la“sécrétion de @Qisieurs études ont rapporté que les
enfants exposés a une adyversité précoce montrenbasse sécrétion de cortisol, qui est la
principale forme de GC/chez les Primates (CicclegtiRogosh, 2001 ; Fisher &, 2006 ;
Dozier etal., 2006 ; Bruce eal., 2009). Ces expériences peuvent conduire a desedas
réponses de cortisol a 'age adulte (Tyrkalet2008 ; Elzinga eal., 2008 ; Carpenter etl.,
2007). La réponse en GC varie en fonction de lhisit® du facteur de stress. En effet, les rats,
utilisés pour des recherches au laboratoire, quclangé de cage et sont transférés dans une
salle bruyante ontdmontré la plus grande élévatiormonale (corticostérone), puis moins
pour ceux qui ont.changé de cage et sont transf@rés une salle tranquille, et enfin ceux qui
ont changé‘de‘cage sans transfert ont montré afgible élévation hormonale (Armario et
ali, 1986b):

La‘réponse physiologique pourrait étre en relatieec le niveau basal de GC. Dans le
cas de l'action d’'un facteur de stress a court-¢efanréponse aigué ou adaptive des animaux

qui se traduit par 'augmentation rapide de GC petsur progressive a son niveau basal
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normal (Ouellet-Morin etal., 2011) prend place pour résoudre la situationssamete
(Sapolsky, 1992). Si le GC est secrété en perman@mar exemple a cause de la non
élimination du facteur de stress ou encore le anationnement du rétrocontréle négatif de
l'individu), le niveau basal de GC reste élevé etretourne plus a son niveau normal.
L’individu peut étre considéré dans ce cas comrerdtd’'un stress chronique. Sa réponse a
des facteurs de stress pourrait diminuer due @anandtion de la réactivité de I'axe HPA. En
effet, il a été rapporté que les oiseaux ayant ivpan élevé de GC ne montrent plus une

réponse additionnelle au protocole de capture eipukation (Smith eal., 1994).

Du point de vue comportement, la réponse des iddsva la suite de la libération de
GC varie suivant la nature et l'origine du factele stress, comme les facteurs de stress
physique, visuel, tactile, etc. Une des réponsespootementales des individus est les
comportements de fuite (Reeder et Kramer, 2005)s de la perception d’'un prédateur par
exemple, le GC secrété par I'animal proie agitlesartissus tels que les muscles, le foie et
active des systemes pour l'aider a échapper awfgé@d(Anestis, 2010). La répétition d’'un
méme facteur de stress peut entrainer aussi urgelrent de comportement des animaux.
Chez les jars placés dans une cage, par exemplsuretillés pour une implantation
chirurgicale de cathéter pendant deux semainesiébut de I'expérience, ces oiseaux sont
effrayés, battent des ailes ou essaient de s’éehapMais plus tard, ils ont I'air calme (Le
Maho etal., 1992). Le comportement peut varier aussi en fonate I'intensité du facteur de
stress.

Les individus deMicrocebus murinuslans la forét de Kirindy (44°39, 20°03S), forét
séche caducifoliée a I'Ouest de Madagascar, sammisoa différents facteurs de stress
naturels tels que le stress alimentaire, la prédate stress de la reproduction, etc. Le stress
alimentaire peut se voir par la compétition entes individus ou par la compétition
interspécifiqgue avec l'espece sympatrigMicrocebus berthaegpour avoir un acces aux
ressources. Le stress dd a la peur des prédateupeavent les chasser pendant leur repos
diurne et pendant leur activité nocturne. Le sthigsa la reproduction qui peut étre vu par la
compétition entre les males pour s’accoupler aescfémelles réceptives, par les soins des
femelles pour leurs progénitures jusqu'a leur iraglance. Le GC des individus de
Microcebus murinugst secrété chaque fois en réponse aux factewwtsads naturels qui font
partie de leur « vie quotidienne ». La capture-magg-recapture routine pour le suivi a long-
terme d’'une population ddlicrocebus murinusne provoque l'augmentation de GC que
mensuellement. Pendant cette capture-marquagetueeafa présence de plusieurs individus

est remarquée a chaque capture, d’autres ne spttréa que rarement. Ainsi, les études
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rapportées par Dammhahn et Kappeler en 2008 et 200€indy ont indiqué que beaucoup
d’individus ont été recapturés et ont été iderdifs@ulement durant les sessions de capture
mensuelle. Les protocoles de capture peuvent @&nsidérés comme familiers pour les
individus souvent capturés. Parmi les individustaags, il y a des individus marqués
auparavant et d’autres sont nouveaux. De ce &amdnipulation qu’ils subissent differe. La
réponse aux stimuli chez de nombreuses espece®ntigbkés a été beaucoup étudiée mais
peu d’informations ont été fournies sur la répodess individus deMicrocebus murinus la

capture.

Dans la présente étude, la réponse des individbdictecebus murinus la capture et
la manipulation a été étudiée. Les objectifs sppoifs visent a étudier la variabilité de la
réponse a la capture selon I'expérience des ingsvid la capture et aussi d’étudier cette
variabilité de réponse en fonction de lintensité ld manipulation qu’ils subissent. On
s’attendait a ce que les individus montreraientn@pense physiologique a la capture par une
augmentation de la concentration fécale du métibde glucocorticoide par rapport a son
niveau basal. La magnitude de GC différerait sédinéquence de capture des individus : les
individus frequemment capturés montreraient unieldanagnitude de GC due a I'habitude
aux protocoles de capture. La magnitude de cegmantation dépendrait de I'intensité de la
manipulation subie par les individus : les indivsdomanipulés d’une maniere plus invasive
montreraient la magnitude de GC la plus élevée.fréeguence de capture, le type de
manipulation, et la magnitude de la réponse phggique de GC pourraient entrainer a une
différence comportementale des individus. Supposmesles individus inexpérimentés a la
capture et ceux manipulés d’'une maniere plus imeasont plus stressés a la capture, ils
mettent beaucoup plus de temps pour quitter leepgela relache car 'immobilité et le choix
des milieux cachés sont des mécanismes de pratdgpimues observés chez cette espéce. La
réponse physiologique pourrait avoir une corrétativec la réponse comportementale.

Pour vérifier ces hypotheses, la magnitude dedange physiologique a la capture a été
évaluée par la mesure du changement de la contentréécale du métabolite de
glucocorticoide (FGCM) par rapport a sa concerraliasale, ainsi que la détermination s’il
y a une différence sur la réponse physiologiqueeeinidividus de différente fréquence de
capture et entre individus recevant différent tgpemanipulation. Le niveau basal du FGCM
des populations en liberté peut étre déterminétdaargponse a la capture puisque le pic de
I'élévation du niveau de FGCM chez les microcebasgxemple se trouve entre 50 a 60 h
aprés la manipulation des individus (Hamalaineal etdonnées non publiées). De ce fait, le
niveau de la réponse maximale a la capture peetdittenu par la mesure du niveau des
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hormones apres deux jours de la premiere capturaulre, I'influence de la fréquence de
capture, du type de manipulation recue par lesvidds et de la réponse hormonale sur le
comportement pendant leur relache a été étudiémpaesure du temps qu’ils mettent pour
sortir du piége. La relache des individus peut fiomoer comme une mesure directe de leur
réponse comportementale apres qu’ils ont été retenwaptivité pendant une journée. C’est
une occasion pour les individus de se comportarredlédment et de se libérer de la capture.
L’age, le sexe des individus et les saisons clipu&is ont été aussi considérés dans la réponse

aux facteurs de stress.

Dans cette étude, la méthode comprenant une cagléhe a été utilisée suivie de
dosage d’hormone fécale et d’études comportemendalenoment de la relache. Les résultats
correspondant a ces méthodes et expériences gseinpés, ensuite une discussion y afférente
est proposée. Les conclusions et recommandatiomgent ce manuscrit.



|. MILIEU D’ETUDE ET ESPECE ETUDIEE

[.1. Milieu d’étude

I.1.1. Localisation géographique

La forét de Kirindy/CNFEREF (Centre National de fRration, d’Etude et de Recherche
en Environnement et Foresterie), appelée aupardaimdy/CFPF (Centre de Formation
Professionnelle Forestiere) est localisée dapaiae Ouest de Madagascar et fait partie de la
région du Menabe Central (Figure 1). Cette foréhsde seche caducifoliée se trouve
approximativement a 60 km au nord-est de la villerdmdava, sur la RN8A vers Belo-sur-
Tsiribihina et se situe a environ 44°39'E et 20%3Son altitude varie de 18 a 40 m par

rapport au niveau de la mer et s’étend sur 12500 ha

|
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= MARGFANDILA

Figure 1: Carte de Madagascar montrant la localisgéon de la forét de Kirindy/CNFEREF.
(Source : DPZ)



Cette étude a été effectuée dans le site localenenimé N5, un des trois principaux
sites établis par le Centre de Primatologie Alledea(DPZ) dans la forét. Ce site se situe au
nord de la piste CONOCO (Figure 2). Le site essystéme de quadrillages avec des pistes
traversées a pied tous les 25 m. Chaque quadriésigmdiqué par une combinaison de lettre
et de chiffre. L'étude a été réalisée dans la padntrale de A a U dans la direction ouest-est
et 1 a 21 du sud au nord, et aussi dans la péipbeéest de WA a WE dans la direction est-
ouest et -8 a 29 du sud au nord.

Légende

Piste Lémurien
— — riviére Kirindy

Figure 2 : Localisation du site d’étude N5 dans léorét de Kirindy. L = Ligne (Source : DPZ)

[.1.2. Climat

Le climat de la région est caractérisé par uneosagité prononcée avec une saison
chaude et humide entre décembre et avril, unersdiaiche et seche entre mai et septembre
et une transition chaude et seche d’octobre a nbresorg et Rohner, 1996). Les données
obtenues a Morondava entre 2006 et 2008 ont mong&empérature moyenne annuelle de
20,2°C variant de 14,1°C a 31,8°C et une pluviométoyenne annuelle de 66,6 mm variant
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de 0,4 a 810,9 mm. Pendant la saison seche, |&étatape peut descendre jusqu’a 4°C la nuit
et remonte pendant la journée. Selon le diagrammierathermique de Morondava de la
Figure 3, la pluie est tres abondante aux moisaegr et février, et la saison la plus seche se

trouve entre mai et novembre.

450 200

400 ‘\ - 175
z 350 \ 150 _

O

£ 300 125 o
Z \ i 2
& 250 5
E - 100 &
= 200 ] Lo
= w =#—Précipitation
o = .
o 150 W —ée—Température
a.

100

Figure 3 : Diagramme ombrothermique de Morondava etre 2006 et 2008, données provenant
de la Direction Générale de la Météorologie a Ampairianomby

[.1.3. Faune

La forét de Kirindy contient six especes de Primatecturnes a savoMicrocebus
berthag Microcebus murinusCheirogaleus mediysMirza coquereli Phaner furcifer et
Lepilemur ruficaudatus; une espéce diurne qui eBtopithecus verreauxet une espece
cathémérale qui edtulemur rufifrons En plus de ces espéces de Lémuriens, plus d'une
vingtaine d’especes de Mammiferes sont rencontdées cette forét, avec sept especes
d’'Insectivores, cing de Rongeurs, trois de Carmgagt sept de chauves-souris (Ganzhorn et
al., 1996). La forét héberge également de nombreugsxes d’Oiseaux au nombre de 40
dont 13 sont endémiques de la région (Raherilatad/iené, 2008), et plusieurs especes
herpétofauniques avec 14 especes d’Amphibiens aispces de Reptiles (Raselimanana,
2008).



[.1.4. Flore

La flore de la région est diverse. La forét ayas taractéristiques des foréts seches
caducifoliées est trés dense avec de faible can®bésieurs arbres ont une hauteur inférieure
ou égale a 20 m (Sorg &, 2003) mais la présence de grands arbres et dbsalmest aussi
remarquée. La production foliaire débute génératenzela fin de la saison séche. Les
périodes de production de feuilles, fleurs et frvidirient suivant les especes (Sorg et Rohner,

1996). Certains arbres ont fleuri avant I'appanitites feuilles.

|.2. Espéce étudiée
[.2.1. Description

La classification déMlicrocebus murinusespéecalécrite pour la premiere fois par J. F.

Miller en 1777, est la suivante :

Regne: ANIMAL
Embranchement: VERTEBRES
Classe: MAMMIFERES
Ordre : PRIMATES
Infra-ordre : LEMURIFORMES
Famille : CHEIROGALEIDAE
Genre: Microcebus

Espece: murinus

Microcebus murinusyune espece de Primates de petite taille (Figurendsure d’'une
longueur téte-corps d’environ 12 cm avec une qukerviron 13 cm, peése en moyenne entre
60 a 90 g. L'animal posséde un pelage gris-brus,y@eix volumineux en position frontale
qui leur permettent un champ visuel trés étendR3fE (Pariente, 1979) soit 50° de plus que
'homme, des pavillons auriculaires développés ebites qui peuvent se diriger vers une
source de son indépendamment I'un de l'autre (Bufpil 2000). Ses pieds possedent un
pouce trés développé et ses doigts sont munisrgesl@oussinets trés souples lui permettant
de s’agripper sur des supports. L'absence de dinwre sexuel est notée (Petterakt
1977).



Figure 4 : Photo d’un individu femelle deMicrocebus murinus(Source : © CNRS)

I.2.2. Biologie et écologie

L’especeMicrocebus murinugst limitéeen grande partie aux foréts séches de la partie
Ouest de Madagascar. Elle se trouve dans les fpréteires, secondaires et les habitats
fortement perturbés. La densité de la populatitgirgtsouvent 360 a 400 individus par km
(Hladik etal., 1998). C’est une espéce classée dans le statandervation « Préoccupation
mineure » (Least concern) de la liste rouge deGNien 2008 et se trouve dans I'annexe | de
la CITES. L'espece est considérée comme une espacirne plutét solitaire. Pendant
I'activité nocturne, les individus se déplacentnainiére isolée, tandis que pendant la période
de repos diurne, ils se regroupent dans des tradsres ou bien dans des nids composés de
feuillesqu’ils construisent. Généralement, les méales dotreeuls et les femelles apparentées
partagent le méme trou d’arbre (Radespiel, 2000 berlE et Kappeler, 2006)La
reconnaissance par flairage uro-génital est le maydisé par les animaux pour s’identifier.
C’est uneespece arboricole capable de se mouvoir a quatiesgu sol et dans les arbres en
sautant sur plusieurs metres, d'une branche ardagtace a des membres postérieurs
puissants munis de pouces opposables et de detypdteg, qui lui permettent une meilleure
adhérence et stabilité sur les supports. Son régitimentaire est omnivore composé
essentiellement de fruits, auxquels s’ajoutent lder$, des gommes, des insectes. Une
fluctuation saisonniere de poids a été remarquée s deux sexes, les males prennent du
poids avant la période d’accouplement et les faraallvant I'hibernation (Kraus at, 2008).

Les individus deMicrocebus murinugle la forét de Kirindy sont les proies de nombreux

9



prédateurs incluant les Carnivores comme le fdSeypftoprocta ferox la mangouste
(Mungotictis decemlinea}a les serpents de la famille des Colubrifi#s/cyphys miniatusgt
Boidae Ganzinia madagascariensis, Acrantrophis madagaenaiy ; les Oiseaux rapaces
nocturnes(Asio madagascariensis, Tyto albat) diurneg(Accipiter henstii)(Rasoloarison et
al., 1995 ; Goodman, 2003).

A la forét de Kirindy, la majorité des males restactifs avec une torpeur journaliere
courte pendant tout I'hiver, alors que la majodiés femelles adultes restent inactives pendant
plusieurs mois (Schmid, 1999 ; Rasoazanabary, 2Q@6Yorpeur est caractérisée par une
diminution de la température corporelle de I'aninalir température interne peut varier de 26
a 40°C au cours de 24 h (Kappeler, 2000). La remti@h deMicrocebus murinus lieu
pendant la saison humide, elle commence apréseguiernelles sortent de I'hibernation. La
période d’accouplement est limitée a quatre sersaimeartir de mi-octobre jusqu'a mi-
novembre (Eberle et Kappeler, 2004). La femellesgmée la particularité d’avoir plusieurs
cestrus (maximum 3 cestrus) par saison. La gesti@n60 a 63 jouret les femelles mettent
bas deux a trois petits par portée (Perret, 1998)sevrage intervient aux alentours de 40
jours et les animaux sont matures sexuellementlizags de 8 a 9 moi€n dehors de cette
période de reproduction, il y a une régression atganes génitaux males et femelles. La
durée de vie moyenne du microcebe est de 8 a 16tdrspérance de vie maximale observée

est de 13 ans en captivité (Perret, 1997).
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Il. MATERIELS ET METHODES

lI.1. Capture et manipulation des animaux
[1.1.1. Capture

La population deMicrocebus murinusde la forét de Kirindy a été déja capturée
régulierement depuis 1994, mais seules les doroadlextées pendant la présente étude ont
éte utilisées. Les individus dd. murinusont été capturés mensuellement dans le principal
site d’étude nommé Nb5. lls ont été piegés a l'alés pieges Sherman appatés de petits
morceaux de banane pendant trois nuits consécyDasmhahn et Kappeler, 2008 ; Kraus
etal., 2008) entre avril et juillet 2012 dans chacung weis parties du site (au centre-est, au
centre-ouest et a la périphérie ouest) l'une apistre. L'ensemble des trois nuits
consécutives constituent une session de captusepieges au nombre de 200 au centre-est et
au centre-ouest, et 95 a la périphérie ouest éninétallés a 15 h 30 min de I'aprés-midi sur
des arbres a l'intersection des pistes a une had&®,5-2 m au-dessus du sol. Lors de la
visite des pieges a 6 h 15 min du matin, les pi@gesont capturé des individus ont été

collectés et les lieux ont été notés. Ceux quiéchbué a la capture ont été fermés.

[1.1.2. Manipulation

Les individus capturés dans les pieges ont étéégarda station de recherche pendant la
journée. La manipulation appliquée aux individusiaiti suivant que les individus soient
marqués ou pas et suivant le type d’étude concédioss les individus capturés ont été peseés
avec un Pesola une fois par mois lors de la prengécasion ou ils ont été capturés durant ce

mois. lls ont été transférés dans un sac ayanbids gonnu, puis pesés avec le sac.

¢ Anesthésie des animaux nouvellement capturés
Les individus nouvellement capturés ont été anegihéar injection cutanée de 0,15-
0,2 ml de Ketamine.

¢ Marquage des animaux nouvellement capturés
Les individus anesthésiés ont été marqués de faeaonanente en implantant sous le
derme un microtransponder avec un code unique ejuti gre lu avec un récepteur (Trovan,
Usling, Germany) et en effectuant une entaille alex ciseaux sur les deux oreilles dans le

but des échantillonnages tissulaires pour ADN (z®a génétiques).
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¢ Mesures morphométriques
Les mesures morphométriques externes standardg €My des individus nouvellement
capturés telles que longueur et largeur de la téhgueur du corps, longueur de la queue
(Schmid et Kappeler, 1994) ont été prises. Pourirds/idus nouvellement capturés sous
anesthésie et ceux déja marqués, la hauteur dmilaecainsi que la circonférence de la queue
ont été mesurées. La distance bizygomatique dégddnd déja marqués a été effectuée. La
mesure des individus déja marqués a Kirindy a #ieeteée une fois par saison c’est-a-dire

deux fois par an.
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(@ (b)

(d) (e)
Figure 5 : Photos de la prise des mesures morphomigues externes d’un individu anesthésié de
Microcebus murinusde la forét de Kirindy. (a) mesure de la longueude la téte. (b) mesure de la
largeur de la téte. (c) mesure de la longueur de kzanine. (d) mesure de la longueur du corps a
I'aide d’'une corde puis report de la mesure obtenuesur une régle graduée. (e) mesure de la
longueur de la queue. (Photo : modifiée par FENOSOKX.)
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¢ Prélevements
-Des échantillons de poils des animaux nouvellemapturés et déja marqués ont été
prélevés une fois par saison. Leur cuisse a ét&eragec une tondeuse pour animaux. Le

prélevement de poils des animaux déja marquésraaiéé sans anesthésie.

-Des échantillons de sang des animaux nouvelleroapturés et recapturés ont été
prélevés une fois par saison. Une goutte de sa&m§ eueillie sur une lame de microscope par
piglre de la veine de la cuisse de I'animal apved @&té rasée. Ce prélevement a été fait sans

anesthésie pour les animaux déja marqués.

Le prélevement d’échantillons de poils et de sawiddividus a été fait au mois d’avril

dans le cadre d’'un autre projet rattaché a la ptésgude.

¢ Test de la force de préhension
Durant les mois d’avril et de mai de l'autre prpjgtielques animaux capturés pendant
le contrdle de piege la nuit ont été testés pour ferce de préhension : I'animal pouvant
s’agripper a la poignée d’'un appareil a été tiracgment, permettant ainsi a I'appareil de
mesurer la force de préhension maximum de I'anamahoment ou il a laché la poignée. Ces
animaux manipulés pendant la nuit ont été appartés station de recherche et ont subi la
méme procédure de manipulation réalisée pendanalamée suivant qu’ils sont nouvellement

capturés ou déja marqués.

Les individus nécessaires a l'autre projet rattaclo@tte étude ont été employés aussi

dans cette étude.

¢ Regroupement des animaux en catégorie
Les types de manipulation ont été utilisés pourlugralinfluence du degré de la
manipulation subie par les individus. Un individeup subir plus d’'un type de manipulation
suivant la description précédente. L'ordre croissdn degré d’'intensité des types de

manipulation est montré dans le tableau | du harg ke bas :

14



Tableau | : Ordre croissant (haut vers le bas) du egré d'intensité des types de manipulation subie pdes

individus

Catégorie

Types de manipulation

Pesée

Individus pesés uniquement

Préhension

Ceux testés pour la force de préheretipn

pesés

Poils

Ceux avec prélevement d’échantillons
poils, prise de mesures morphométrigu

de
es,

peseés, additionnés ou non de test de force de

préhension

Sang

Ceux avec prélevement d’échantillons

de

sang, de poils, prise de mesures

morphomeétriques, peseés, additionnés ou
de test de force de préhension

Anesthésie

Individus anesthésiés, marqués d'unenf

non

ac

permanente, prise de mesufes

morphomeétriques, avec prélevems
d’échantillons de poils, pesés, additionnés
non de prise d’échantillons de sang ou de
de force de préhension

ou
test

¢ Regroupement des animaux des catégories « prémensiopoils » et « sang »

selon leur comportement et taux hormonal

Les individus dans les catégories « préhensionpoilg » et « sang » sont moins

nombreux car la période de l'autre projet utilisaes individus est courte, et aussi peu

d’individus capturés le premier jour de sessiorcaaure ont subi ces types de manipulation.

De ce fait, ces trois catégories de manipulationrgadent étre groupées en une seule. Mais

avant de les grouper, il faudrait vérifier statjiggément s’il n’y a pas de différence hormonale

et comportementale entre ces individus. Si le tasudtatistigue est non significatif, ils

peuvent étre groupés. Dans ce cas, trois catégieielegre d’intensité de manipulation vont

étre obtenues, qui sont montrées dans le tableau Il

Tableau Il : Ordre croissant (haut vers le bas) dudegré d'intensité des types de manipulation subieap les

individus aprées regroupement

Catégorie Degré
Pesée Faible
Préhension, poils et sang Moyen
Anesthésie Haut
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¢ Fréquence de capture, classe d’ages et de sexes

La fréquence de capture des individus a été dédupartir des données obtenues au
cours des quatre mois de cette étude pour évadxgrérience des individus a la capture. Les
individus fréquemment capturés devraient étre captplus de deux fois par session de
capture et/ou devraient étre présents a chagumsetes capture. Lorsque les individus sont
capturés moins de deux fois par session de captupeésents ou non a chaque session de
capture, ils sont considérés comme rarement capturé classe d'ages des individus
(juvénile, adulte), leur sexe ont été connus aipddes données a long-terme et durant la
manipulation pour les individus nouvellement cagsules animaux ont été libérés le soir de

la méme journée dans les lieux ou ils ont été céptu

II.2. Dosage hormonal
[1.2.1. Echantillons fécaux : extraction de I'hnormane

Les féces ont été collectées a partir de tousr@saax capturés le premier jour et des
individus recapturés le troisieme jour dans chacdee parties du site d’étude. Les feces
collectées a partir d’'un individu aux premier atigieme jours de capture représentent une
paire d’échantillons. La concentration de 'hnormd®€ dans les feces collectées le premier
jour est considérée pour représenter son niveaal pas-capture ; et celle du troisieme jour
représente la réponse de l'individu post-captueg.d@nséquent, la magnitude de la réponse
au facteur de stress a été obtenue par la différentre la concentration post-capture et pre-
capture. Les feces des individus capturés pourdaigre fois aux deuxiéme et troisieme
jours de chaque capture ont été aussi collectéddkestdonnent le niveau basal de I'hormone.

¢ Prélevement de fecésir Annexe Il)

Pendant que les individus étaient dans le sacpibages propres (qui n‘ont pas servi
pour capturer d’autres individus auparavant pouteeve mélange de feces des difféerents
individus), ont été démontés afin de recueillirfieses avec une pince dans une boite de Pétri.
Les pieges ont été ensuite rétablis dans I'ordieseanimaux y ont été remis. Si les animaux
ont déféqué dans le sac, ces feces ont été pises, celles les plus fraiches dans la boite de
Pétri ont été choisies et mises dans un tube pmbpypgne encapsulé de 15 ml déja numéroté
et pesé. Les échantillons fécaux de chaque anintaété identifiés en écrivant au marker
permanent sur les tubes la date et I'heure deate|l€identité de I'animal, le site et le lieu de

capture.
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¢ Extraction hormonale a partir des fecg®ir Annexe IIl)

Au laboratoire local a Kirindy, les feces ont értogénéisées a l'aide d’'une baguette
pour y répartir les stéroides et les matiéres k@siBnt non digérées telles que les graines, les
noyaux des fruits. Les féces homogénéisées ontegsfiite pesées avec une balance
électronique jusqu’a obtenir un poids d’environ §,2variation du poids moyen des féces :
entre 0,15 a 0,3 g) (Strier &t, 1999). Les échantillons ont été immergés dan$ @éthanol
80% pris avec une pipette graduée. L'éthanol jonerGle de conservation des stéroides
fécaux contre le métabolisme bactérien (Kharalet 2002). Apres avoir laissés incuber
pendant 6 h environ a température ambiante, leanéiibns fécaux ont été homogénéisés
avec un vortex électrique pendant 2 min, puis gaasécentrifugeur manuel pendant 2 min
pour qu’il y ait décantation. Le surnageant d’eomir2 ml a été versé dans un petit tube
Eppendorf de 2 ml comportant un numéro correspdndartube polypropyléne de 15 ml.
Une étiquette en papier portant la date, I'iderdi#d’animal, le site de capture écrite avec un
crayon a été collée avec un ruban adhésif (scateh)e petit tube. Sa capsule a été fermée
avec un parafiim pour réduire tout risque d’évapora Les petits tubes contenant
I'extraction de I'hormone ont été conservés dares lwite et placés dans un endroit sombre,
sec et a température ambiante jusqu’a exportatioin le traitement au laboratoire du Centre

de Primatologie Allemande (DPZ) en Allemagne.

La phase solide dans le tube polypropyléne a é&késéau soleil pendant un mois
environ dans le but d’évaporer I'eau et I'étharedtants. Les tubes ont été pesés trois fois
pendant ce temps et le poids sec final des madéehux résiduels a été noté. Le poids sec

final servira pour calculer la concentration hormmlen

[I.2.2. Analyse des stéroides fécaux au LaboratoiEndocrinologie en

Allemagne : Enzymeimmunoassay (EIA)

Les échantillons extraits a I'éthanol ont été asédy avec la méthode validée
antérieurement, la compétitive EIA utilisant lett8a,1B-dihydroxy-CM (Hamalainen el.,
données non publiées). Les étapes de base pouéaligation de cette méthode sont les
suivantes : la premiére étape c’est I'entrée enpétition pour un site d’anticorps disponible
entre le GC a mesurer et I'antigene couplé aveenayme (appelé conjugué). La deuxieme
c’est le lavage des plaques afin d’éliminer tousdieroides et les conjugués non captés par
I'anticorps. La troisieme c’est I'ajout d’'un suletrcolorimétrique ; la réaction de I'enzyme

couplé avec I'antigéne sur ce substrat produisiausi ane couleur. La derniére étape c’'est la
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mesure de la couleur aprés I'arrét de la réactip(F{gure 6). La concentration du métabolite
de GC a été exprimée en ng/g de feces sechesélaitsdle la technique au laboratoire sont
décrits dans I'article écrit par Heistermanraket 2006 ; Heistermann, 2010 ; Goymanralet
1999 ; Mohle eal., 2002.

conjugate

wash
E E
analyte vwv (‘
+ E substrate
vvvwvwew vy g color
+  capture antibody E \E)
/ v v v v v v v v
YYYY> YYYY"YYYY
(a) (b) (c)

Figure 6 : Schéma des étapes de la compétitive EBvec une forte concentration de GC. (a) Les
anticorps (capture antibody) sont préalablement figs a la plague. Le GC a mesurer (analyte) et
I'antigéne couplé avec un enzyme (conjugate) sonjoatés pour fixer aux sites d’anticorps. (b)
Les GC et les conjugués non captés par I'anticorpsont éliminés par le lavage (wash) de la
plaque. (c) Le substrat (substrate) appelé 3,3',5;%ctraméthylbenzidine ou TMB est ajouté. Le
conjugué fixé a l'anticorps réagit avec le TMB pourproduire une couleur (color). (Source :
www.salimetrics.com

11.3. Réponse comportementale

Pour appuyer les données provenant de la colleege éthantillons fécaux, le
comportement des animaux durant leur libératiotéaeéregistré sur vidéo. L'enregistrement
comportemental a été effectué sur quelques indévielwiron au nombre de cing par jour,
provenant de tout type de manipulation, capturés [@opremiére fois pendant une session de

capture avec prise d’échantillons fécaux.

[1.3.1. Echelle de stress pendant la manipulation

Pendant la manipulation des animaux, leur niveasti@ss sur une échelle variant de 1
a 3 a été estimé par une seule personne selogda fpr'ils réagissaient. L'échelle de stress 1
a été donnée aux individus qui ne bougeaient pasicoep durant leur manipulation.
L’échelle 2 aux individus qui bougeaient moyennemeriéchelle 3 aux individus qui

bougeaient trop et mordaient méme le manipulatei@échelle de stress donnée durant la

() Webographie
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manipulation des individus a été corrélée aveeteps qu’ils mettent pour sortir du piege

durant la relache.

11.3.2. Choix du milieu de I'enregistrement

Pour I'expérience, les animaux ont été libérésrérmes pieges Sherman dans leur lieu
de capture dans la derniere heure de I'éclaires@aire entre 16:45 et 17:45 en avril-mai, et
entre 16:30 et 17:30 en juin-juillet. L’heure dexpérience a été avancée de 15 min aux mois
de juin et juillet, correspondant a la période’taér, car la photopériode locale dure 11 h en
hiver et 13 h par jour en été (Giroud, 2008). Atleoit de capture avec une canopée plus ou
moins fermée de faible niveau de lumiére, un ad>eaviron 4 cm de diamétre a été choisi
pour que I'animal puisse sauter. L’'ouverture dwgpia éte localisée a environ 50 cm devant
(au sud) cet arbre et la direction de la relaché ébnc dirigée vers le nord pour contréler
I'effet de la lumiére. Il ne devrait pas existeadfres arbres, branches ni buissons dans les
50cm autour de l'ouverture du piege. La caméraefix@ un trépied a été installée
perpendiculairement a I'ouest du piege a une distale 1,5 m minimum pour que I'animal
ne la percoive comme un danger (Figure 7). L’erstegyment vidéo couvrait la surface a
partir du piege jusqu’a I'arbre cible, & partir sl jusqu’a environ 50 cm de hauteur. Toutes
ces conditions du lieu de relache ont été stansiedi afin d’éliminer toute variation de
comportement causée par des differences de 'ema@ment et aussi pour standardiser les

protocoles d’observation le mieux possible.
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Figure 7 : Schéma de l'installation de I'expériencel = arbre cible d’environ 4 cm de diametre,
2= piége contenant I'animal a ouverture face a l'dsre cible, 3 = caméra fixée a un trépied
installé au sud du piege, 4 = expérimentateur deboderriére le piege
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11.3.3. Enregistrement du comportement

Avant I'enregistrement vidéo du comportement delévidus, le piége a été veérifié pour
que la face portant la trappe soit tournée vetsald et que les deux portes ont été ouvertes
brievement pour vérifier I'entrée. Le piege a ébisute posé doucement par terre. Puis,
I'enregistrement commencait par la présentatioa éalméra d’'un bout de papier montrant le
site et le lieu de capture, la date et I'heure’éerégistrement, l'identité de I'animal. Apres
ceci, le chercheur se déplacait derriére le piégerait sa trappe et évitait de bouger ou faire
du bruit durant I'expérience. L’'enregistrement cam@mental a continué jusqu’a ce que
I'animal soit completement sorti du piege et sasiie I'arbre cible (ou disparaisse de la
surface d’enregistrement). Si 'animal ne se manpas du tout dans les sept minutes aprés
l'ouverture du piege ou s'il se montrait mais ne deittait pas dans dix minutes
d’enregistrement aprés I'ouverture du piege, I'eigre a été stoppée. L’'animal n’'a pas été
testé s’il y avait des perturbations telles quespgs des personnes ou prédateurs autour de la

surface de I'enregistrement.

11.3.4. Visionnage de la vidéo et mesure du délaedsortie du piege

Les individus exhibaient différents comportementard et apres leur sortie du piege
lors de I'enregistrement comportemental dans létfdta mesure de chaque comportement
pourrait indiquer des différences interindividuslldes paramétres suivants ont été relevés
durant I'analyse des vidéos sur un lecteur a limtBur apres I'obtention des enregistrements

comportementaux.

-t : temps (en seconde) mis par I'animal pour faingaagitre la téte pour la premiere fois a la

trappe depuis son ouverture ;
-ts : temps (en seconde) mis par I'animal pour sottipgtge depuis son ouverture ;

-t : temps (en seconde) mis par I'animal pour sautefr'arbre cible (ou sa disparition de la

surface d’enregistrement lorsque I'animal ne sgag sur un arbre) depuis I'ouverture du
piege ;

-n : nombre de retraites de I'animal dans le piedgeeeson apparition et sa sortie du piége ;
-t, . temps (en seconde) mis par I'animal pour restersda surface d’enregistrement apres

qu'il ait quitté le piege.

21



Le délai d d’hésitation (en seconde) de l'animal avant deirsdu piege a été aussi

calculé suivant la formule suivantd = — t..

Le nombre de retraites a été calculé en fonctionaitabre d’apparitions des individus.
Si I'animal quittait le piege, le nombre de retegitest obtenu en soustrayant pé& nombre
d’apparitions. S’il apparaissait mais ne quittas e piege, le nombre de retraites est égal au
nombre d’apparitions. S’il n'apparaissait pas duttde nombre de retraites est laissé vide

pour ne pas confondre avec les retraites égalésoa z

I1.4. Tests statistiques

Les données sans répétition des mémes individugténprises en compte dans les
analyses statistiques. Les données répétées disuntoété comparées entre elles utilisant le
testt apparié. Celles répétées plus de deux fois ongxéakeies de I'analyse vue leur nombre

minoritaire.

Toutes les données ont été testées pour leur ntgnaabnt d’entamer toutes analyses
statistiques en utilisant le test Kolmogorov-Smiurnba transformation en logarithme a été
nécessaire pour obtenir la normalité des donnéesiimant pas la loi normale. La différence
de la concentration du métabolite de GC avant uveasal) et apres 'action du facteur de
stress a été analysée avec le teapparié. La comparaison de l'effet de la fréquedee
capture sur la magnitude de la réponse en GC d¢ $emps mis par les individus pour sortir
du piege a été analysée avec le t@stiépendant. Celle de I'effet du type de manipoitasur
la magnitude de la réponse en GC et sur le tempgpariles individus pour sortir du piege a
été analysée avec 'ANOVA, suivie du post-test déély s'il y a différence significative. La
corrélation de la magnitude de la réponse en GC Bvéemps mis par les individus pour
sortir du piege a été effectuée avec la corrélatm®earson.

La corrélation entre deux variables est considég®me forte si le coefficient de
corrélation est compris entre 0,6 a 0,8. Toutesvigeurs de la probabilité «p » sont
bilatérales et les valeurs de probabilité stricteteférieures a 0,05 sont considérées comme

significatives. Toutes les analyses statistiquéstnaccomplies avec le logiciel SPSS 11.5.
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lll. RESULTATS

Dans le texte et dans les tableaux, les valeursemmgs brutes non transformées de
chaque variable ont été présentées. Dans les $igesevaleurs transformées en logarithme ou
non ont été prises lorsque les variables ont étéstormées ou non respectivement. Les

moyennes ont été écrites avec I'erreur standatd, fvme p £+ SE.

lll.1. Niveau de stress physiologique mesuré a part d’échantillons

fécaux

[11.1.1. Nombre d’échantillons fécaux

Cent soixante-deux échantillons ont été obtenus [gomesure de la concentration du

niveau basal de 3a,flihydroxy-CM, métabolite de cortisol pendant lessons de capture
d’avril, de mai et de juin, les échantillons fécaluxmois de juillet ne sont pas pris en compte.
Le nombre de paires d’échantillons, représentammbtacentration de 3a,fdihydroxy-CM
avant et apres I'action du facteur de stress, @80dpaires provenant de 62 individus car il y
avait des individus échantillonnés plus d’'une feesdant la période de I'étudannexe IV).
Le tableau Il donne la répartition des paires d&tillons issus des individus. Parmi les 62
paires d’échantillons provenant de 62 individussseompter des répétitions, le nombre de
paires provenant d’individus juvéniles est de 16,d&s adultes, 7 provenant d’individus
d’age indéterminé ; 22 males, 35 femelles, le sxé individus est indéterminé ; 14 des
individus rarement capturés, 39 fréquemment captlaéréquence de capture de 9 individus
est indéterminée. Les tableaux IVa,b et V donnemombre de paires d’échantillons selon la
catégorie de manipulation subie par les individus®saisons.

Tableau Il : Répartition des paires d’échantillons issus des individus deMicrocebus murinusde la forét
de Kirindy aux mois d’avril, mai et juin

Paires d’échantillons 1 paire 2 paires 3 paires
Nombre d’individus (n = 62) 48 10 4
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Tableau IVa : Répartition des paires d’échantillonspar catégorie de manipulation issus d'individus de
Microcebus murinusde la forét de Kirindy aux mois d’avril, mai et juin selon la catégorie de manipulation
subie

Catégorie de manipulation Nombre de paires
d’échantillons* (n = 61)
Pesée 22
Préhension 21
Poils 5
Sang 2
Anesthésie 11

*la catégorie de manipulation subie par I'individldans I’Annexe IV n'a pas été prise en compte.

Tableau IVb : Répartition des paires d'échantillons par degré d'intensité de manipulation apres
regroupement

Degré d’intensité de manipulation Nombre de paires
d’échantillons* (n = 61)

Faible 22

Moyen 28

Haut 11

*|a catégorie de manipulation subie par l'individl2dans I’Annexe IV n’a pas été prise en compte.

Tableau V : Répartition des paires d'échantillons $sus d’individus deMicrocebus murinusde la forét de
Kirindy selon les saisons

Saisons Humide (avril) Seche (mai) Seche (juin)

Nombre de paires 29 23 10
d’échantillons (n = 62)

[11.1.2. Niveau basal de GC

Le niveau basal de GC dans la totalité d'échamtllales différents groupes de

microcébes est montré par le tableau VI.
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Tableau VI: Concentration basale fécale exprimée re valeur moyenne de 3a,lf-dihydroxy-CM,
métabolite de glucocorticoide (ng/g de feces séchebez différents groupes de microcébes de la forde
Kirindy aux mois d’avril, mai et juin

Critere Catégorie Concentration basale fécale de GC
(ng/g de feces seches)
Age* Juvénile 559,1 + 86,1
Adulte 942,4 £ 96,5
Sexe Male 818,8 + 103,9
Femelle 779,9+91,1
Fréquence de capture | Rare 671,8 £ 95,3
Fréquent 855,5+925
Saisons** Saison humide (avril) 1058,5 £+ 147,0
Saison séche (mai) 754,5 +106,1
Saison seche (juin) 580,9+91,4

*p = 0,002 p = 0,001, différence significative

Le sexe et la fréquence de capture des individostrducune influence sur le niveau
basal fécal de glucocorticoidseie: testt indépendantt = 0,605, ddl = 1, p = 0,546 ;
fréquence de capture testt indépendantt = -1,506, ddl = 1, p = 0,134). Par contre, le
niveau basal de GC est différent selon I'age debvitus et les saisonsade: testt
indépendantt = -3,190, ddl= 1, p = 0,00%aisons. ANOVA, F = 6,980, ddl = 2, p = 0,001).
Les adultes ont un niveau basal élevé en GC paorapux juvéniles. Le niveau basal de GC
des individus capturés au mois d’avril est plus/&lpar rapport a celui des individus aux
mois de mai et de juin, mais leur niveau basal @ee® mai n’est pas différent de juin, selon
le test de Tukey (comparaison erdrgil-mai : p = 0,016 ; entravril-juin : p = 0,001 entre
mai-juin : p = 0,658). Les valeurs transformées en logaethlion niveau basal de GC selon la
classe d’'age des individus et selon les saisortgsésentées dans la Figure 8.
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Figure 8 : Concentration basale fécale sous formedarithme décimale de 3a,lfi-dihydroxy-
CM, métabolite de glucocorticoide (en ng/g de feceches) en fonction de la classe d’'age des
individus (& gauche), p = 0,002 et en fonction desisons (a droite), p = 0,001 dMlicrocebus
murinus dans la forét de Kirindy

[11.1.3. Magnitude de la réponse au facteur de stres

En comparant le niveau de 3gidihydroxy-CM dans les paires d’échantillons, sa
concentration a augmenté, variant d’une valeur mogaeprésentant le niveau basal 769,3 +
94,7 ng/ g de féces séches a 1317,5 + 146,1 ng fg@aks seches, soit une magnitude de
548,2 + 145,6 ng/ g de feces seches (tegpariét = -4,187, ddl = 61, n = 62, p < 0,001).
Cette augmentation de concentration de Jadilydroxy-CM est environ 41,6% de son
niveau basal. Les valeurs de la concentration d&l@aihydroxy-CM transformées en

logarithme avant et apres l'effet de la captmet présentéedans la Figure 9.

26



4,0

3,51

3,049

2,51

log concentration GC (ng/q)

2,04

15

N= 62 62
pré-capture post-capture

Stade

Figure 9 : Concentration fécale sous forme logaritne décimale de 3a,lftdihydroxy-CM,
métabolite de glucocorticoide (en ng/g de feces bBés) avant (pré) et apres (post) I'effet de la
capture de Microcebus murinusdans la forét de Kirindy aux mois d’avril, mai et juin. *p <
0,001, différence significative

La concentration de 3a,fHihydroxy-CM de tous les individus n’a pas augréesgpres
leur capture, 66,1% (41 individus sur 62) ont ménine augmentation hormonale. De plus, il
y a une corrélation positive entre la magnitudeladeéponse au facteur de stress avec le
niveau basal de GC (corrélation de Pearsan0,445, n = 62, p < 0,001). Plus le niveau basal

de GC des individus est élevé, plus la magnitudeuteréponse a la capture est élevée.

La variation de la magnitude de la réponse en G@hd&ge, le sexe, la fréquence de

capture, la manipulation qu'il subissait et lessas est montrée par le tableau VII.
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Tableau VIl : Magnitude de la concentration fécaleexprimée en valeur moyenne (différence entre posét
pré-capture), réponse au facteur de stresen 3a,1B-dihydroxy-CM, métabolite de glucocorticoide (ng/g
de féces séches) chez différents groupes de mictoeg de la forét de Kirindy

Critére Catégorie Magnitude de la concentration féale
de la réponse au stress en GC (ng/g de
feces seches)
Age Juvénile 595,3 + 268,8
Adulte 535,3 + 189,5
Sexe Male 498,4 + 267,9
Femelle 594,6 + 196,7
Fréquence de capture | Rare 587,5 + 280,8
Fréquent 637,8 + 202,9
Degré de Faible 150,3 £ 125,8
manipulation* Moyen 1090,8 + 255,3
Haut -56,1 + 266,2
Saisons Saison humide (avril) 772,5 £ 259,3
Saison séche (mai) 441,2 + 200,8
Saison séche (juin) 144,2 + 141,0

*p = 0,002, difféerence significative

L'age, le sexe, la fréquence de capture des indévansi que les saisons n’ont aucune
influence sur la magnitude fécale de la réponstaeteur de stress en 3agtdihydroxy-CM
(age: teg tindépendan t = 0,184, ddl = 1, p = 0,855sexe: testt indépendantt = -0,295,
ddl = 1, p = 0,769 fréquence de capture testt indépendantt = -0,133, ddl =1, p = 0,895 ;
saisons. ANOVA, F = 1,288, ddl = 2, p = 0,283). Concernant le dedgnétahsité de la
manipulation subie par les individus, trois catégorde degré d’intensité de manipulation
(« faible », « moyen », « haut ») ont été reternagda magnitude de la réponse au facteur de
stress des individus groupés dans les types depmlation « préhension », « poils » et
« sang » n'a aucune différence (test Kruskal-Wallig” = 2,530, ddl = 2, p = 0,282). Ils ont
été donc combinés dans une méme catégorie notégenm. De ce fait, le degré d’intensité
de la manipulation subie par les individus affdetenagnitude hormonale de la réponse au
facteur de stress (ANOVA; = 7,093, ddl = 2, p = 0,002). La manipulation dgréemoyen
cause la magnitude de la réponse au facteur desdtaglus élevée de tous, I'effet des deux
autres types sur la magnitude de réponse est Ppngsule méme, selon le test de Tukey
(comparaison entreoyen-faible: p = 0,008 ; entrenoyen-haut: p = 0,009, entrefaible-
haut : p = 0,857) (Figure 10).
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Figure 10: Magnitude de la concentration fécale dda réponse en 3a,lfi-dihydroxy-CM,
métabolite de glucocorticoide (en ng/g de feces bés) en fonction du degré d’intensité de la
manipulation de Microcebus murinusa la forét de Kirindy aux mois d’avril, mai et juin. p =
0,002, différence significative

Pour la magnitude de la réponse au stress desdoditestés deux fois, la magnitude de
la premiére mesure comparée a celle de la deuxigangas changé (tesappariet = 1,196,
ddl =12, n =13, p = 0,255).

l1l.2. Réponse comportementale dél. murinus

[11.2.1. Effectifs des individus testés pour I'expéence

Au total, 133 vidéos sur 105 individus ont été giseées durant les quatre mois de
cette étude. Quelques individus ont été enregigties d’'une fois Annexe V). Le tableau
VIII donne la répartition des enregistrements cortggoentaux des individus. Parmi les 105
enregistrements provenant de 105 individus sanis tempte des répétitions, le nombre
d’enregistrements provenant d’individus juvénilet de 52, 46 des adultes, 7 provenant
d’'individus d’age indéterminé ; 43 males, 51 femegllle sexe de 11 individus est
indéterminé; 39 des individus rarement capturésfr&@uemment captures, la fréquence de
capture de 13 individus est indéterminée. Les taldelXa,b et X donnent le nombre

d’enregistrements selon la catégorie de manipulatigbie par les individus et les saisons.
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Parmi les 105 enregistrements, 70 seulement orgtcdigntillonnés d’'individus analysés pour

leur niveau basal du métabolite de GC car les tasuhormonaux du mois de juillet ne sont

pas inclus ; 19 enregistrements proviennent d’iddis échantillonnés qui ont été recapturés

pour la réponse fécale au facteur de stress en GC.

Tableau VIII : Répartition des enregistrements comprtementaux des individus deMicrocebus murinusde
la forét de Kirindy aux mois d’'avril, mai, juin et juillet de I'étude

Enregistrements

1 fois

2 fois 3 fois

4 fois

Nombre d’individus (n = 105)

81

21 2

1

Tableau IXa: Répartition des enregistrements par atégorie de manipulation sur les individus de
Microcebus murinusde la forét de Kirindy aux mois d’avril, mai, juin et juillet

Catégorie de manipulation Nombre d’enregistrements
(n =105)
Pesée 68
Préhension 12
Poils 2
Sang 3
Anesthésie 20

Tableau IXb : Répartition des enregistrements par égré d’intensité de manipulation aprés regroupement

Degré d’intensité de

Nombre d’enregistrements

manipulation (n = 105)
Faible 68
Moyen 17
Elevé 20

Tableau X : Répartition des enregistrements sur lesndividus de Microcebus murinusde la forét de
Kirindy aux mois d’avril, mai, juin et juillet de | 'étude

Saisons

Humide (avril)

Seche (mai) Seche (juin)

Seche (juille

~+

)

Nombre d’enregistrements

(n =105)

16

50 23

16
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[11.2.2. Comportements globaux observés des individus au cours de I'expérience

de relache

Lors de I'expérience, les individus relachés sortent ou non du piege lorsque ce dernier a
été ouvert. Pour les individus sortis, 61,9% (65 sur 105 enregistrements) montrent des
individus qui prennent d’abord leur temps avant de faire apparaitre la téte a la trappe, puis
explorent le milieu environnant. Pendant dette_exploration, il y a alternance de retraites a
I'intérieur du piege et d’apparitions jusqu’a leur sortie compléte. Puis, ils sautent directement
sur l'arbre cible aprés sortie ou vont a I'extérieur de la surface d’enregistrement et ne restent

pas longtemps dans cette surface.

Pour les individus non sortis, 8,6% (9 sur 105 enregistrements) montrent les mémes
comportements que chez les individus sortis mais s’arrétent sur I'exploration du milieu
environnant et ne décident pas de sortir dans les 10 min données. Certains, 29,5% (31 sur 105
enregistrements) montrent des individus qui restent a I'intérieur du piege, ne se montrent pas

du tout jusqu’a la fin de I'expérience c’est-a-dire jusqu’a 7 min.

Ces individus non apparus ont été représentés en surnombre en termes de temps
d’apparition et de sortie du piége. De plus, leurs temps d’apparition et de sortie sont toujours
€gaux a 420 secondes. Pour ne pas biaiser le calcul de la moyenne de ces variables, ils ont été

exclus de l'analyse.

[11.2.3. Temps mis pour faire apparaitre la téte a la trappet,, temps mis pour

sortir du piegets

Le temps moyen pour faire apparaitre la téte pour la premiere fois a la trappe, parmi les
individus microcébes apparus, est de 75 * 11 secondes. Le temps moyen pour sortir du piege
et celui du délai d’hésitation avant de sortir, parmi les individus sortis, sont respectivement
162 £ 19 secondes et 90 + 14 secondes. Les moyenhgestakets en tenant compte de I'age,
du sexe, de la fréquence de capture des individus, de la manipulation gu’ils subissent et des

saisons sont données par le tableau XI.
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Tableau XI : Temps moyen (en seconde) mis par les individus apparus pour faire apparaitre la téte a la
trappe t, et temps moyen (en seconde) mis par les individus sortis pour sortir du piége

Critére Catégorie Moyenne (£SE) de&, | Moyenne (x SE) dd
des individus des individus sortis
apparus (seconde) (seconde)
Age Juvénile 68 + 17 161 + 29
Adulte 71+15 163 + 29
Sexe Male 73+ 20 139 + 29
Femelle 77 £ 15 184 + 28
Fréquence de Rare 66 + 18 140 + 28
capture Fréquent 76 £ 16 176 £ 29
Degré de Faible 70+ 13 169 + 25
manipulation Moyen 80 = 25 148 + 38
Haut 90 + 43 142 + 50
Saisons Saison humide (avril 43+ 19 116 £ 32
Saison séche (mai) 87 £ 16 173 £ 28
Saison séche (juin) 104 + 36 248 + 58
Saison séche (juillet) 33+13 76 =29

Comme dans le cas de la réponse hormonale, les trois types de manipulation
(« préhension », « poils » et « sang ») ont été groupés dans une méme catégorie (test Kruskal-
Wallis H, ¥*= 2,579, ddl = 2, p = 0,275).

L’age, le sexe, la fréquence de capture des individus, le degré d’intensité de
manipulation qu’ils subissaient ainsi que les saisons n’ont aucune influence sur le temps mis
pour sortir du piegeage: testt indépendantt = -0,163, ddl = 1, p = 0,871sexe: testt
indépendantt = -1,242, ddl = 1, p = 0,220fréquence de capture testt indépendantt =
-0,556, ddl = 1, p = 0,574degré de manipulation: ANOVA, F = 0,003, ddl =2, p =0,997 ;
saisons. ANOVA, F=1,727, ddl = 3, p = 0,171). Il en est de méme pour le temps mis pour

faire apparaitre la téte a la trappeiexe VI pour les résultats statistiques).

Pour le temps mis par les individus testés deux fois pour sortir du piege, le temps de la
premiere mesure comparée a celle de la deuxieme n’a pas chang@gfesiét = -1,692,
ddl =23, n =24, p=0,104).

[11.2.4. Nombre de retraites dans le piega

Pendant le délai d’hésitation des individus, ils effectuaient en moyenne deux retraites
dans le piége. Une forte corrélation positive existe entre le délai d’hésitation des individus
ayant quitté le piege et leur nombre de retraites (corrélation de Spearm@rg§34, n = 59,
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p< 0,001). Plus le délai d’hésitation avant deis@dt long, plus le nombre de retraites est
élevé. Les valeurs transformées de la corrélatitredes deux variables ont été représentées
dans la Figure 11.
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Figure 11 : Courbe de corrélation entre délai d’hégation et nombre de retraites dans le piége
des individus deMicrocebus murinusuniquement sortis du piége pendant leur relache. g 0,001,
corrélation positive

[11.2.5. Influence de I'’éclairement solaire

La sortie des individus a été influencée par I'eede relache qui est en relation avec
I'éclairement solaire au cours du délai d’hésitatiloavant de sortir du piege (ANOVA, =
5,562, ddl = 4, p = 0,021). Le délai d’hésitatiodiminué au fur et a mesure que I'heure du
coucher de soleil approchait (Figure 12). Par egrir temps d’apparitioty, des individus
sortis n'est pas influencée par I'éclairement selai
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Figure 12 : Courbe de corrélation entre I'éclairemat solaire (exprimé en portion d’heure) et le

délai d’hésitation avant de sortir du piege pendantla relache des individus deMicrocebus

murinus dans la forét de Kirindy pendant les quatre mois dé’étude. 1 = heure de I'aprés-midi

ensoleillée, 2 = heure de I'apres-midi 45 min avamé coucher du soleil, 3 = heure de I'apres-midi
30 min avant le coucher du soleil, 4 = heure de paés-midi 15 min avant le coucher du soleil, 5 =
heure du coucher de soleil

[11.2.6. Temps mis pour sauter sur I'arbre ciblet,

La plupart des enregistrements (63,1%) montrentrakgidus ayant quitté le piege, qui
sautaient directement sur l'arbre cible, 30,8% qauraient a I'extérieur de la surface
d’enregistrement et 6,1% seulement qui sautaientl’atbre voisin de l'arbre cible. En
prenant ces enregistrements qui montrent des thavsortis et qui sautaient sur I'arbre cible,

le temps qu’ils ont mis pour sauter est en moyaten&93 + 27 secondes.

[11.2.7. Temps mis pour rester dans la surface d’eregistrement apres sortie du

pieget;

Les individus sortis du piege ne restaient que B #econdes en moyenne dans la

surface d’enregistrement.
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[11.2.8. Corrélation entre le tempsts mis par les individus pour sortir du piege et

leur concentration fécale de GC

Aucune corrélation significative n’est évidenterene temps mis par individus sortis
pour sortir du piegé et leur niveau basal de GC (corrélation de Pearsen0,106, n = 43,
p= 0,498), ni entrds et leur magnitude de la réponse au facteur dessf@srélation de
Pearsont = -0,272, n = 14, p = 0,347).

[11.2.9. Temps ts mis par tous les individus pour sortir du piege eniveau de

stress estimé durant la manipulation

Durant la manipulation des individus, le niveau stieess estimé des 56 sur les 105
individus de I'expérience a été connu, a savoirrfvidus ont été estimés comme moins
stressés, 19 moyennement stresseés et 18 tresstrBsamirtant, le niveau de stress donné aux
individus durant la manipulation ne prédisait pasdmps qu’ils mettront pour sortir a la
relache (test Kruskal-Wallid, y>= 0,462, ddl = 2, p = 0,794).
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V. DISCUSSION

Niveau de stress mesuré a partir d’échantillonsifgc

Le niveau basal fécal de GC qui est en relatior év@ie antérieure des individus varie
suivant les individus. Il est employé comme unéedphysiologique de la condition de vie et
de santé des individus (Walkeradt, 2005 ; Wikelski et Cooke, 2006). Un individu ayan
niveau basal élevé de GC est considéré comme uvidnden mauvaise condition de vie
comparé a un autre ayant un bas niveau basal deA@«itaz etal., 2007 ; Sands et Creel,
2004 ; Thiel etal., 2008). Les résultats de cette étude ont monteél@giadultes ont un haut
niveau basal de GC par rapport aux juvéniles. @ecit étre expliqué par le fait que les
adultes ont vécu une succession d’évenements sosivessants en une année. Par exemple,
les adultes méles et femelles font face a toutss siéuations stressantes liées a la
reproduction. En dehors de la période de reprogucles individus consacrent toute leur
énergie dans la recherche alimentaire pour la suvieffet cumulé de ces événements
stressants pourrait remonter le niveau basal ded€Cadultes. Il est aussi possible que le
systeme cortico-surrénalien des juvéniles n’estgra®re completement mature (Gunnar et
Quevedo, 2007). Chez les jeunes rats agés de 4 pat4exemple, ils ont du mal a produire
une élévation de ACTH et de GC en réponse au facteustress par rapport aux vieux
individus (Rosenfeld eal., 1992). Ceci peut supposer que l'organisme des miifgmes
protége le développement du cerveau contre lessaffdétéres dus a I'élévation des GC en

réponse au facteur de stréds Kloet etal., 1988).

Quant a la période de I'étude, les individus onniveau basal de GC le plus élevé au
mois d’avril. La différence du niveau basal desivittils selon les mois peut étre due a la
différence de l'effort dépensé pour les stratégiessurvie selon les saisons climatiques de
Madagascar, surtout la partie Ouest de MadagasSoaeffet, le mois d’avril correspond a la
saison chaude et humide ou la nourriture est abbedaotamment les fruits qui constituent
leur principal régime alimentaire. Les individusismotivés par 'abondance de la nourriture
alors gqu'ils sont victimes d’une forte pressionptédation durant leur activité nocturne. De
ce fait, les individus pourraient montrer plus dgilance vis-a-vis des prédateurs pour rester
en vie comme c’est le cas observé dans d’autrescespde Mammiféres diurnes, chez une
espece d’élanGervus elaphyspar exemple qui double le temps de vigilance ¢Cetal.,
2008 ; Liley et Creel, 2008) et diminue le tempsfdeage alimentaire (Winnie et Creel,
2007). De l'autre c6té, la saison froide et sedbeMadagascar se situe aux mois de mai et

juin de I'étude ou la nourriture est rare. La digtion annuelle a I'acces des ressources
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alimentaires peut étre prévisible pour les indigidieMicrocebus murinusils peuvent donc

se préparer a cette diminution (Cavigelli, 1999neUdes stratégies effectuées par les
individus de Microcebus murinuspour faire face a la restriction alimentaire est
I'accumulation des graisses avant la saison s&tbte constatation a été remarquée durant
cette étude car certains individus ont pris du poizlirant la phase diurne de la saison séche,
les individuspratiquent la torpeur journaliere au cours de ldgueur métabolisme est tres
bas et cette torpeur est devenue profonde lorsguenhpérature extérieure est trées basse
(Giroud, 2008). L’activite locomotrice aussi dimewurant leur activité nocturne, ceci
pourrait diminuer le risque d’exposition aux pré&das. Tous ces mécanismes de conservation
d’énergie pourraient étre des adaptations au salaesntaire et diminuent par conséquent le

niveau basal de GC en mai et juin.

La magnitude de la réponse au facteur de stre§€¥Gesous forme métabolite 3afit1l
dihydroxy-CM dans les feces des individus est ¢éer@ositivement avec le niveau basal de
GC. Autrement dit les individus ayant un haut niveéasal ont une haute réponse hormonale,
ceux ayant un bas niveau basal ont une basse epon®sionale. La corrélation pourrait étre
due a la différence du degré de manipulation sphreles individus de la population d’'une
part. Les individus ayant un haut niveau basal q@@emt recevoir une manipulation plus
invasive que ceux ayant un bas niveau basal. Eadrt, les individus ayant un haut niveau
basal de GC sont capables de répondre a toutesititate facteurs de stress a court-terme.
Ceci traduit que leur axe HPA n’est pas encoreéalté

Comme prévu, la capture suivie de la manipulati@s thdividus deMicrocebus
murinus a fait augmenter la concentration de I'hormonecagborticoide sous forme
métabolite 3a,13-dihydroxy-CM de l'ordre de 41,6% par rapport a sumeau basal, en
général. Par comparaison a la réponse aux procdppiquées au laboratoire des individus
de différentes espéces, ils ont une réponse coegnise 20% et 100% ou plus, cette réponse
ne se limite pas seulement sur le niveau de GC rmaassi dans d’autres parametres
physiologiques comme le rythme cardiaque, pressaibérielle...(Balcombe eal., 2004).
Pour Microcebus murinuysavec ce taux d’augmentation de 41,6%, les rdsutta cette
présente étude semblent étre inclus dans la garfaagrdentation rapportée par Balcombe et
al., la moitié de la concentration de GC aprés lawrapte donne pas sa concentration basale.
Ainsi, la capture déicrocebus murinusie provoque pas une forte augmentation du niveau

de GC comparée aux résultats obtenus par d’autrdesantérieures.

37



Selon I'hypothése le type de manipulation a cauedifférence sur la magnitude de la
réponse au facteur de stress. Les procédures dputaion sont connus pour provoquer un
stress additionnel sur les individus (Boonstralet 1998). La magnitude de la réponse au
facteur de stress differe selon I'intensité de &nipulation, ce qui est observeé chez les rats en
captivité (Armario etal., 1986b). En comparant les trois types de manijuaians cette
présente étude, les individus dans la manipulatefaible degré (pesées uniquement) ne sont
pas manipulés physiqguement. lls sont transférés dansac puis remis dans le piege apres
avoir été peses avec le sac. Par contre, les mangns de moyen et haut degré incluent le
contact direct avec les animaux, par exemple bngrise d’échantillons tissulaires. La prise
d’échantillons elle-méme induit une sécrétion de (R€ Maho etal., 1992 ; Boonstra et
Singleton, 1993) puisque le contact direct pamlecher a la main stimule les animaux. Ce
toucher est évident au cours de la saisie du mepadstérieur de I'animal a raser et piquer par
la suite pour I'obtention d’échantillons de poilsd® sang, et aussi lors de la piqire des
individus a anesthésier. Méme si les individusadmanipulation de moyen et haut degré sont
touchés directement, ceux subissant la manipulagomoyen degré, d’un c6té, ont montré la
magnitude de GC la plus élevée car ils restaiensa@ent, ils sentaient toute la manipulation
gu’ils subissent. Les individus subissant la malaifpon de haut degré, de l'autre cote, sont
un peu désorientés et endormis sous l'effet deettrésie. La magnitude de leur réponse en
GC peut étre influencée par I'anesthésie due amtiasement temporaire du métabolisme de
I'individu. Ce qui pourrait étre intéressant dervd@ns une étude supplémentaire si la réponse
a été simplement retardée. Les différences ensr@reupes d’individus peuvent étre aussi
dues a l'inégalité de la taille des échantillonss lanimaux dans la catégorie de manipulation
de faible degré sont les plus nombreux et présentenlarge variation de réponse que ceux
des autres catégories. La différence de réponse kst groupes d’individus pourrait ne pas
étre due uniqguement a la manipulation mais aussiadupiégeage (Millspaugh &, 2000 ;
McLaren etal., 2004 ; Fletcher et Boonstra, 2006 ; Prout et Kid@06). Le fait que les
individus étaient enfermés dans le piege pendarietta nuit et qui continuait pendant la
journée peut entrainer la sécrétion de I'hormone dwlividus déja la veille de leur

manipulation.

Concernant la frequence de capture des individugrairement aux prédictions posées
aucune différence significative n’a été détectéelaumagnitude de la réponse en GC entre
individus frequemment et rarement capturés. Lesi@es de capture ont été conduites
mensuellement, chaque individu pourrait perceveg protocoles de capture comme des

nouveaux stimuli. De plus, le premier jour de ceptest le plus important de la réponse des
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individus a tous les stimuli qu’ils subissent, suxieme et troisieme jours servent pour
assimiler leur fréquence de capture pendant lesdeglindividus ne sont plus manipulés. Cet
intervalle de temps entre deux sessions de capfotgé de la différence de manipulation

dans les trois jours de la session de capture esléche pourraient ne pas suffire aux

individus fréquemment capturés de s’adapter autopotes de capture. Par comparaison aux
autres especes de différents taxons, par exengpladeeaux sauvages placés en captivité, il
a fallu 35 j a ces oiseaux pour s’acclimater aiéaen captivité (Marra «dl., 1995 ; Romero

et Wingfield, 1999). Ces oiseaux ont donc un nivdauGC (corticostérone) élevé dans le

plasma en réponse a des protocoles de la captivité.

Aucune différence significative n'a été observéelaumagnitude de la réponse en GC
des individus pour les trois premiers mois de BétuLa saison semble ne pas affecter la
réponse a un stimulus comme c’est le cas des @&@auxnen captivité qui répondent a la
manipulation par une augmentation du niveau sandairtsC (corticostérone) a toutes les
saisons (Romero et Remage-Healey, 2000). Cette entgtion de GC chez ces oiseaux
entraine probablement une augmentation du niveeal le GC. Dans cette présente étude,
bien que le niveau basal des individus au moisril'swit élevé, ce n'est pas un stade critique,
les individus sont capables de répondre aux stinrilia capture avec de grande magnitude.
Et aussi la torpeur des individus qui a été coéstdurant leur manipulation aux mois de la

saison seche et froide ne semble pas affecterédponse aux protocoles de la capture.

Réponse comportementaleMemurinus

En ce qui concerne I'expérience de relache dewithas I'aprés-midi, la plupart des
individus relachés ont décidé eux-mémes de soutipiége. Les animaux ne sortaient pas
immeédiatement apres I'ouverture du piege, ils epgimt le milieu environnant a l'intérieur
ou partiellement a I'extérieur du piége pour veérifiexistence d’éventuels dangers. Lorsque
I'animal ne voyait ou n’entendait des menaces,uitktgit le piege, sautait directement sur
I'arbre cible et ne restait pas longtemps dansuléase d’enregistrement car il connaissait
I'endroit il irait (sGrement dans son nid) et nexfprait pas rester dans un milieu tres

découvert.

Contrairement aux prédictions, la manipulation sytar les individus ayant été sortis
du piége n’a pas entrainé une différence comportéatea la relache. Il est possible qu’ils ne

soient plus affectés par la manipulation effectigéeatin. Il a été rapporté, chez le rat par
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exemple, que I'individu répond rapidement au stusulle la manipulation et I'effet dure en
moyenne 30 min, et le retour de GC a son niveaal lgss atteint aprés 60 min depuis I'action
du stimulus (Vachon et Moreau, 2001). Par companaigux individus deMicrocebus
murinus manipulés le matin, le temps aprés la manipulapimgu’a la relache a dépassé
méme les 60 min. D’allleurs, les individus anesigsnt été completement réveillés lors de
leur relache. Cette raison explique probablemaitisiénce de toute influence de manipulation

sur le comportement des individus relachés.

Pour la fréquence de capture des individus, biéaugune différence statistique sur le
temps de sortie des individus ne soit trouvée,aoes différences a propos du trait de
caractére des individus freguemment et rarementiuEp pourraient exister (Dammhahn,
2012). Les individus fréquemment capturés ont tecea étre plus actifs, prennent plus de
risques (Sneddon, 2003) et montrent une explorasoperficielle de I'environnement
(Koolhaas etal., 1999) comparés aux individus rarement capturésprise de risque pour
sortir pourrait étre masquée par la large impulsibéviter I'attaque impreévisible des

prédateurs dans I'endroit de la relache que lasithgs connaissent.

L’heure de relache des individus a influencé letélaidd’hésitation pour sortir. Le délai
d’hésitation des individus relachés a l'approche abwcher de soleil avait tendance a
diminuer par rapport a celui des individus relackés tét. En tant que prosimiens, les
individus de Microcebus murinussoient mieux dans l'obscurité grace a defaptations
anatomiques pour une vision nocturne (Pariente9 1%thilling, 2000). De ce fait, 'animal
relaché tardivement quitte le piege en peu de tesppas une bréve exploration du milieu

obscur.

La décision de sortie de I'animal peut étre évalp@ele nombre de retraites dans le
piege qu’il effectuait pendant le délai d’hésitaticAutrement dit, il y a des moments ou
I'animal explorait le milieu extérieur et des mortemu il restait a l'intérieur du piége.
Certains individus restaient plus longtemps dansdge avant d’apparaitre a nouveau. Dans
le cas des neuf individus, ils apparaissaientcaff@ent quelques retraites et ne sortaient plus
dans le délai donné. Les comportements des indiyjolar exemple, sortie partielle de la téte,
retraites dans le piege, suggerent qu’ils troulepiege comme un lieu sécurisant plutét que

de sortir tout de suite.

Les résultats de cette étude ont également réevé& lg réponse physiologique
représentée par la magnitude de la réponse awfatgestress en GC n’est pas corrélée avec
la réponse comportementale représentée par le temgppar les individus pour sortir du
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piege a la relache. Vraisemblablement, le nivealadéponse hormonale a la capture durant
la manipulation des individus n’est pas suffisamim&evé pour induire a un changement

comportemental. Ainsi, chez différentes espéces,grande magnitude ou un seuil élevé en
hormone devrait étre requis pour produire un chianege comportemental (Honess et Marin,

2006). Et aussi le décalage de temps (capture ®ipaiation le matin versus relache l'aprées-

midi) ne permet pas aux individus déicrocebus murinusd’exprimer correctement leur

comportement a la capture suivie de leur maniprati

Le niveau de stress estimé durant la manipulatemindividus le matin ne permet pas
de prévoir leur comportement a la relache. Lesvidds estimés comme moins stresseés a la
manipulation peuvent ne pas I'étre car 'immobiiité veut pas dire que I'individu n’est pas
stressé. La plupart des individus manipulés tésdammatinée aux mois de juin et juillet, par
exemple, sont figés, ne bougent pas trop a cause losse température du milieu ambiant.
Pourtant, ils ne montrent pas le méme comporteraelat relache, ils sont beaucoup plus

actifs.
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CONCLUSION

En conclusion, cette étude a montré que la capturtine suivie de la manipulation des
individus deMicrocebus murinugroduit une réponse physiologique par une augnientdt
niveau de glucocorticoide de l'ordre de 41,6%. €eatigmentation par rapport au niveau
basal de GC est un peu faible et comparable a obitenue chez d’autres especes de
différents taxons. Aucune évidence de l'influenedalfréquence de capture des individus n’a
été trouvée sur I'augmentation de leur réponse iploggque, ce qui témoigne un manque
d’adaptation aux protocoles de la capture routioer pes individus fréquemment capturés.
Mais, la réponse physiologique dépend de l'inténdé la manipulation. La manipulation de
degré moyen provoque la réponse physiologiqueus gllevée, la basse réponse induite par la
manipulation de haut degré serait affectée paestresie due au ralentissement temporaire

du métabolisme de l'individu.

L’absence de l'influence de la fréquence de capurde changement de comportement
des individus deMicrocebus murinus la relache suggére que les individus quelle gite s
leur fréquence de capture connaissent leur tawitmiais ils ne sortaient pas immédiatement
par peur des prédateurs. L'inexistence de difféxatecomportement engendrée par le degré
d’intensité de la manipulation, et l'inexistence tie corrélation significative entre la
magnitude de la réponse physiologique en GC éidarnse comportementale peuvent amener
a l'idée que I'effet des stimuli de la manipulatisur le comportement ne peut pas étre visible
aprés un décalage de temps. Le fait que la manipulsoit effectuée le matin et la relache en

fin d’apres-midi ne change rien a ces deux parasetr
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RECOMMANDATIONS

Les résultats de cette étude ont montré que laimpiutine mensuelle des individus de
Microcebus murinug causé une augmentation previsible du niveauhdemone de stress
(GC). La capture routine permet d’obtenir des desnéguliéres utiles pour des suivis a
long-terme et ne semble pas avoir des influencesbtks sur le statut hormonal et

comportemental des animaux.

Concernant l'effet de la manipulation sur la rémomphysiologique des individus, la
manipulation de degré moyen qui a provoqué la pi@de magnitude de réponse mais
encore modérée d’entre les trois. Elle devrait éppliquée sur les individus une fois par
saison lors des études ponctuelles pour des besi@hsdes spécifiques. Elle n'est pas
nécessaire a la capture routine et suivi réaliseéées microcebes. Une étude supplémentaire
serait souhaitable pour voir si la réponse desvidds anesthésiés a été retardée. La collecte

de leurs féces apreés trois jours de la premiereucapst indispensable.

Lors de la relache des individus, ceux qui sorrék a la derniére heure de I'apres-midi
ont été vite sortis du piege. Ce qui suggere astl préférable de relacher les individus au

coucher du soleil car ils sont moins craintifsab8curité.
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ANNEXES

Annexe | : Fonctionnement simplifié de I'axe hypothlamo-hypophyso-surrénalien
(HPA)

BN

L’hypothalamus stimule la glande pituitaire a laiddu corticotrophin releasing
hormone (CRH). La glande pituitaire envoie ['adveorticotropin hormone (ACTH) dans la
circulation générale vers la surrénale. Cette deerlibere les glucocorticoides (GC) a travers
la circulation générale pour agir sur les tissudesi ou se passe une série de réactions en
réponse au stimulus (Anestis, 2010). La concentrates GC, principalement le cortisol pour
les primates, augmente donc dans le sang au boguelgues secondes qui suivent la
stimulation de 'HPA. Plusieurs mécanismes de oéintréle raménent la concentration des
GC a la normale. Paxemple, la hausse du niveau de cortisol circdhun rétrocontrble
négatif a des points multiples de I'axe HPA pouniduer la production de cortisol. Pour
cela, les GC vont s’attacher a leurs réceptetugsidans la glande pituitaire antérieure ainsi
qgue dans plusieurs sites du cerveau. Cette lig&0récepteurs sert a diminuer le taux du
CRH et de I'ACTH, réduisant ainsi la production d8€ (Reeder et Kramer, 2005). La
concentration des GC dans le sang revient parita aula normale par ce phénomeéne de
feedback négatif. Puis, il y a métabolismes hépatigt bactérien au niveau intestinal des GC
et les métabolites du cortisol sont enchainés latige et les féces (Mostl et Palme, 2002).

L’excrétion urinaire des métabolites de GC est plysde que celle fécale.

Hypothalamus
Pituitary

Higher amounts of glucocorticoids are
secreted under stress

Cortisol
Blood .
v L
Glucocorticoids are excreted
metabolism via urine and feces

ci,t‘o} ) | Urine

decon'ugnficn# # #
Gut ] ; ] mp Feces
bacterial metabolism
= =

Schéma de la sécrétion, métabolisme et excrétion geicocorticoide (cortisol) (Source : Mostl et
Palme, 2002)



Annexe Il : Prélevement des féces

(b) Recueil des échantillons fécaux dans une boitettedpres avoir remis I'animal dans le piége

(c) Ecriture des informations & propos des échantilféoaux sur le tube polypropyléne de 15 ml

(FENOSOA Z., 2012)



Annexe lll : Extraction hormonale a partir des feces

1 Pesage des échantillons fécaux apres homogéneisatc une baguette
2 Addition d’éthanol 80% avec une pipette graduée
3 Mélange des échantillons au vortex aprés une ataub

(FENOSOA Z., 2012)



4 Centrifugation des échantillons
5 Versement du surnageant dans un petit tube Epplethel@ ml

6 Séchage au soleil de la phase solide restantie#mise polypropyléne de 15 ml

(FENOSOA Z., 2012)



Annexe |V : Liste des individus donnant les pairesl’échantillons hormonaux

N° ID (Trovan) ((Zjllz}sse Sexe - MO,IS -
age Auvril Mai Juin

1 068E 0965 adulte F 1(2) 1 0
2 066C AC9A adulte F 1(2) 0 0
3 0671 01AD adulte F 1 0 0
4 06E4 4CB3 juvénile M 1 0 0
5 06D1 3E1A M 1 0 0
6 0696 4030 adulte F 1 0 0
7 06D1 5481 adulte F 1 0 0
8 0696 6863 adulte M 1 0 0
9 O6E4 E484 adulte M 1 1 0
10 06E4 B324 adulte M 1(2) 1 0
11 069B 4E09 adulte F 1 0 0
12 069B 3A23 adulte M 1(2) 0 0
13 06E4 EED9 juvénile F 1 1 0
14 06E9 C1A5 adulte F 1 1 0
15 06E4 7BAD adulte M 1 1 1
16 06D1 683D adulte F 1 0 0
17 06E4 DEO09 adulte F 1 1 0
18 06DD 32A2 juvénile F 1 0 0
19 06D1 65E1 adulte F 1 0 0
20 0683 42FC adulte F 1 0 0
21 06E4 D1B6 adulte F 1 0 0
22 0696 3226 adulte F 1 0 0
23 0683 3019 adulte F 1 0 0
24 06E4 8B7D juvénile F 1 0 0
25 06E9 B0OO7 juvénile M 1 0 1
26 0696 4D12 adulte F 1 0 0
27 06E4 A2E4 adulte M 1 1 1
28 06E4 CF37 adulte F 1 0 0
29 06E9 F8EG6 adulte F 1 0 0
30 06E4 8281 M 0 1 0
31 06D1 45D6 juvénile F 0 1 0
32 06E4 DB14 adulte F 0 1 0
33 06D1 5308 juvénile M 0 1 1
34 06D1 42E4 juvénile M 0 1 1
35 06D1 49EF adulte F 0 1 0
36 06E4 C1D6 adulte F 0 1 0
37 06D1 3A16 juvénile F 0 1 0
38 06DD 2F3B adulte F 0 1 0
39 06E4 7928 adulte M 0 1 0




Annexe |V : Liste des individus donnant les pairesl’échantillons hormonaux (suite)

N° ID (Trovan) ((Zjlfsse Sexe - MO,IS -
age Auvril Mai Juin

40 06B8 C1E7 adulte F 0 1 0
41 06E4 86C1 juvénile F 0 1 0
42 06E4 4B28 adulte M 0 1 0
43 06E8 697B juvénile F 0 1 1
44 06D1 3F7E adulte F 0 1 0
45 069B 3D97 adulte 0 1 0
46 06E4 CA48 adulte 0 1 0
47 06E9 C453 0 1 0
48 06E4 CA44 0 1 0
49 06E4 903F M 0 1 0
50 0695 42CE adulte F 0 1 0
51 06E4 A906 0 1 0
52 06E4 C602 M 0 1 0
53 06E4 D23B juvénile M 0 0 1
54 06E4 E955 adulte F 0 0 1
55 06E4 A2FC adulte F 0 0 1
56 06D1 5CCD| juveénile M 0 0 1
57 06E9 DA9A | juvénile M 0 0 1
58 06D1 47ED juvénile F 0 0 1
59 06D1 3596 juvénile F 0 0 1
60 06E4 C2A9 juvénile M 0 0 1
61 06D1 6AFB juvénile M 0 0 1
62 06E9 E3D9 juvénile M 0 0 1

F : femelle, M : male

0 : non obtention de paire d’échantillons fécaux,abtention d’une paire d’échantillons

fécaux, 1 (2) : obtention de deux paires d’échiams en 1 mois

Case vide : information incomplete

\



Annexe V : Liste des individus enregistrés dans Bgpérience de relache

. Classe Mois
N* | ID(Trovan) | gage | € ™ vl Mai Juin Juillet
1| 06E9 C1A5 adulte F 1 1 1 0
2| O6E4 68E6 juvénile M 1 1 0 0
3| 06E4 7BAD adulte M 1 1 0 0
4| 06E4 E484 adulte M 1 1 1 1
5| 06E4 7AC1 adulte F 1 0 0 0
6| 0696 663B adulte F 1 0 0 0
7| 06B8 B863 adulte F 1 0 0 0
8| O06E4 E720 adulte F 1 0 0 0
9| 06DD 2F3B adulte F 1 0 0 0
10| 06E9 B0O7 juvénile M 1 0 1 1
11| 0696 2E36 adulte F 1 0 0 0
12| 0695 4D12 adulte F 1 0 0 0
13| 06E4 EED9 juvénile F 1 0 0 0
14| 06D1 49EF adulte F 1 1 0 0
15| 0617 E043 adulte F 1 0 0 0
16| 069B 33CO adulte F 1 0 0 0
17| O06E9 C456 juvénile M 0 1 0 0
18| 06E4 4B28 adulte M 0 1 0 0
19| 06D1 5D31 adulte M 0 1 0 0
20| 06E4 8281 M 0 1 0 0
21| 06E4 854E adulte M 0 1 0 0
22| 06E9 D5DE | juvénile M 0 1 0 1
23| 06E4 DB14 adulte F 0 1 0 0
24| 06E4 4CB3 juvénile M 0 1 0 0
25| 06E9 C643 juvénile F 0 1 0 0
26| 06D1 5481 adulte F 0 1 0 0
27| 068E 0965 adulte F 0 1 0 0
28| 06E4 DE09 adulte F 0 1 0 0
29| 06E4 8B7D juvénile F 0 1 0 0
30| 06E4 B324 adulte M 0 1 0 0
31| 06E4 E955 adulte F 0 1 0 0
32| 0696 4030 adulte F 0 1 0 0
33| 06D1 68E3 adulte M 0 1 1 0
34| 06E4 7CBC adulte M 0 1 0 1
35| 06D1 65E1 adulte F 0 1 0 0
36| 06D1 6C1F juvénile M 0 1 0 0
37| 06D1 65E3 adulte M 0 1 0 0
38| 06E4 A2FC adulte F 0 1 0 1
39| 0683 42FC adulte F 0 1 0 0
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Annexe V : Liste des individus enregistrés dans Bgérience de relache (suite 1)

. Classe Mois

N* | ID(Trovan) | gage | € ™ vl Mai Juin Juillet
40| 06E9 B95E adulte M 0 1 1 0
41| 06D1 6945 adulte F 0 1 0 0
42| 0695 F904 adulte F 0 1 0 0
43| 06DD 57B7 juvénile M 0 1 0 1
44| 06E4 C1D6 adulte F 0 1 0 0
45| 06E4 A2E4 adulte M 0 1 0 0
46| 06D1 4B3D juvénile F 0 1 1 0
47| 06E4 D454 adulte M 0 1 1 0
48| 06DD 409E juvénile M 0 1 0 0
49| 06D1 5308 juvénile M 0 1 0 1
50| 06E4 COF9 adulte F 0 1 0 0
51| 06D151E2 adulte M 0 1 0 0
52| 06D1 580D adulte F 0 1 0 0
53| 06E4 BC32 adulte F 0 1 0 0
54| 06E9 E3D9 juvénile M 0 0 1 1
55| 06D15CCD| juvénile M 0 0 1 0
56| 06E8 72AE juvénile F 0 0 1 1
57| 06D16C7C juvénile F 0 0 1 1
58| 06E4 8357 juvénile M 0 0 1 0
59| 06E8 5631 juvénile M 0 0 1 1
60| 0O6E9 DA9A | juvénile M 0 0 1 0
61| 06E4 C605 juvénile F 0 0 1 0
62| 06D1 47ED juvénile F 0 0 1 1
63| 06E4 C2A9 juvénile M 0 0 1 0
64| O06E8 697B juvénile F 0 0 1 0
65| 06D1 648D juvénile M 0 0 1 0
66| 06E9 CE9C juvénile F 0 0 1 1
67| 06D1 549F juvénile F 0 0 1 1
68| 06E4 EC26 juvénile F 0 0 1 1
69| 06E8 57CC juvénile F 0 0 1 1
70| 06DD 47DA | juvénile F 0 0 1 0
71| O6E4 7FE4 juvénile F 0 0 1 0
72| 06E9 C49E juvénile M 0 0 1 0
73| 06D1 444D juvénile M 0 0 1 0
74| 06E9 BEDD | juvénile F 0 0 1 0
75| O06E8 5287 juvénile F 0 0 1 0
76| 06E9 C910 adulte F 0 0 1 0
77| 06E9 C851 juvénile M 0 0 0 1
78| 06D1 50D0 juvénile M 0 0 0 1
79| 06D1 4235 juvénile F 0 0 0 1
80| 06D1 43C8 adulte F 0 0 0 1

VIl



Annexe V : Liste des individus enregistrés dans Bgérience de relache (suite et fin)

Classe | o . Mois
dage Avril Mai Juin Juillet

81| O06E9 B393 juvénile

N° | ID (Trovan)

82| 06DF 67FC juvénile
83| 06D1 6AFB | juvénile

84| 06D1 3596 juvénile

85| 06E4 EE7C juvénile
86| 06E9 B704 juvénile

87| 06E4 D37A juvénile
88| O6E9 E82F juvénile

89| 06E8 47DE juvénile
90| 06E9 BOD7 juvénile
91| 06E8 5D0D juvénile
92| 06E9 6CB6 juvénile
93| 068E OF6B adulte
94| 06E9 E5A1 adulte
95| 06D1 3577 adulte
96| 069B 39FC adulte
97| 06E4 A472 juvénile
98| 06E9 DFEA | juvénile
99| 06E9 AF08 adulte
100/ 06E4 A906
101, 06E4 903F M
102| 06E4 CA44
103| 06E4 9C03
104, 06D1 5974
105| 06E4 D376

A2 =22 22|02
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F : femelle, M : méale

0: non obtention d’enregistrement comportementfal, obtention d’'un enregistrement

comportemental

Case vide : information incomplete



Annexe VI : Résultats statistiques du temps d’appation t, des individus apparus lors de

leur relache

age: testt indépendantt = -0,076, ddl = 1, p = 0,940sexe: testt indépendantt = -0,789,
ddl = 1, p = 0,433 fréquence de capture testt indépendantt = -0,676, ddl = 1, p = 0,502 ;
degré de manipulation: ANOVA, F = 0,260, ddl = 2, p = 0,772mois: ANOVA, F =
2,183, ddl = 3, p = 0,098.

Annexe VII : Résultats de la magnitude de la réporesau stress ainsi que du temps mis

pour sortir de tous les individus échantillonnés yompris les répétitions

» La concentration de 3a,fihydroxy-CM a augmenté, variant d’une valeur moye
représentant le niveau basal 828,5 + 92,9 ng/fg@adks seches a 1381,4 + 133,2 ng/ g
de feces seches, soit une magnitude de 552,9 @29 de féces seches (tést
appariét = -4,214, ddl =78, n = 79, p < 0,001). Cette aegtation de concentration

de 3a,1f-dihydroxy-CM est environ 40% de son niveau basal.

» Le temps mis par les individus sortis pour sortipiege est de 171 + 18 secondes.



TITRE : Evaluation hormonale et comportementale en réponse au stress di a la capture-relache d'une
population sauvage de Microcebus murinus (J. F. Miller, 1777) dans la forét de
Kirindy/CNFEREF Morondava

RESUME

La capture et manipulation des animaux sauvages sont souvent nécessaires pour des études telles que les
études physiologiques et le suivi régulier d’'une population. Cependant, la procédure est connue pour causer une
réponse au stress pour I'animal capturé. La magnitude de la réponse au stress peut dépendre du type de
manipulation subie par les individus et peut changer a travers des captures consécutives via I'habitude de
'animal a I'évenement. Dans cette étude menée dans la forét de Kirindy, a 'Ouest de Madagascar entre les
mois d’avril et juillet 2012, la réponse au stress d’une population sauvage de micridiebasepus murinds
marqués individuellement, capturés d’'une maniére routiniére, a été quantifiée par la mesure du métabolite de
glucocorticoide dans les feces (FGCM) a son niveau basal et deux jours apres capture et manipulation. Trois
types de manipulation d'intensité différente ont été comparés et I'expérience des individus a la capture sur la
réponse au stress a été évaluée. En outre, I'influence du type de manipulation, de I'expérience a la capture et de
la réponse hormonale sur le comportement a la relache (temps mis pour sortir du piege) a été étudiée. La
capture et la manipulation des individus ont provoqué une augmentation d’environ 41,6% du niveau de FGCM.
La réponse hormonale n’est pas affectée par I'expérience des individus a la capture mais est élevée chez les
animaux soumis a une manipulation invasive comparée a celle des animaux de la manipulation minimum. Le
temps mis par les individus pour sortir du piége n’est pas influencé par le type de manipulation subie, ni par leur
expérience a la capture ni par leur réponse hormonale. Aucune évidence a I'habitude au stress répété n'a été
trouvée, mais les constatations suggeéerent que la magnitude de la réponse physiologique dépend de lintensité
des procédures de manipulation. Les résultats de cette étude peuvent étre utiles dans I'amélioration du bien-étre
des animaux pour des futures recherches.

Mots clés: capture, manipulatiorMicrocebus murinusréponse au stress, glucocorticoides, comportement,
facteur de stress répété, Kirindy/CNFEREF

ABSTRACT

Capturing and handling of animals are often necessary in wild animal research to address questions of
physiology and regular population monitoring. However, the procedure is known to elicit a hormonal stress
response in the captured animal. The magnitude of the stress response can depend on the type of handling the
individual is subjected to and may change over consecutive captures via the habituation of the animal to the
event. In this study conducted in Kirindy forest, Western Madagascar between April and July 2012 we
quantified the stress response in routinely captured, individually marked, wild gray mouse Miotasepus
murinug by measuring glucocorticoid metabolited in feces (FGCM) at baseline and at a biologically relevant
delay after the capture and handling. We compared three handling regimes of different degrees of invasiveness
and assessed the influence of individual capturing experience on the stress response. Furthermore, the influence
of the handling regime, capturing experience and hormonal response on anxiety-related behavior after the
trapping (latency to exit trap) is studied. Capturing and handling of individuals elicited on average a 41.6%
increase in FGCM levels. The hormonal response was not affected by individual capturing experience but was
higher in animals subjected to more invasive handling compared to the minimum handling group. The latency of
individuals to exit the trap was not influenced by the handling regime, capturing experience or hormonal
response. We found no evidence of habituation or sensitization to the repeated stressor, but our findings suggest
that the magnitude of the physiological stress response depends on the invasiveness of the handling procedures.
Our results may be useful in improving animal welfare in future studies.

Key words: capture, handlingMicrocebus murinus stress response, glucocorticoids, behavior, repeated
stressor, Kirindy/CNFEREF
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