N

N

Les caractéristiques sensorielles des aliments: quels roles
jouent-elles dans les aspects qualitatifs et quantitatifs du
comportement alimentaire des ovins

Angélique Favreau-Peigné

» To cite this version:

Angélique Favreau-Peigné. Les caractéristiques sensorielles des aliments: quels roles jouent-elles dans
les aspects qualitatifs et quantitatifs du comportement alimentaire des ovins. Alimentation et Nu-
trition. Université Blaise Pascal - Clermont-Ferrand II; Université d’Auvergne - Clermont-Ferrand I,
2010. Francais. NNT': 2010CLF22017 . tel-00719365

HAL Id: tel-00719365
https://theses.hal.science/tel-00719365
Submitted on 19 Jul 2012

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-00719365
https://hal.archives-ouvertes.fr

UNIVERSITE BLAISE PASCAL UNIVERSITE D’A UVERGNE
N° D.U 2017 Année 2010

ECoOLE DOCTORALE DES SCIENCES DE LA VIE

ET DE LA SANTE
N° d'ordre 517

THESE

pour obtenir le grade de

DOCTEUR D'UNIVERSITE
(SPECIALITE : ETHOLOGIE ET NUTRITION ANIMALE )

présentée et soutenue publiguement par
Angélique FAVREAU-PEIGNE

le 12 février 2010

L ES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES DES ALIMENTS
QUELS ROLES JOUENT-ELLES DANS LES ASPECTS QUALITATIFS ET
QUANTITATIFS DU COMPORTEMENT ALIMENTAIRE DES OVINS  ?

Thése dirigée par René BAUMONT et Cécile GINANE

Jury : Président M. Jean-Bernard GROS

Rapporteurs M. Philippe FAVERDIN
M™ Marie-Annick RICHARD-YRIS

Membres M Christine DUVAUX-PONTER
M™€ Marie-Christine MEUNIER-SALAIN
M. René BAUMONT
M™€ Cécile GINANE

Laboratoire d’accueil

Equipe Relations Animal-Plantes et Aliments
Unité de Recherche sur les Herbivores
INRA Centre de Clermont-Ferrand / Theix
AUVERGNE

e PRPINNp— 63122 Saint-Genes-Champanelle







REMERCIEMENTS

Je remercie la Région Auvergne et le département PHASEnpawoir donné les
moyens de réaliser ce travail de recherche. Je tiens égdlemremercier Jean-Baptiste
Coulon et Jean-Frangois Hocquette, directeurs successifs de l&iRMichel Beckert,

président du centre de Theix, de m’avoir accueillie.

Je tiens ensuite a remercier ceux qui m'ont donné l'envie d@iezcheur en
éthologie, je pense a mon professeur a I'Université de Tours (i@t a mes encadrantes
de stage (C. Leterrier, S. Lumineau et M.-A. Richard). Je tieas garticulierement a
remercier Isabelle Veissier qui m'a informée de I'existe d’'un sujet de thése intéressant
dans I'équipe RAPA, ce qui a attisé ma curiosité et m’a ensuite incitééudepdslerci a mes
"chefs”, René et Cécile, qui ont ensuite décidé de me faireanoef en me donnant la
responsabilité de mener a bien leur projet de these. Je pense eufatre que ce travail n’a
pas été de tout repos, mais on a réussi a avancer et a finir henwabtette these. Ouf et
MERCI !

Un grand merci aux membres de mes comités de thése (Alanab, Bertrand
Dumont, Guillaume Ferreira, Jean-Bernard Gros, Cécile Martilsabklle Veissier) qui se
sont impliqués & mes cétés pendant les comités de these, ete¥gadardehors. Ils ont été de
trés bons conseillers et m’ont aidé a structurer mes idéesléeider de certaines orientations

de recherche.

Merci aux membres du jury, pour I'intérét et le temps qu’ilsbden voulu consacrer a

ma these.

Il est évident que toutes les expérimentations n'auraient punérges sans la
participation et l'investissement des personnels des installatigpérimentales et de mon
equipe d'accueil. Je tiens tout particulierement a remerei@n-Claude Bonnefoy, Pascal
Payard et Daniel Thomas pour leur bonne volonté a adapter les protexpé&snentaux,
parfois au jour le jour. Merci a tous les animaliers pour avobagérleurs connaissances et
leurs savoir-faire avec moi et plus particulierement mertdicékaél Bernard, Christophe
Mathevon et le binbme des "Bernard” pour leur aide. Un clin d’odilpanticulier a Aline Le

Morvan, qui m’a suivi sur toutes mes expérimentations, et pourtes tle salive artificielle



que tu as préparés (environ 300 litres rien que pour I'expérimentatibrodliction
ruminale”). Merci a Jean-Marie Ballet et Laurent Lanoreesntompagnons matinaux

d’introduction ruminale et de vidage de rumen.

Merci a Catherine Auxiette qui a accepté de m’intégrer dansequipe d’encadrants
de TP de psycho. Un premier contact avec le monde de I'enseignedsegnirichissant et des

collegues trés sympathiques.

Durant ces trois années, jai apprécié les pauses café tdgel'@t les douceurs
(chocolats et gateaux) qui pouvaient parfois les agrémenter.oblié€té I'occasion de mieux
connaitre Anne-Marie et son goUt pour la danse, Francis et son équipgbgepréféerée
(Toulouse, c’est une honte au pays de 'ASM mais bon...), Pasdarl@trage de foot,
Sophie et ses recherches (ses bons conseils aussi), Géraldina gainais manqué une
occasion de prendre de mes nouvelles, Florence (merci pour tes midesigtiques),...
Merci au chef cuisinier et son équipe pour leur bons petits pl&sirebonne humeur, ainsi
gu’'a Danielle de la cafét’. J'ai eu la chance de partagbotee humeur de I'équipe ACS,
mon équipe d’adoption en quelque sorte (Alain, tu ne m’as pas mis daadifgy liste mais
presque... merci). Merci a Stéphane Andanson, mon chauffeur et mon vdisioavierci
a Eric et Hervé, mes partenaires "rock” sur le dancefloercivb Claudia, Véro et Xavier
pour leur aide en stat, en anglais et tout simplement pour leutlegmsi Un merci tout
particulier & Marie-Madeleine pour ton soutien humain et sdgméf chaque matin en

arrivant (au minimum). Je n’en dis pas plus, tu sais tout le bien que je pense de toi.

Merci a tous les thésards (Lucile, Nadege, Mauro, Stefani, efudklex, Lia,
Claire...) et stagiaires (Fred, Manue, ...) qui ont ceuvré a la bamigéance de ma théese.
Certains sont aujourd’hui des amis incontournables pour leur bonne humeur nigigsge

et leur soutien des gradins a I'INRA (Séverine, Raphaélle, Cécile@trherci beaucoup).

Merci aux célébres et incontournables Plic et Ploc (etrwitié) pour votre amitié.
Merci aux clermontois (Jeff et Fabienne, Marc et Anne-Clautianéht et Francoise) pour
les bonnes soirées (vive les pizzas'!), les promenades autours die P2dme et tout le
reste... Je garde ces derniéres lignes de remerciementmpsuiliers (pas de rugby, ni de
comptoir... papa ces jeux de mots sont pour toi !) de vie : Papa, Maman, Mamie et Damien.



SOMMAIRE

REMERCIEMENTS i

SOMMAIRE iii
INTRODUCTION GENERALE 1
Contexte général et scientifique 3
l.  Les informations pré- et post-ingestives emanant des aliments 4
Il.  Aspect qualitatif du comportement alimentaire : la sélection alament 6
II.1. L’euphagie 6
[I.2.  L’hédyphagie 7
[1.3. Les caractéristigues morpho-physiologiques 8
II.4. Lathéorie de I'alimentation optimale 9
II.L5. Lathéorie des apprentissages alimentaires 10
lll. Aspect quantitatif du comportement alimentaire : I'ingestion voloatair 14
[ll.1. Effets des conséquences post-ingestives sur I'ingestion journaliére 15
lll.1.a. Distension gastrique et contréle physiged'ingestion 15
l1l.1.b. Contréle nutritif de l'ingestion 16

[ll.2. Effets des caractéristiques sensorielles sur I'ingestion journaliére 18

V. Conclusions 20

Objectifs et stratégie expérimentale 23

I.  ROle des caractéristiques sensorielles en I'absence de conséquetices pos

ingestives 25
Il. ROole des caractéristiques sensorielles dans les apprentissagggailes 26
CHAPITRE 1 CARACTERISTIQUES SENSORIELLES ET INGESTION VOLONTAIRE 29

Présentation de l'article : Comportement alimentaire d’ovinseali@s avec un foin de
luzerne ou un foin de graminées lorsque les conséquences post-ingestives s

contrblées 31

Article 1 : Feeding behaviour of sheep fed lucerne vs. grass haysmvtrolled post-
ingestive consequences 35



CHAPITRE 2 CARACTERISTIQUES SENSORIELLES ET APPRENTISSAGE : ROLE

D’ INDICATEUR DES CONSEQUENCES POST-INGESTIVES ? 61

Présentation de l'article : Les moutons utilisent les informapo@sngestives en tant
gu'indicateurs des conséquences post-ingestives afin d'amélioreapeuentissages

alimentaires 63

Article 2 : Sheep use pre-ingestive cues as indicators of post-veestisequences to

improve food learning 67

CHAPITRE 3 LES GOUTS UMAMI ET AMER : PREFERENCE SPONTANEE ET ROLE DANS LES

APPRENTISSAGES 91

Présentation de l'article : Est-ce que les ovins utilissngdéits umami et amer en tant
gu’indicateurs des conséquences post-ingestives lorsqu’ils séleatioriear
alimentation ? 93

Article 3 : Do sheep use umami and bitter tastes as cues of postiege

consequences when selecting their diet? 97
DISCUSSION GENERALE 121
l.  Les principaux résultats 125

I.1. Expérimentation "introduction ruminale” 125
[.2. Expérimentation “indicateurs” 126

[.3.  Expérimentation "goUts primaires” 126

Il. Le role des caractéristiques sensorielles en I'absence dejoensés post-
ingestives 127
II.1. Préférences spontanées en I'absence de conséquences et variabilité

individuelle 128
[I.2.  Caractéristiques sensorielles et composantes de l'ingestion 130
[1.3. Lavaleur hédonique du changement 133

lll. Le réle des caractéristiques sensorielles dans les appagaisalimentaires 135
[lI.1. Le r6le d'indicateur 135
[l1.2. Le r6le des préférences initiales 137

IV. L’évaluation des caractéristiques sensorielles peut-elle changeres

conséguences post-ingestives ? 138

V. Conclusion et Perspectives 143



REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES 147
L ISTE DES PUBLICATIONS 161

ANNEXES 165

Annexe 1 : Quelle combinaison de 2 fourrages présente des f@r@nces relatives a

70-30% ? 167
l.  Expérimentation 1 167
II.  Expérimentation 2 170

Annexe 2 : Quelle proportion de fourrage peut-on introduire @ns le rumen des

ovins sans perturber leur ingestion journaliere totale? 172
Annexe 3 : Recherche de substances appétantes et répulsives 175

Annexe 4 : Quelle combinaison de 2 flaveurs présente degeférences initiales

equilibrées et stables ? 180



Vi



| NTRODUCTION GENERALE






Introduction générale

Contexte général et scientifique

Les élevages d’herbivores doivent aujourd’hui concilier I'effiéadie la production a
des attentes sociétales fortes en terme de préservatioend@dhnement, de qualité des
produits et de bien-étre animal. L’augmentation de la part deb&hasur pied et conservée,
dans l'alimentation animale constitue une piste privilégiée dorétét se trouve renforcée
par 'augmentation des colts des matieres premieres. En lefetessources en herbe
constituent d’'une maniere générale une ressource alimentairecqigause, et plus
particulierement I'herbe paturée se trouve étre I'énergie alimemtiaponible la moins chére.
Du point de vue du consommateur, les systemes d'élevage herbamesgemt une image
positive d'alimentation naturelle et saine qui améliore le biene&ts animaux de rente et la
qualité des produits tant au niveau nutritionnel que sensoriel. Enfin, auunivea
environnemental, I'exploitation agricole des prairies assuredetretien ce qui permet de
préserver la diversité floristique et faunistique, de stocker thooa dans les sols et d’éviter

leurs érosion par les eaux de ruissellement.

Dans ce contexte, chercher a optimiser l'utilisation des ressoudourragéeres par
I'animal, qu’il soit alimenté au paturage ou a l'auge, constituevane a privilégier pour

améliorer la rentabilité des systemes d’élevage herbager abocenta leur durabilité.

Au paturage, les herbivores peuvent étre confrontés a diversesosguale la
monoculture a la prairie permanente tres diversifiée, offraet lange gamme d’items
alimentaires variant en qualité et disponibilité du fait de leerdité des espéces vegétales
présentes, de leurs stades phénologiques et de leurs états (hdensité, etc.). A l'auge,
I'offre alimentaire peut également étre diversifiée puisque lesnsatiomptent le plus souvent
au moins deux fourrages (ensilage + foin par exemple) et plusiBomsnts concentrés, et
que les composants de la ration peuvent étre distribués séparénmaptaege partiel ou en
mélange complet selon le mode d’affouragement.

Dans tous les cas, les herbivores expriment un comportement alnaepiaconsiste en une
série de décisions plus ou moins complexes selon la situation efadition. Ces décisions
sont prises a différentes échelles temporelles (le phénomenes instantanés a d’autres dont
la régulation intervient a I'’échelle du repas voire de la jouragspatiales lorsque I'animal

est au paturage.€., de la préhension d’'une simple bouchée au choix d'un site alimentaire
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plus vaste au sein d'une parcelle). De plus, chacune de cesodgctsirrespond a un
compromis entre les préférences de I'animal et différentesabotes qui peuvent étre liées i/
au milieu (agencement et accessibilité des difféerents iimentaires, risques pathogenes,
conditions climatiques, etc...), ii/ a la conduite d’élevage (cmaege, temps d’acces au
paturage, nombre de distributions quotidiennes, etc...), iii/ a lalinfleatiteur, densité,
fibrosité, palatabilité, etc...) et iv/ a l'animal lui-méme g®r ses caractéristiques
morphologiques, physiologiques, sociales et cognitives. De ces déaisuitent la nature
du régime sélectionné et les quantités ingérées qui détermieentpdrformances
zootechniques des animaux, ainsi que leur impact sur les praitest. €n cherchant a
comprendre comment sont prises ces décisions que I'on pourra alzirrsaniere dont les

animaux exploitent les ressources fourragéres, et ainsi optimiser lsatiot par I'animal.

La compréhension du comportement alimentaire des herbives, d’'un point de
vue quantitatif (quantité ingéréegt qualitatif (nature du régime alimentaire sélectionné)
apparait donc comme une étape essentielle pour optimiseutilisation des ressources
fourrageres (Ginaneet al, 2008 pour revuePans le cadre de cette these, nous nous plagons
a I'échelle de I'aliment et de I'animal, et nous nous intéreptangparticulierement au role
des caractéristiques sensorielles des aliments dans lesmg@sses par I'animal au cours de

son activité alimentaire.

|. LES INFORMATIONS PRE- ET POST-INGESTIVES EMANANT DES ALIMENTS

Chaque item alimentaire peut étre évalué par I’herbivore consommatealeux types
d'informations : i/ les informations pré-ingestives qui sont perguast sa déglutition et qui
correspondent a I'ensemble de ses caractéristiques sensdfaites, odeur, texture, godt,
etc.) et ii/ les informations post-ingestives qui comprennent Irebke des conséquences

digestives et métaboliques ressenties par I'animal aprés la déglditil’'aliment.

Les informations pré-ingestives permettent aux herbivores dwlinere&eonnaissance
des différents items alimentaires qui les entourent a gdears différents sens, incluant la
vue, I'odorat, le godt et le toucher. On suppose que la vue et 'odoragtpamtrune premiere
évaluation sensorielle de I'aliment par I'animal sans contaettdéntre eux, alors que le golt
et le toucher ressentis au niveau des lévres et de la bougieaivent étre sollicités que si

I'animal s'appréte a prélever ou préléve directement un écbanti# I'aliment considéré.
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Arnold (1966a) a démontré que la détérioration de la vue, via l'utdiisdtceilleres, n'affecte
gue trés peu la sélection alimentaire et I'ingestion chemlgon ; il en conclut que le réle de
la vue serait plutot d’orienter les animaux dans I'espace. Arnold (196@&&)que Kruegeet

al. (1974) ont démontré que l'odorat, la vue et le toucher jouent un rale,osepar
interaction avec un autre sens, dans la sélection alimentdiirgestion selon les conditions
de paturage. La vue et I'odorat permettraient notamment auxwandaaliscriminer certaines
especes végétales, comme cela a été montré chez les ovinduakeecgrass et du trefle
(Edwardset al, 1997). Le golt a été plus particulierement étudié puisqu’il est sbuve
rapporté comme étant celui des cing sens influencant le pluseéetieél alimentaire et
I'ingestion (Kruegeret al, 1974 ; Provenza et Villalba, 2006). Des tests de choix de type
"two-bottle" ont permis de mettre en évidence la sensibilgén@utons pour les godts sucré,
salé, acide et amer (Goatcher et Church, 1970a et b). Plus maedivde golt umami a été
reconnu comme étant le cinquiéme godt primaire. Il est induit pasulngtance appelée
glutamate monosodique (MSG) qui est percue par les ovins puisqueréssace augmente
I'ingestion de granulés de luzerne (Grovum et Chapman, 1988) et ahimaux expriment
une préeférence marquée pour le foin vaporisé avec du MSG par rappom@&me foin sans
MSG (Gherardi et Balck, 1991).

Les informations post-ingestives proviennent des conséquences vaigestt
métaboliques qui interviennent apreés la déglutition de laliment. Qimezuminant les
premiéres conséquences qui surviennent aprés l'ingestion d’'un repdessomidifications
physico-chimiques au niveau du rumen. L'encombrement ruminal est induéspaliments
ingérés et est ressenti par 'animal via des tensio- tmEcano- récepteurs (Leek, 1986).
L’effet d’encombrement induit par un aliment dépend principalement deesgrs de séjour
dans le rumen, qui est d’autant plus long que l'aliment se digetenrhent (Baumoret al,
2000). Pour les fourrages, la vitesse de digestion dépend principalementtaiée des
particules ingérées, de la teneur en parois végétales, et de dpérdeelignification. Les
conséquences post-ingestives sont également liées a la valativenagles aliments qui
englobe principalement les apports énergétiques et azotés.ppestsaénergétiques de
I'aliment sont liés a son contenu glucidique, qui englobe les glucideplasmiques dont la
fermentation est rapide et presque totale tels que les sucres solulaesdzr’ et les glucides
des parois végétales dont la fermentation est plus lente ellpddairnetet al, 1995). Les
enzymes microbiennes, situées dans le rumen, hydrolysent ledeglulgs aliments en oses

qui sont ensuite fermentés par les microbes du rumen pour obtenigiéénécessaire a leur
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croissance. Les produits finaux de cette fermentation anaérobidesoatides gras volatils
(AGV) qui sont absorbés a travers la paroi du rumen pour deversiouece principale
d’énergie pour lanimal. Ces substrats énergétiques acides entra@également une
diminution du pH ruminal, qui, lorsqu’elle est trop importante, comme begecations tres
riches en glucides rapidement et hautement fermentescibles, prounguyEhénomene
d’acidose (Matrtiret al, 2006) ressenti par I'animal (Commun, 2009). La valeur nutritive de
I'aliment ingéré est également caractérisée par sa varewée. La dégradation de protéines
de l'aliment va fournir I'azote nécessaire a la croissanserderobes du rumen, et c’est cette
protéosynthése microbienne qui fournira la majorité des acidessaménéssaires a I'animal.
Enfin, les conséquences post-ingestives peuvent provenir des mécadesrdéfense des
végétaux. En effet, de nombreuses plantes possedent des composésresoguidpeuvent
réduire la digestibilité de la plante.g.tannins) et/ou attaquer chez I'herbivore certains tissus
et en perturber le fonctionnememtd. action neurotoxique ou hépatotoxique des composeés
phénoliques et des alcaloides) (lason, 2005).

[l.  ASPECT QUALITATIF DU COMPORTEMENT ALIMENTAIRE : LA SELECTION

ALIMENTAIRE

Les effets des différentes contraintes liées a I'environmg@daliment, a I'animal et
a sa conduite ont été largement étudiés chez les grands herlnigorestiques et sauvages
afin d'élaborer différentes théories, ayant pour vocation d'expliqgueeéire leur sélection
alimentaire (pour synthése, voir lllius, 1986 ; Sestfel, 1987 ; Provenza et Balph, 1990 ;
Dumont, 1995). Cing principales théories contribuent & comprendre laig®lakitnentaire
des ruminants; ce sont l'euphagie (ou sagesse nutritionnelle), phagie, les
caractéristiques morpho-physiologiques, "l'optimal foraging tyiecst la théorie des

apprentissages alimentaires.

II.1. L’euphagie

Elle considere que les animaux possédent une capacité innéevoeg travers le
golt et I'odeur, les éléments nutritifs et toxiques présents Eanglantes, ce qui leur
permettrait de sélectionner un régime équilibré et sainah&saux exprimeraient donc une
sagesse nutritionnelle innéar{ate nutritional wisdom Cette théorie s’appuie sur le fait que

les herbivores sélectionnent un régime alimentaire plus nugtitihoins toxique que la
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moyenne de ce qui leur est offert dans le couvert végétal (Arb®81). Le seul "appétit"
inné qui ait été réellement établi concerne le sodium chez.ld peut étre mis en évidence
des 72h aprés la naissance et correspond a une augmentation de/déiandi chercher et
ingérer du sodium pendant une période de déficience (Leshem, 199%echerche
d’aliments salés se retrouve chez différentes especesleefigeon (Epstein et Massi, 1987),
le macaque rhésus (Schulléhal, 1984), mais aussi chez les ovins (Denton et Sabine, 1963 ;
Denton, 1965) et les bovins (Bell, 1984) sans que I'on sache si cette mat&anhgeérer du
sodium est innée ou acquise. Concernant le phosphore, une récente étultibdeeYal.
(2006) conclut plutdét en faveur d’'un "appétit" acquis ce qui ne va pas eéaens de la
sagesse nutritionnelle innée. De plus, compte tenu du nombre trés ihplertautriments
existants, il semble peu probable que les herbivores aient déveloplagpétit" spécifique
pour chacun d'entre eux (Kyriazakisal, 1999). A ce jour, I'absence de démonstration claire
montrant que les animaux peuvent sentir directement les nutrimenigyéauxdans les
aliments qu'ils consomment, discrédite cette théorie (Arnold, 1970 ; Provenaplet1R€0).
Cependant, la notion de sagesse nutritionnelle basée sur I'exislappétits innés a
récemment évolué vers la notion de sagesse nutritionnelle basBexmience d’appétits
appris ce qui donne un nouvel intérét a cette théorie ; les animatalsos considérés
comme "génétiguement programmés"” pour apprendre les associationdesnftaveurs et

leurs effets post-ingestifs (Provenza et Villalba, 2006).

I1.2. L’hédyphagie

Elle postule qu’'un animal choisit un aliment si celui-ci estoti@ent "plaisant” pour
les sens (godt, odeur, toucher) et le rejette dans le cas mmregtaionne donc une importance
majeure aux informations pré-ingestives (Arnold, 1985). Elle se baskesistence d'un
processus évolutif qui aurait agi de telle sorte que les alimeittitifs aient bon goUt et que
les aliments non nutritifs ou toxiques aient mauvais godt. Les arimpassederaient alors
une connaissance innée de ce qui est "bon" et de ce qui ne l'edtepagariations de
I'équipement sensoriel des animaux pourraient expliquer les difsede choix entre
especes et entre individus d’'une méme espéece (Arnold, 1985). Cependaathdeshes sur
les apprentissages alimentaires suggerent que la valeur hédoriquelichent dépend
fortement de ses conséguences post-ingestives (Proetrala 2007) et que, seule, elle

n'influencerait pas les préférences. Par conséquent, et ctanptie la difficulté a dissocier
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expérimentalement les effets des informations pré- et postingg, cette théorie n'a été que
trés peu considérée et n'a pas fait I'objet de démonstration convaincante.

I1.3. Les caractéristiques morpho-physiologiques

Cette théorie repose sur les différences morphologiques etologygues entre
espéeces de ruminants, acquises au cours d’'un processus évolutipardies milieux de vie
différents. Ces différentes caractéristiques imposeraient dthaudes limites a I'animal qui
doit orienter son régime alimentaire vers les especes vegetala@uelles il est adapté.
Hoffman (1989) a ainsi classé les ruminants en trois catégafiles "grazers" ou brouteurs
comme les bovins et les ovins qui sont capables de digérer effisaickra parois végétales
des graminées grace a leur réticulo-rumen développé, ii/leasers” ou sélecteurs comme
le chevreuil qui sont plus adaptés pour prélever et digérer daadearriches en contenu
cellulaire facilement digestible tels que les feuilles dbsea (museau plus étroit et glandes
salivaires plus développées notamment), et iii/ les "consommatextess" comme les cerfs
et les caprins qui paturent de fagcon opportuniste tout en évitant autafairguge peut les
régimes trop riches en fibres. Cependant, lllius et Gordon (1999) suagggue la
classification de Hoffman, basée sur la comparaison des régimesntaires sélectionnés par
ces différents types d’herbivores et sur leurs différencesmigies (notamment digestives),
n'a pas de fondement solide puisqu’il n'y a pas de preuves directes d’un lien etdreiard
fonction du systeme digestif. Les différentes orientations alimentainssatées entre especes
seraient plutét liées a la taille corporelle et donc au voldmeeibe digestif (lllius et Gordon,
1999), ainsi qu'a des différences de comportements et de percepti@nvi®nnement
alimentaire (Gordon, 2003) bien que des travaux expeérimentauergéengcessaires pour

étayer cette hypothese.

Enfin, les explications apportées par les différences entreesspgue ce soit au
niveau de la morphologie et de la physiologie, ne peuvent expliquer quaunéu processus
de la sélection alimentaire. Elles ne peuvent en aucun cgwiége en compte comme seules
explications puisqu’elles négligent totalement, selon Provenzalph BE990), I'existence
d’'un comportement propre a chaque individu au sein d'une méme espéce,dégé a
expériences et apprentissages individuels différents, et d'urtipdamitra espece au niveau

neurologique, morphologique et physiologique ayant notamment une base génétique.
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Il.4. La théorie de I'alimentation optimale

Egalement appelée Optimal Foraging Theory (OFT, voir Pyke, 1$8dphens et
Krebs, 1986), elle représente une approche synthétique (ou ultime) que mppst I'animal
recherche l'aliment offrant le meilleur compromis entre k&néfices (ingestion de
nutriments) et les codts liés a sa consommation (colt de préléyemecité, exposition aux
prédateurs...) afin de maximiser ses gains énergétiquesplesdong terme son succes
reproducteuri(e. sa fitness). La sélection naturelle favoriserait alorsndwidus ayant la
meilleure stratégie d'alimentation. Si cette théorie pedagrévoir avec succes la sélection
alimentaire des carnivores ou des nectarivores, le modéle génduaktre adapté pour les
herbivores ruminants afin de prendre en compte certaines contrgumteEsir sont propres,
notamment en terme de digestion et d’acceés a des ressbatéesgenes et variables dans
I'espace et dans le temps. Le comportement alimentaire opiesdl alors traduit par la
recherche de Il'aliment procurant la vitesse d’'ingestion deeraateche ou d'énergie la plus
élevée (Stephens et Krebs, 1986).

Les études menées pour tester 'OFT ont donc le plus souventafigt la vitesse
d’ingestion par l'application de contraintes alimentaires, liéda aature, la hauteur, la
densité et la qualité du couvert végétal. Les lois de réponsestaezme des ovins (Dumont
et al, 1998 ; Prachet al, 2006), des bovins (Distet al, 1995 ; Ginanet al, 2002) et des
chevres (llliuset al, 1999) a ces contraintes sont alors globalement en accord avec les
prédictions qualitatives de 'OFT. Cependant, la prise en compteatdsaintes digestives
propres aux ruminants explique en partie les écarts par rappoprédigtions de la théorie
des lors qu'on s'intéresse a des pas de temps plus longs. Elesffeeférences observées
envers l'aliment ne procurant pas les vitesses d'ingestionrgi®nestantanées les plus
importantes mais étant de meilleure qualité semble étre waggsé intéressante pour
maximiser l'ingestion de nutriments a I'échelle de la jouriéalis de Vries et Daleboudt,
1994 ; Ginaneet al, 2003 ; Baumonet al, 2005). Le modele développé par Newnedral.
(1995), qui integre linfluence des processus digestifs, indique alors gggime mixte
présenterait le meilleur compromis entre vitesse d’ingestionamsit et d’absorption des
nutriments. Ces prédictions sont en accord avec ce que lI'on observegépkéimlement
puisque les régimes sélectionnés sont rarement composés du reent @liocurant le gain
energeétique le plus important, comme le prévoit la stricte afiplicdes modéles de sélection

optimale, mais d’un mélange de plusieurs aliments parmi ceux disger{buncaret al,
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2003). Ainsi, quand des brebis ont le choix entre du tréfle et du ray-gikes sélectionnent
les deux especes (Parsaisl, 1994) bien que leur vitesse d’'ingestion soit plus élevée sur le
trefle (Penninget al, 1991). Outre une réponse aux contraintes digestives, plusieurs
explications ont été avancées pour expliquer ce comportement, lpaguelles la nécessité
pour I'animal d’échantillonner son environnement en raison des difficid évaluer les
différents aliments présents dans son environnement (Ktual, 1999) et du besoin
d'actualiser sa connaissance des aliments (Westoby, 1974), hierciex d’un équilibre
nutritionnel (Parsonst al, 1994) et du maintien de conditions physiologiques favorables au
niveau ruminal (Coopeet al, 1995). Ainsi I'OFT, en supposant que les animaux ont une
connaissance parfaite de leur environnement (Pyke, 1984), ignore lesma®bliés a
'abondance des informations alimentaires présentes dans un envirohrenglexe et
changeant et aux limites cognitives des animaux en termegudsdon et d’intégration des

connaissances (lllius et Gordon, 1990).

Malgré ses postulats restrictifs et donc ses limites padinerles choix, 'OFT reste
une théorie de référence qui, par une approche fonctionnelle, permegiratistions
quantitatives (Parsoret al, 1994 ; Newmaret al, 1995 ; Prachet al, 1998) permettant de
discuter des écarts entre les choix prédits et les choix observés afin de coenpeereti.

I1.5. La théorie des apprentissages alimentaires

La théorie des apprentissages alimenta{fr®venza, 1995 ; Forbes et Provenza,
2000) est une approche analytique (ou proximale) qui suppose que le dévelopgelasnt
modifications des régimes alimentaires des herbivores ruminamis ls résultat des
associations établies puis apprises par I'animal entre legtéestiques sensorielles de
'aliment consommé (caractéristiques pré-ingestives) et classéquences digestives et
métaboliques qu’il ressent aprés avoir ingéré cet aliment (goesées post-ingestives)
(Figure 1). La capacité d’apprentissage alimentaire deritit de la sélection naturelle liée

a des milieux changeants, et a des ressources alimentaires par consépmes.var

La théorie des apprentissages alimentaires posseéde un doubdgavarglui d offrir
un cadre théorique flexible dans I'explication et la compréhensieprbeessus de sélection

alimentaire et celui d’étre non exclusive.
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La plupart des théories présentées précédemment peut en effet tnodeadement dans ce
processus d'apprentissage :

- la vision historique de la sagesse nutritionnelle est basédes appétits innés et une
motivation instinctive a rétablir 'lhomeéostasie de I'animalaérs la sélection de substances
adaptées mais, récemment, ce concept a évolué pour aboutir au fahompal pourrait étre
programmé génétiquement pour effectuer des apprentissages dsshiigtermettant de
sélectionner des aliments nutritifs et de rejeter des aliments toxiques,

- la valeur hédonique d'un aliment serait étroitement liée amséguences qui lui sont
associées et pourrait méme étre considérée comme uniqueniamdtecpiir ces conséquences
(Provenzeet al, 2007),

- l'intensité des conséquences nutritives et/ou toxiques resspati¢animal dépend de sa
morphologie et de sa physiologie, ce qui est en accord aveodele relatif aux limites
morpho-physiologiques,

- enfin si I'Optimal Foraging Theory suppose que les animauxreiconnaissance parfaite
des aliments disponibles (valeur nutritive, vitesse d'ingestion,petar) pouvoir choisir celui
procurant le gain optimal, elle ne fait pas de supposition sur &n fdont les animaux

acquierent cette connaissance; elle pourrait relever d'un processus tisgggen

La théorie des apprentissages alimentaires est donc une ¢ni& trés intéressante
pour expliquer et prévoir la sélection alimentaire des herlvores ruminants, d'autant
plus que ceux-ci possédent les capacités cognitives némiess pour réaliser ces

apprentissages.

Caractéristiques SensoriellE@mmASSOCIALION : ommp Conséqguences

(odeur, godt, vue, texture, ...) Y (valeur nutritive / toxigue,
‘ ) encombrement, ...)

Modulation de I'ingestion
+

Orientation des préférences

Figure 1 : Principe général de la théorie des apprentissiapestaires. L'animal apprend a
associer les caractéristiqgues sensorielles de I'alimeas &onséquences post-ingestives. |l
module son ingestion et oriente ses préférences alimentairkss lumiére de cette
connaissance.

11
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Les conséquences post-ingestives ont un réle pdialo dans le processus
d’apprentissage et donc dans la sélection alinrentaEn effet, de nombreuses
expérimentations ont démontré que les ovins, lesnbat les caprins sont capables d’établir
des aversions et des préférences pour des alimanties flaveurs artificielles lorsqu’elles
sont associées, via une procédure de conditionnemetes conséquences post-ingestives
négatives ou positives. Ainsi les animaux développdes aversions pour les aliments
associés a des substances émétigees ¢hlorure de lithium, du Toiet al, 1991), divers
composeés veégetaux secondairegy.(tannins, terpénes, oxalates, Kyriazagtsal, 1997 ;
Duncanet al, 2000 ; Villalbaet al, 2004), des exces de nutriments (Ralghal, 1995) ou
méme un encombrement ruminal trop important (Baurabal, 2007 ; Villalbaet al, 2009).
Inversement, les animaux développent des préférepoas les aliments associés a des
récompenses énergétiqguesy(glucose ; Burritt et Provenza, 1992), protéiqueg.caseine ;
Arsenos et Kyriazakis, 1999), ou minéralegy(phosphore ; Villalba&t al, 2006).

Les ruminants sont ainsi capables d'apprendre gtiassaliments et conséquences dans ces
situations expérimentalement simplifiées. Cependesifyerbivores rencontrent des situations
d’apprentissage alimentaire qui sont loin d’étresagimples dés lors qu’ils s’alimentent dans
des environnements diversifiés. En effet, ils consontmerement un seul aliment par repas
et ils expérimentent le plus souvent plusieurs équences post-ingestives simultanément
soit du fait d'un méme aliment a la compositionneigjue complexe soit par le mélange de
plusieurs aliments aux conséquences variées. Quelgiades récentes ont donc
expérimentalement complexifié les procédures de diionnement soit en offrant
simultanément plusieurs items alimentaires diffisgDuncan et Young, 2002 ; Figure 2),
soit en augmentant le nombre de conséquencesqusdat associées (Ginageal, 2005 ;
Ginaneet al, 2009) ou encore en modifiant la durée des péridtisnentation et le taux
d’administration des nutriments (Duncah al, 2007). Elles ont alors permis de tester les
capacités d'apprentissage des animaux dans desiagitiqui tendent a se rapprocher de la
réalité. Ces recherches ont mis en évidence desutliffs pour I'animal a relier correctement
les conséquences ressenties aux aliments qui emesponsables, dés lors que la procédure

de conditionnement est complexifiée (Figure 2).
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a/ Situation d’'apprentissage simple b/ Situation d’apprentissage complexe

it |2 |8 |ia|i5]i6|i7 |xasemaines [jr]j2]| i3] ja]i5]i6 ] i7 |x4semaines
Conditionnement simple :chaque jour, Conditionnement complexe chaque jour,

ﬁ une association (caractéristique sensorielle / les 3 associations (caractéristique sensorielle /
conséquence post-ingestive) est proposée a conséquence post-ingestive) sont proposées a
I'animal 'animal
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Figure 2 : Présentation des procédures de condéiments utilisées en situation
d’apprentissage simple (a) ou complexe (b), ainsilgs résultats obtenus a la suite de ces
conditionnements. Les graphiques montrent l'infleentes conséquences post-ingestives
(Chlorure de Lithium, LiCl ; Placébo, Plac ; Propiond¢éeSodium, VFA) sur I'ingestion des
espéeces de coniferes qui leur sont associées 'lomstest de choix a 3 items alimentaires,
guand la situation d’apprentissage alimentairesgaple (a) ou complexe (b) (Duncan et
Young, 2002).

Les auteurs ont alors supposé que ces perturbatiapprentissage en situation
complexifiée pourraient étre liees aux procédungzeementales utilisées. En effet, étant
donné que la théorie des apprentissages alimentaimesidére que les caractéristiques pré-
ingestives permettent essentiellement aux animandidcriminer les aliments entre eux
(Provenza et Balph, 1990), les procédures expérinesntasant a tester les capacités
d’apprentissage associent arbitrairement les e@iffis caractéristiques sensorielles utilisées
(flaveurs artificielles ou différents aliments) aconséquences post-ingestives (administration
de substances), sans logique pour l'animgriori. Par exemple, une méme conséquence
pourra étre associée a un aliment A pour un animal efimant B pour un autre. De ce fait,
les caractéristiques pré-ingestives utilisées daass expérimentations ne permettent pas a
I'animal d’anticiper, au moins lors du premier caiotinement, quelle conséquence sera

associée a chaque aliment. Or dans la nature, |@ces végétales posséedent diverses
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caractéristiques sensorielles qui pourraient éitara d'indicateurs des conséquences post-
ingestives a venirg(g.une plante au got amer est souvent associée @xiogeé ; Garcia et
Hankins, 1975) ce qui pourrait aider les animauxaiser les bonnes associations entre
caractéristiques sensorielles et conséquences postiege

Par ailleurs, divers exemples indiquent I'existentgnel influence des caractéristiques
sensorielles des alimenper sesur la sélection des ruminants. Ainsi, certains agdsunt
spontanément préférés (I'orange par rapport agigss®, Ralphgt al, 1995). Les ovins et les
bovins expriment également une préférence temgonaint accrue pour l'aliment qui n'a pas
été récemment consommé (Newnwdral, 1992 ; Parsonet al, 1994) y compris lorsque les
différents aliments présentent des caractéristiquestitives trés voisines (Ginanet al,
2002).

Ainsi, dans la théorie des apprentissages alimentaires, lgoids donné aux
caractéristiques pré-ingestives est faible en comparaisonedcelui donné aux
conséquences post-ingestives. Leur role dans la sélectiomantaire, de part leur valeur

propre ou en tant qu’indicateur des conséquences, est probablemepus-estime.

[1l. ASPECT QUANTITATIF DU COMPORTEMENT ALIMENTAIRE : L’INGESTION

VOLONTAIRE

Une fois l'aliment choisi, I'animal procede a sogeistion. L’ingestion volontaire est
définie comme la quantité d’aliment consommé paanimal ayant libre acces a la nourriture
pendant une période donnée (Forbes, 1995). Classapiewn exprime les données
d’'ingestion a I'échelle de la journée, les activitimgestion se reproduisant de jour en jour
selon un rythme circadien. Sous les climats tempétésn dehors de toute intervention
humaine, les troupeaux paturent de 5 a 9 heureg®ynarau cours de 6 a 8 périodes dont les
deux principales se situent au lever et au coudtesoleil ; ce profil d’activité correspond a
ce que I'on rencontre en période estivale et edslifidoau cours des saisons pour s’adapter
aux variations de la durée d’éclairage journal@ree température (Arnold, 1981 ; Jarrige et
al., 1995 pour revue). A l'auge, lorsque les animauxatispt en permanence de nourriture,
ils manifestent un rythme d’activité alimentairdateyement semblable a celui observé au

paturage avec un pic d’activité en début et en fin de joyda¥dge etl., 1995 pour revue).
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L'ingestion quotidienne résulte de la somme deasrequccessifs réalisés. Au plan
comportemental, elle peut s'analyser comme le ptodiwitemps passé a ingérer et de la
vitesse a laquelle 'ingestion est réalisée (AlldeVhittaker, 1970). La durée d’ingestion est
elle-méme le produit du nombre de repas quotidetnde la durée de chaque repas, et la
vitesse d’ingestion est, quant a elle, le produitadmésse des bouchées et de leur fréquence.
Ainsi, lorsque la vitesse d’ingestion décroit, paeraple parce que l'aliment ou le couvert
paturé devient moins facilement préhensible ougagrcil nécessite un temps de mastication
plus élevé, I'animal va augmenter sa durée d’ingegtour tenter de maintenir ses quantités
ingérées (Allden et Whittaker, 1970 ; Roekal, 1994). Inversement si le temps d’acces a
I'aliment est limité, 'animal va augmenter sa vitesse @&stgpn aussi bien a I'auge (Baumont
et al, 1988) qu’au paturage (Ginaateal, 2005).

L'ingestion et I'ensemble de ses composantes compentales dépendent de
facteurs liés a l'animale(g. besoins énergétiques, état des réserves corporiids du
rumen, etc.) définissant sa capacité d'ingestion,eetadteurs liés a I'alimene.g. valeur
nutritive, effet d'encombrement, palatabilité) défgaint son ingestibilité (Jarrige al, 1995),
qui est modulée au paturage par la biomasse dislgoei I'architecture du couvert végétal
(Delagardeet al, 2001 ; Baumongt al, 2004) . Bien entendu, des facteurs environnementaux
tels que la température (Morand-Fehr et Doreau, 2001 encore les relations sociales
(Dumont et Boissy, 1999) affectent l'ingestion. Isemble des facteurs liés a I'animal, a
I'aliment et a I'environnement agissent sur un pssus dynamigue de motivation a ingérer et

de satiété (Faverdiet al.,1995).

Dans le cadre de ce travail de thése, nous considérons ureqent les facteurs liés
a l'aliment et plus particulierement les effets des aractéristiques sensorielles et des

conséguences post-ingestives des aliments sur I'ingestion joureadi.

l.1. Effets des conséquences post-ingestives sur I'ingestion journadie
[ll.1.a. Distension gastrique et contréle physique de I'ingestion

Le premier indice d'un contrdle de lingestion &la distension gastrique est la
présence de tensio- et mécano-récepteurs au ndeda paroi du rumen d’ou partent des

fibres afférentes en relation avec le systeme nerveuratéineek, 1986).
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Depuis les années 60, de nombreuses études ont Wlémaa 'ingestion chez les ruminants
est limitée par la capacité du rumen (Balch et Qangp1962 pour synthése). De nombreux
auteurs ont augmenté le volume ou la masse du reomeminal que ce soit avec des
matériaux indigestibles comme des ballons (Campingalch, 1961 ; Aniet al, 1993), des
cubes de polystyrene (Baumaattal, 1990a) ou encore de la sciure de bois (Weston,)1966
ou avec des matériaux digestibles tels que desdges (Weston, 1966 ; Greenhalgh et Reid,
1971), et ont démontré que 'encombrement rumirduitd’'ingestion volontaire des animaux
(Faverdin et al, 1995 pour synthése; Figure 3). Ainsi, toute vanmmatau niveau des
paramétres digestifs qui tend a diminuer le volumda masse du contenu ruminal induit une
augmentation d’ingestion, et inversement. Par exenysle augmentation de la digestibilité
ou du taux de passage des aliments induit uneebdésta masse du contenu ruminal par unité

d’aliment ingérée, ce qui permet une augmentation deshitign (Balch et Campling, 1962).

Wanation of intake (g/kg BW)
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Figure 3 : Variation de l'ingestion en fonction daugmentation de I'encombrement ruminal,
soit par la distension d’un ballon soit par I'introductidalichent ou de digesta dans le rumen.
Données issues d’études menées sur bovins et atingynthétisées dans Faverdih al.
(1995).

[lI.1.b.  Contréle nutritif de I'ingestion

Il semblerait que les facteurs physiques de limoitade l'ingestion des fourrages
agissent en premier, puis, selon un seuil dépendanibesoins nutritifs de I'animal et du taux
de passage des particules en dehors du rumen, téleonutritif deviendrait majoritaire ;
I'ingestion diminuant ainsi au fur et a mesure daeconcentration en énergie digestible

augmente (Forbes, 1995). La fermentation microbigmmueluit en effet des acides gras
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volatils (AGV) qui représentent une des sourcesgiales d’énergie chez les ruminarnits.(
entre 70 et 80 % de I'énergie totale absorbée)sdist percus via des chémorécepteurs
présents a différents endroits du tractus digesdlbn la nature de 'AGV (rumen pour
I'acétate, foie pour le propionate, etc.) et agissemime un feedback négatif au niveau du
systéme nerveux central (Forbes, 2007). De nombrawaux ont montré que la réponse a
court terme des ruminants suite a une infusion mataid’AGV correspond a une diminution
de l'ingestion dont le niveau dépend de la nated’AGV et de la quantité infusée par
rapport aux besoins énergétiques de I'animal (et al, 1995 ; Figure 4). Toutefois, la
plupart des études ont consisté a infuser dansnbem des animaux des AGV sous forme de
sels de sodium ; par conséquent, en plus d’augmenter lant@icm en AGV dans le rumen,
elles ont augmenté la concentration en sodium et dosmolalité du fluide ruminal. Ainsi,
les AGV et le sodium peuvent induire plusieurs tsffgui, dans ces études, sont confondus
mais qui, tous deux, concourent a démontrer qu’istexune régulation métabolique de
I'ingestion chez les ruminants. Enfin, la présenceldamorécepteurs sensibles aux AGV, au
niveau de la paroi du rumen pour 'acétate ou agau du foie pour le propionate, est un fait
établi (Forbes, 2007).

L’ingestion est également influencée par les prizdde la dégradation des protéines et du
métabolisme azoté, et par la concentration en min¢rdatamines et acides aminés (Forbes,
1995). Les aliments riches en protéines ou en ammteprotéique menent a une production
excessive d’ammoniaque, une concentration sangurargnoniaque élevée et donc a une
toxicité que I'animal cherche a éviter en réduisson ingestion. Les aliments pauvres en
protéines ne sont pour autant pas consommeés en grandiégcanitanimal qui augmenterait
son ingestion pour tenter de maintenir un appatjadt de protéines souffrirait dans le méme
temps d’'un exces d’autres nutriments, ou d’'un encembnt ruminal excessif. L’animal doit
donc gérer son ingestion pour maintenir ’lhoméastagenérale de son organisme. De la
méme maniere que pour les protéines, un excés d&aniinduit un malaise, que I'animal
va vouloir éviter en réduisant son ingestion, méimeek réduit ses apports en énergie et
protéines. Enfin, un déficit en minéraux essentieldupge également le métabolisme et

réduit I'ingestion (Forbes, 1995).
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Figure 4 : Effet de la quantité d'acides gras viglatifusés dans le rumen relativement aux
besoins, et de leur nature sur la variation journaliérgyedtion volontaire de matiére seche.
Ces données sont issues de la littérature et synthétméesaverdiret al. (1995).

D’'une maniéere générale, il est accepté que la afignl de lingestion soit
plurifactorielle et les modéles de prédiction deargités ingérées s’accordent a dire que les
effets des différents facteurs sont additifs. Aimssg effets d'une infusion d'AGV et d'une
distension gastrique s'additionnent pour réduige daantités ingérées (Adams et Forbes,
1981).

1.2. Effets des caractéristiques sensorielles sur I'ingestion journiate

Les caractéristiques sensorielles de l'alimenepitégalement sur son évaluation par
I'animal et peuvent influencer par conséquent langié qu'il décide d'en consommer. Par
exemple, la diversité des stimulations sensorielesirrait expliquer l'augmentation
d’ingestion souvent observée lorsque les animaux aorsituation de choix (Cortes al,
2006) y compris lorsque les différents alimentsserdent des caractéristiques nutritives tres
voisines (Ginanet al, 2002) ou qu’'un méme foin est associé a différefi@surs (Distelet
al., 2007), méme si dans ce dernier cas I'augmentatiogestion dépend de la qualité du

foin considéré.

Le terme de palatabilité est celui qui revienples dans la littérature concernant la

régulation de l'ingestion par les sens. Cependatite cetion est difficile a appréhender et
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s'est vue attribuer de nombreuses définitions (Reum1996 pour revue). Dans le
dictionnaire, un aliment palatable est défini com#tent agréable au godt ce qui reste assez
vague puisque cette définition ne précise pas alatabilité est une caractéristique de
I'aliment, de I'individu qui consomme I'aliment oled deux. Greenhalgh et Reid (1971) ont
proposé que la palatabilité, ou appétibilité, désitgwe caractéristiques de I'aliment qui
provoguent une réponse des sens de I'animal et wloppétit, ou appétence, plus ou moins
développé pour cet aliment. Cette réponse provogatee nature hédonique, ou affective,
selon Fantino (1992). Par la suite, Provenza (199&jtigué la notion de palatabilité et a
proposé gu’elle soit directement dépendante ebréadipar les conséquences post-ingestives
associées. Ainsi, un aliment riche en nutriments induit ula¢ghélité élevée, et inversement.
Pour résumer, la notion de palatabilité semble intégreiepitssaspects :

- un aspect sensoriel puisque la palatabilité dépdedia perception par I'animal des
caractéristiques physiques (la texture) et chimgqle godt et l'odeur) de I'aliment
(Greenhalgh et Reid, 1971 ; Jarrige, 1988),

- un aspect physiologique puisqu’elle dépend diatl'de faim et plus globalement de I'état
métabolique de I'animal (Gallouin et Le Magnen, 1987 bEsy 1995),

- un aspect cognitif lié a I'expérience de 'anirpar rapport a cet aliment (Forbes, 1995) et a
I'apprentissage des conséquences post-ingestivesé@ssadialiment (Provenza, 1995).

La notion de palatabilité est donc difficile a appréhendeen raison de la difficulté
d’évaluer dans quelle mesure les caractéristiques sensgales de I'aliment jouent un réle
en tant que telles et dans quelle mesure elles jouam role parce qu’elles sont percues
aux travers des conséquences post-ingestives qui leurs sassociéesll semblerait qu'il
existe une palatabilité "intrinseque” qui est umeppété de l'aliment et une palatabilité
"apprise” qui correspond a une réponse basée sprégdédents apprentissages alimentaires
(Kissileff, 1990). Cependant, il est difficile de disger les deux dans la mesure ou on ne peut
maitriser que trés rarement la totalité des apprentissagérieurs des animaux.

Quoigu'il en soit la palatabilité ne peut étre mesurée que dans des condits
expérimentales trés précises visant a séparer les effelss caractéristiques sensorielles
de ceux des conséguences post-ingestivEgla peut étre obtenu en mesurant la quantité
ingérée et la vitesse d’ingestion pendant les preai minutes qui suivent la distribution
alimentaire puisqu’on peut supposer que les coms@ps post-ingestives n‘ont pas pu
s’exprimer dans un délai aussi bref (Baumeinal, 1990b). Greenhalgh et Reid (1971) ont

également proposé une méthode selon laquelle oreriA est consommé par un animal a
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I'auge tandis qu’un aliment identique (A) ou diét (B) est introduit directement dans son
rumen, dans une proportion égale a la moitié deudntité totale recud.¢. consommée et

introduite) la veille. On peut ainsi soumettre lt@al a deux traitements proposant des
aliments différents a l'auge (A ou B) mais des @guences post-ingestives similaires
puisque induites par un régime composé a 50% tdméat A et 50% de l'aliment B (Figure

5). Une autre technique pour se soustraire dessgfiest-ingestifs des aliments consiste a
éviter que les ingesta n’atteignent le tube difjei 'animal par la mise en place d'une

dérivation via une fistule oesophagienne (Grovum ep@iaa, 1988).

Quantité recue (g MS)
1200 -

Effet de la
1000 4 digestibilité

800 A

Herbe

O quantité
Effet de la ingeree
palatabilité

600 A

B quantité

400qq T introduite

Effet de la
digestibilité

Paille

200 A

37 53 53 71

Digestibilité (%)
Figure 5 : Quantité recued. ingérée et introduite dans le rumen) en foncties taitements
et de leur digestibilité respective. Cette méthoelengt de mesurer I'effet de la palatabilité
en mesurant la différence de quantité recue dacasl®u i/ la paille est ingérée et I'herbe est
introduite et ii/ 'herbe est ingérée et la paidset introduite ; ce qui, dans les deux cas,
correspond a une composition et une digestibiktédadration similaire (d’aprés Greenhalgh
et Reid, 1971 dans Baumont, 1996)

V. CONCLUSIONS

La compréhension du comportement alimentaire et’idgestion des herbivores
domestiques présente de multiples intéréts au degilobjectifs zootechniques et
environnementaux en élevage. Elle nécessite a laldoisompréhension d'un processus
qualitatif (sélection alimentaire) dés lors quenitaal a le choix entre différents items
alimentaires, et d'un processus quantitatif (réguiade I'ingestion). Ces deux processus sont
sous l'influence de facteurs liés a I'animal, aitfe@@nt et au milieu. Nous nous focalisons au
cours de ce travail de thése sur les facteursli@diment qu’ils soient de nature sensorielle

ou post-ingestive. lls sont en effet percus et intégnébgmamal, lui-méme caractérisé par ses
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connaissances et son état interne, et influencamtcemportement alimentaire a la fois

qualitativement et quantitativement (Figure 6).

ALIMENT stimulations sensorielles -
Caractéristiques conséquences post-ingestives
sensorielles Etat interne _
(go(t, odeur, ...) ol Connaissance
Controles innée / acquise
Caractéristiques * physique

* nutritif

nutritives, toxiques,
physiques, ... VT Comportement alimentaire
a

spect qualitatifs & quantitatify * sensoriel

= évaluation affective =

Figure 6 : Schéma de linteraction entre I'alimesit I'animal. L’aliment est défini par un
ensemble de caractéristiques qui induisent desitirons sensorielles et des conséquences post-
ingestives. Ces informations sont percues et ingsgrgar I'animal, en fonction de ses
connaissances et de son état interne. Elles exedsemtombreux rétrocontréles (physique,
nutritif, voire méme sensoriel) qui modulent le caripment alimentaire de I'animal, aussi bien
au niveau qualitatif (sélection alimentaire) que quadiftiiguantité ingéréee).

D’un point de vue théorique, les apprentissagesegitaires retiennent toute notre
attention étant donné i/ que les ruminants sonécéffement capables de réaliser des
associations entre caractéristiques pré-ingeséivesnséquences post-ingestives, ii/ que cette
théorie est la seule a considérer la capacité d’adapti®animaux, et iii/ qu’elle est la seule
dont le mécanisme de cause a effet soit impliquéaghmn variable, dans chacune des autres
théories. Néanmoins, elle montre des limites lorsgsiagit d’expliquer les difficultés
d’apprentissage rencontrées par les animaux eatisitud’apprentissage expérimentalement
complexifiée, ce qui pourrait étre lié a une sousvegion du role des caractéristiques pré-

ingestives dans le processus de sélection alimentaire.

Les facteurs de régulation post-ingestifs (distengastrique et apport nutritif) de
I'ingestion journaliere sont reconnus et intégrésuitelongtemps de facon empirique dans les
modeles de prévision de l'ingestion (e.g. Jarrig88) et de facon plus mécaniste dans des
modeles de simulation de lingestion et du compoetet alimentaire (e.g. Sauvaet al,
1996) alors que les facteurs de régulation présiifge abordés sous le terme de palatabilité,
manquent encore d’'une définition claire et de mddtisod’étude efficaces capables de se

soustraire de I'effet des facteurs post-ingestifs. De, pdgs2tudes sur la palatabilité ne se sont
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intéressées qu’'a son effet éventuel sur l'ingesimurnaliere alors que I'ensemble des
comportements alimentaires qui aboutissent a uaatijé@ ingérée est tres vraisemblablement

également influencé.

Une meilleure compréhension du comportement alimentairdes ruminants doit
permettre d’optimiser l'utilisation des ressources fourageres dans leur alimentation, en
vue de satisfaire des enjeux zootechniques et environnertenx. Pour cela, il nous
parait important de préciser le réle des caractéristiquesensorielles des aliments dans le
comportement alimentaire des ruminants en I'absence deonséquences post-ingestives
d’'une part, et de déterminer dans quelle mesure ces caractérigties sensorielles peuvent
moduler le role des conséquences post-ingestives au coues grocessus d’apprentissage

alimentaire d’autre part.
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Objectifs et stratégie expérimentale

Mon travail de these a ainsi pour objectif général de précisele role des
caractéristiques sensorielles des aliments dans le comparient alimentaire des
ruminants. L’analyse bibliographique précédente nous a permisle dégager deux axes
de travail (Figure 7 :

- le premier axe de la thésea pour objectif de préciser le rdle des caradiqries
sensorielles des aliments sur les préférences miiines spontanées, l'ingestion, et les
activités alimentaires des ovins indépendamment a@séquences post-ingestives qui
peuvent leur étre associées. Nous avons tout d'attoidié ce rble en travaillant avec des
fourrages contrastés porteurs d’'une multitude dfimfations pré-ingestives différentes, puis
nous nous sommes plus particulierement intéresgesgadts primaires en ajoutant des
substances qui les induisent sur un méme fourrage.

- le second axe de la thése pour objectif de déterminer si des caractéristgsensorielles,
artificielles ou naturellement présentes dans lastes, peuvent jouer un réle d’'indicateur des
conséquences post-ingestives dans le cadre degnéppages alimentaires. Nous nous
sommes demandés plus particulierement dans quelkuine un apprentissage alimentaire
peut étre amélioré, notamment en situation complgixdes caractéristiques sensorielles d'un
aliment fournissent a I'animal une indication s&s sconséquences, lui permettant ainsi

d’anticiper sa valeur.

Nous avons fait le choix d'effectuer nos expérimentations aalige pour nous
extraire des effets des conditions environnemest@lariabilité spatiale et temporelle des
aliments, interactions sociales entre animaux) wfluiéncent le comportement alimentaire et
I'activité d’ingestion, et ainsi étudier spécifiquent les effets des facteurs alimentaires. Par
conséquent, on ne parlera plus de sélection alinnentaais de préférence alimentaire, la
préférence correspondant a ce que I'animal expdames une situation de compléte liberté de
choix (Hodgson, 1979).

Tout au long de l'étude bibliographique, nous avomsstaté que le rble des
caractéristiques sensorielles est souvent ignorécoafondu avec celui des effets des
conséquences post-ingestives. Il est fort probahle s difficultés méthodologiques
rencontrées pour isoler les effets des caractuissi sensorielles de ceux des conséquences
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donné aux CPI
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Caractéristiques sensorielles
considérées comme
simple agent de discrimination

L’animal associe bien les
caractéristiques aux
conséquences
en situation simple

Enjeu .
. Enjeu
environnemental ;
3 - zootechnique
Gérer les prairies .
Satisfaire

complexes

. une production
par les herbivores P

o L’animal associe mal les
Difficultés w . caractéristiques aux - :
méthodologiques a les apprentissages alimentaires 4 ® conséquences Maximiser I'herbe
® dissocier Caractéristiques Conséquences en situation complexe dans I’al_imelntation
sristi animale
caracte’nanues et sensorielles post-ingestives
conséquences \
Aspect quantitatif LES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES DES ALIMENTS : Enjeu
4 N cognitif
palatabilité et QUELS ROLES JOUENT- ELLES DANS LES ASPECTS QUALITATIFSE T &
ingestion
QUANTITATIFS DU COMPORTEMENT ALIMENTAIRE DES OVINS ?

/

A\

Axe l:

Axe 2 :

Leur r6le en I'absence de conséquences post-ingestive S

Leur role dans les apprentissages alimentaires

Aspect gualitatif : :
Existe-t-il des préférences
ou aversions spontanées

pour certains godQts ?

Aspect guantitatif :
Comment les caractéristiques
sensorielles affectent-elles les
composantes de l'ingestion ?

Expérimentation
"Godts primaires"
+ annexe 3

Expérimentation
"Introduction ruminale"
+annexes 1 et 2

Aspect qualitatif :

Peuvent-elles servir

d'indicateurs des

conséquences et favoriser
les apprentissages en milieu

complexe ?

Aspect qualitatif :
Certains godts primaires
ont-ils une valeur latente
et peuvent-ils ainsi jouer

ce réle d’indicateur ?

Expérimentation

Expérimentation "Indicateurs"

+ annexe 4

"Godts primaires"
+ annexe 3

Figure 7 : Représentation schématique de l'objectif général theede et de la stratégie expérimentale mise en plame 8edxes, auxquels
s’ajoutent les enjeux et le contexte général de travail au niveau des agmditatifs et quantitatifs du comportement alimentaire.
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post-ingestives soient responsables de cette isitu&tous avons utilisé des méthodologies
adaptéesa la séparation des effets des caractéristiguesmgelles de ceux des conséquences

post-ingestives, basées sur des introductions intra-aelesiet des conditionnements.

|. ROLE DES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES EN L'ABSENCE DE

CONSEQUENCES POSTFINGESTIVES

De nombreuses études ont démontré que l'ingestiomaliere est influencée par les
conséquences post-ingestives, notamment par lansiigte gastrique et la concentration en
AGV. Cependant, quand on cherche a étudier les eftscaractéristiques sensorielles des
fourrages sur l'ingestion et I'activité alimentailes animaux, on se heurte a la difficulté de
pouvoir séparer les effets des caractéristiquesosieties de ceux des conséquences post-
ingestives car ils sont en général intimement késsi, diminuer la taille des particules d'un
fourrage pour le rendre plus ingestible, jouera égaht sur sa digestibilité. Une méthode
intéressante pour séparer ces effets consisteaimte une partie de la ration directement
dans le rumen d’animaux équipés de canules tandis gonsomment oralement l'autre
partie de la ration (Weston, 1966 ; Greenhalgh et Reid, 19@fh Niekerket al, 1973).

Dans la premiére expérimentation, appé€légroduction ruminale” , nous avons
repris la méthode élaborée par Greenhalgh et R&idl) selon laquelle un aliment A est
offert a 'auge a volonté de telle sorte qu’il soinsommé oralement (o) par les ovins tandis
gu’'un aliment identique, A, ou différent, B, est imtnit directement dans leur rumen (r). La
quantité d’aliment introduite dans le rumen cormgpa la moitié de la quantité totale recue
la veille (.e. quantité ingérée + introduite) de telle sorte tpsetraitements Ao/Br et Bo/Ar
sont constitués de 50% de A plus 50% de B, indtigignsi des conséquences post-ingestives
similaires. D’'un c6té, on peut déterminer les effdes caractéristiques sensorielles en
comparant les situations ou deux aliments différesbnt consommeés oralement a
conséguences post-ingestives similaires (Ao/Br @sAB. D’un autre c6té, on étudie les
effets des conséquences post-ingestives en compasasituations ot un méme aliment est
consommeé oralement alors que l'aliment introduitsdee rumen des animaux differe (Ao/Ar
vs Ao/Br et Bo/Br vs Bo/Ar).
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Ainsi I'objectif de I'expérimentation "introduction rum inale" est de déterminer
comment varient les différentes composantes du comportemtealimentaire (quantité
ingérée, activités et préférences alimentaires)

- lorsque deux aliments sont associés a des conséquences post-ivgsstimilaires,

- et lorsqu’un méme aliment est associé a différentes conséquengest-ingestives.

Cette expérimentation a été précédée d’'un essaiot@bgique portant sur les introductions
ruminales (annexe 1) et d'un essai pour identifiee combinaison de fourrages présentant

des préférences equilibrées et stables dans le temps éatjnex

Au cours de l'expérimentation qui a été réaliséedemier d'un point de vue
chronologique et que lI'on appellefgolts primaires”, nous avons cherché a savoir si
certains golts primaires peuvent induire des préférencesu aversions alimentaires
spontanées et stables, en l'absence de conséquences pgsistives.En effet, le godt
semble étre la sensorialité principalement sofleipour la sélection alimentaire chez les
ruminants (Arnold, 1966b). Les golts sont généralémensidérés comme des agents de
discrimination, permettant uniquement a I'animaldiférencier les aliments entre eux, mais
ils n'influenceraient pas les préférences alimeetaien I'absence de conséquences post-
ingestives (Provenza, 1995). Toutefois, certains geéttgient préférés et d’'autres évités de
maniere instantanée et en I'absence de toutes quersées post-ingestives immédiatement
associées (Goatcher et Church, 1970a, 1970b ; Grovu@ha&pman, 1988 ; Gherardi et
Black, 1991) ce qui pourrait étre le signe d’unesuallatente, acquise au cours de processus
évolutifs a long terme ou au cours d'expériencegcguientes. Suite aux résultats
contradictoires obtenus avec différents goQts epaticulier avec le golt sucré (ensemble
d’expérimentations présentées en annexe 3), noussorames focalisés sur les golts umami
et amer. Si des préférences ou aversions spontah8tbles sont observées en I'absence de
toutes conséquences post-ingestives, c’est quolds ne sont pas uniquement des agents de
discrimination mais qu’ils peuvent porter d'autresctions, telle qu'une fonction d'indicateur

des conséquences, ce qui sera étudié dans le second axeede.la t

[l.  ROLE DES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES DANS LES APPRENTISSAGES

ALIMENTAIRES

Nous avons dans cet axe porté notre attentionlesurble des caractéristiques

sensorielles dans les apprentissages alimentairiegyil a semble-t-il été sous-estimé par

26



Introduction générale

rapport a celui attribué aux conséquences possiivgs. Lorsque la situation d’apprentissage
est expérimentalement complexifiée, afin de se wmghmr des conditions naturelles, les
animaux montrent des difficultés a réaliser lesn@snassociations entre caractéristiques
sensorielles et conséquences post-ingestives (Duetc¥oung, 2002 ; Ginanet al, 2005).

La procédure expérimentale classiquement utilisge pester ces capacités d'apprentissage
met en jeu des informations pré-ingestives qui néoptiori pas de valeur pour I'animal (e.qg.
flaveurs artificielles) et ne permettent donc algment qu'une discrimination des aliments
entre eux. Or, en milieu naturel, les especes vegewdetent diverses caractéristiques
sensorielles qui pourraient jouer le réle d’'indezas des conséquences. Par conséguent,
l'absence de ces indicateurs pourrait expliquer diéficultés d'apprentissage observées
spécialement dans un contexte complexifie.

Notre 2™ expérimentation, appelééndicateurs”, a pour objectif dedéterminer dans
qguelle mesure I'apprentissage alimentaire peut étre améré si les caractéristiques pré-
ingestives d'un aliment fournissent a I'animal une indicatin sur ses conséquences et lui
permettent ainsi d’anticiper sa valeur. Pour tester notre hypothése, nous avons créé nos
indicateurs lors d'une premiere phase d'apprengssagtilisant des flaveurs artificielles, afin
de contréler la connaissance des animaux concemrestflaveurs et les conséquences

associéees. Le choix des flaveurs a fait I'objet de teslisniméires présentés en annexe 4.

A la suite des résultats obtenus dans I'expériatemt "indicateurs” nous avons
cherché des indicateurs naturellement présents desisvégétaux pour notre ™
expérimentation "godts primaires”) . Nous avons choisi les goQts, qui sont considérés
comme la sensorialité principalement sollicitée sdda sélection alimentaire, et plus
particulierement les golts umami et amer, préseatsrellement dans les végétaux et qui
pourraient jouer le réle d’indicateur de conséqesnde nature protéique (Yamaguchi et
Ninomiya, 2000) ou toxique (Garcia et Hankins, 1975) desealis, respectivement.

L'objectif de cette " expérimentation est donc déterminer si certains godts primaires
peuvent étre porteurs d'une valeur latente qui ferait d'eix des indicateurs des
conséguences post-ingestives. Pour cela, apres avoir testéepledérences des animaux
pour ces godts, sans conséquence post-ingestive associée, lesusvons placés dans des
situations d’apprentissage alimentaire cohérentes ou non, duomt de vue de leur
évaluation initiale des golts.Nous formulons I'hypothése que si les golts umeiamer
portent respectivement une valeur positive et mégiales animaux devraient apprendre plus

facilement les associations cohérentes (umami ségurence positive et amer — conséquence

27



Introduction générale

négative) que les associations incohérentes (urramégative et amer — positive). Cette
meilleure efficacité d'apprentissage pourrait vehirfait que les animaux utilisent les godts

comme des indicateurs, leur permettant d'anticiper les goesées.

Nous présenterons dans la suite du manuscrit lexp@&rimentations présentées
précédemment sous la forme de 3 chapitres sucgedsifis la mesure ou chacune d’entre
elles fait I'objet d’'une publication. Les essais haetologiques et les pré-tests nécessaires a la
mise en ceuvre de ces trois expeérimentations palespsont présentés en annexes. Le
positionnement des essais principaux et des emsaéxes par rapport aux axes de la thése est
indiqué dans la Figure 7.
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Caractéristiqgues sensorielles

et ingestion volontaire
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Expérimentation "introduction ruminale"

Comportement alimentaire d’ovins alimentés avec
un foin de luzerne ou un foin de graminées

lorsque les conséquences post-ingestives sont controlées

|. CONTEXTE ET OBJECTIFS

De nombreuses études ont démontré que I'ingestiomaliere est influencée par les
conséquences post-ingestives, notamment par lasiistegastrique (e.g. Campling et Balch,
1961 ; Baumonet al, 1990b) et la concentration en acides gras volétéerdinet al,
1995 ; Forbes, 2007). Les conséquences post-ingegtaréicipent au processus de satiété et
sont intégrées dans le contrdle de l'ingestion diénprévenir tout exces (Faverda al,
1995; Baumonget al, 2000).

Isoler l'effet des caractéristiques sensorielles I18ngestion et I'activité alimentaire
nécessite de pouvoir controler les effets postsgtifgeassociés aux aliments. Greenhalgh et
Reid (1971) ont été parmi les premiers a dissdeeffets des caractéristiques sensorielles
de ceux des conséquences post-ingestives et agitddmontré leur influence au niveau de
I'ingestion des ovins. lls ont pour cela utilisé desmaux équipés de canules du rumen, ce
qui permettait d’introduire des aliments directemaauis leur rumen sans stimuler leur zone
oro-pharyngée. Cependant, I'étude des réponses miends’est limitée a des mesures de
guantités ingérées quotidiennement sans analyse dagaciimentaires ni des préférences.

Le but de cette expérimentation, appelée "intradoctuminale”, est d'étudier la
quantité ingérée, l'activité alimentaire et les préhces alimentaires exprimées par des ovins
a l'auge afin de déterminer :

- les effets des caractéristiques sensoriellegjler deux aliments différents sont associés a
des conséquences post-ingestives similaires
- les effets des conséquences post-ingestivesuforsgnéme aliment est associé a différentes

conséguences post-ingestives

[I. METHODES

Six moutons males castrés de race Texel, équipésadales du rumen ont
expérimenté, selon la procédure du carré latin, #etn@nts au cours de 4 périodes
expérimentales de 11 jours, entrecoupées de périddesepos. Les traitements étaient
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caractérisés par la nature du fourrage (luzernepu_foin de graminées, G) consommé
oralement (0) et introduit dans le rumen (r) : Go/Go/Lr, Lo/Gr, et Lo/Lr (méthode inspirée
de Greenhalgh et Reid, 1971). Les animaux étaiemealiés a volonté de 9h00 a 15h00. Les
introductions ruminales étaient réalisées avadidaibution alimentaire, a hauteur de % de la
quantité totale recue la veilled. quantité ingérée + introduite en matiére fraicks) période
expérimentale, la quantité ingérée et I'activité ticasoire étaient enregistrées en continu. A
15h, les choix des animaux entre les 2 fourragesrgtiestés pendant 5 min. Des récoltes de
feces, des échantillons de jus de rumen et desesddig rumen ont été effectués au cours de
chaque période afin de contrler les paramétres ruminaux.

Ainsi, les traitements Go/Lr et Lo/Gr impliquent ddsnents différents a I'auge mais
des conséquences post-ingestives similaires canté@sdpar 50% de G et 50% de L. A
l'inverse, en comparant les traitements Go/Gr etLGdlune part et Lo/Lr et Lo/Gr d'autre

part, on observe les effets des conséquences post-ingestive

[Il. RESULTATS

L'introduction de luzerne a la place du foin daminées dans le rumen a augmenté la
guantité de foin ingérée de 597 + 43 a 729 * 58egMB/jour P < 0.05). A l'inverse,
I'introduction du foin de graminées dans le rumetaglace de la luzerne a diminué la
quantité ingérée de luzerne de 951 + 57 a 746 g BK5/jour P < 0.05). La quantité ingérée
était identique pour les traitements combinantdksx fourrages avec 729 + 58 g de MS/jour
lorsque le foin est ingéré a l'auge et 746 + 56 §/j@ur lorsque c’était la luzern® & 0.05).
Toutefois, durant les 20 premieres minutes de I'cdfimentaire ainsi que durant la derniére
heure, le foin de légumineuse était ingéré en plasdge quantité (Lo/Gr) que ne I'était le foin
de graminées (GolLr).

Le foin de luzerne ayant une teneur en parois taézg plus faible que le foin de
graminées (528 vs 671 g/kg MS) ainsi qu'une dédritadans le rumen plus élevée (554 vs
493 g/kg MS), le temps de séjour a diminué entréGGet Go/Lr d’'une part et a augmenté
entre Lo/Gr et Lo/Lr d'autre part, ce qui peut egpkr les variations de lingestion
volontaire. Le temps de séjour de la ration totalgie par I'animal était identique entre les
traitements Lo/Gr et Go/Lr, ce qui peut expligues ingestions similaires observées entre ces
deux traitements. Aucune différence de digestibilit@ été mesurée entre les quatre

traitements.
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Selon la nature du foin proposé a l'auge, l'augmutort de l'ingestion quotidienne
moyenne n'impliqgue pas les mémes ajustements cdempentaux : lorsque G était
consommeé oralement, les moutons ingéraient plustdamgs (149 min pour Go/Gr vs 192
min pour Go/Lr,P < 0.01) mais pas plus vite ; au contraire, lorsquétadit consomme
oralement, les moutons n’ingéraient pas plus longgemais plus vite (4.81 g MS/min pour
Lo/Gr vs 6.13 g MS/min pour Lo/LR < 0,05).

Lors des tests de choix, les animaux ont préféféugage non consommeé a l'auge
précédemment quelles que soient les conséquencdsngestives imposées par les
traitements. De plus, a conséquences post-ingesiivégires (Go/Lr vs Lo/Gr), les moutons
ont eu tendance a préférer d’autant plus le foim cansommé au préalable qu’il s’agissait du

foin de luzerne.

V. CONCLUSIONS

Nos résultats confirment le réle prédominant desséquences post-ingestives, en
particulier celles liees a 'encombrement du runsem,l'ingestion journaliere des moutons. A
conséquences post-ingestives similaires, la naturéodrrage n’a pas influencé le niveau
d’'ingestion des animaux. Cependant, les caractaregigsensorielles des fourrages
influencent les activités alimentaires et les chaixourt terme. Ainsi, les ovins préférent
I'aliment non consommé précédemment, indépendamaendut effet post-ingestif, ce qui
suggere qu’ils recherchent un régime alimentaiverdifié plus pour le plaisir qu’'a des fins

fonctionnelles.
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ABSTRACT

Understanding what determines feeding behaviodreibivores is essential to optimize the
use of forages in breeding systems. Herbivores calu@e foods by associative learning of
their pre-ingestive characteristics (taste, odota,) @nd their post-ingestive consequences.
Post-ingestive consequences are acknowledged asnnihg intake and food choices, but the
role of pre-ingestive characteristics is still being dethat

Our experiment was designed to test their sepaftdets on daily intake, intake patterns and
short-term choices in sheep by crossing the natitiee hay orally consumed (ay libitum,
lucerne (L) or grass (G), with the nature of the misoduced into the rumen (r), L or G, at a
rate of half the total amount of hay received thg Hafore. We applied four treatments,
Go/Gr, Go/Lr, Lo/Gr and Lo/Lr, to test the effects (Of post-ingestive consequences with
similar pre-ingestive characteristics (GoA&: Go/Lr; Lo/Grvs. Lo/Lr) and (ii) pre-ingestive
characteristics with similar post-ingestive consemes at the end of the feeding period
(Go/Lr vs. Lo/Gr). Six rumen-fistulated sheep underwent bk treatments over 11l-day
periods in a latin square design. Eating time wagicesd to 6 hours daily, intraruminal
introductions were performed just before food off&d choice tests were conducted after
food removal.

For similar pre-ingestive characteristics, daily drgitter intake (DMI) increased when L hay
was introduced into the rumen rather thanR& (0.05), possibly owing to a lower fill effect
of L due to its lower neutral detergent fiber (NDd®ntent and higher rumen degradability.
The increased DMI resulted from longer eating tinteew G was orally consumed (148.
192 min, P < 0.05), whereas it resulted from higher intake rait W (4.8 vs. 6.1 g/min,
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P < 0.05). For similar post-ingestive consequences at tthefethe feeding period (Go/Lr and
Lo/Gr), DMI were similar(P > 0.05). Pre-ingestive characteristics or palatabpiy sedid
not therefore influence daily intake, although theffluenced eating patterns. Pre-ingestive
characteristics also greatly influenced short-tetmices in favour of the hay that was not
previously consumed, independently of any post-ingestiigence.

This study confirms the effects of post-ingestivensamuences on daily intake, but
demonstrates that these variations are obtainddiffeyent behavioural adjustments under the
influence of pre-ingestive characteristics. Prefeeefor novelty, regardless of post-ingestive
consequences, thus suggests that sheep may see&rsediiet more for pleasure than for

functional purposes, with implications for animal welfare.

Keywords: feeding behaviour, intake, sensory charactejstimen, sheep

I MPLICATIONS

Breeding systems tend to increase the proportidarafjes in the total diet of ruminants, both
for economic gain and in response to social denf@nenvironmental protection and welfare.
However, their use remains to be optimised. To dowkisieed a better understanding of how
food characteristics influence feeding behaviour.

The post-ingestive consequences of hays are imparitameeting an animal’s nutritional
requirements. Yet sheep express a strong motivabona diversity of pre-ingestive
characteristics regardless of post-ingestive camsscps. Breeders should thus offer animals

a mixed diet to improve their welfare.

INTRODUCTION

Increasing forage in the diet of ruminants offersagy to lower production costs while at the
same time meeting social demand for environmentadeption and welfare. To optimise

forage use we need a better understanding of hoagdéocharacteristics influence feeding
behaviour as intake rate, eating time and choices largdyndi@e intake.

Two types of forage characteristics influence cloiaad feeding behaviour: pre-ingestive
characteristics perceived by the animals beforefdbd is swallowed (taste, texture, odour,
etc.), and post-ingestive consequences experiended tae food is swallowed (nutritive

value, rumen fill, toxicity, etc.).

36



Expérimentation "introduction ruminale"

Post-ingestive consequences are widely acknowledgadfluencing feeding behaviour. For
instance, the negative relationship between ruménafid voluntary intake has been
demonstrated experimentally by Campling and Balt®61). Post-ingestive consequences
contribute to the satiation process and are intedria the control of intake to prevent excess
(Faverdinet al, 1995; Baumongt al, 2000).

By contrast, the pre-ingestive control of feedindgndgour has been less considered in the
literature and is still a subject of debate. Gre@gthand Reid (1971) were among the first to
demonstrate the influence of food palatability otake in sheep by experimentally separating
its effects from those of digestibility. Intake ineep was only 0.4 kg/day when they ate straw
and received grass in the rumen, but rose to 0.9 kg/idthe reverse situation, even though
the digestibility of the diets was similar. Unpleaisaensations when eating straw may
explain its very low intake. Palatability can be silered to reflect those characteristics of a
food which invoked a sensory response in the an{@etenhalgh and Reid, 1971; Baumont,
1996). For instance, the sensory motivation induceaftering a fresh meal of a palatable
hay in satiated sheep could override satiety sggaatl induced a new meal (Baumen#l,
1990a). However, the food learning theory considbet palatability and post-ingestive
consequences are interrelated (Provenza, 1995), d®camninants can learn to associate the
pre-ingestive characteristics of a food with itstpmgestive consequences and adjust their
choices accordingly (Forbes and Provenza, 2000)ingesstive characteristics are thus firstly
considered as a tool to discriminate between foechs and then to be calibrated by post-
ingestive consequences (Garcia, 1989) but not to influetaeesion their own.

Using a methodological approach close to that usgdGreenhalgh and Reid (1971) to
dissociate the effects of pre-ingestive charadtesisnd post-ingestive consequences of two
different hays, our study aimed to determine to wddent choices and feeding behaviour
were affected by (i) modifying the post-ingestivansequences associated with the same hay
and (ii) changing the nature of the hay consumedlyprwith post-ingestive consequences
held constant.

MATERIALS AND METHODS
The experiment was conducted from mid-November 2@08nid-February 2009 at the

UR1213 INRA experimental farm, in central France. Ex@erimental protocol has been
submitted to and validated by the Auvergne Region Ethicalmitiee (ref. CE 7-07).
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Animals and forages

Six Texel wethers (2-3 years old) weighing 61.8 =K%t the beginning of the experiment
were used. At least one year before the experimueey,were fitted with a polyamide cannula
(i.d. 75 mm) in the dorsal region of the rumen by arhorized surgeon. They were
anesthetised by Halothane in a sterile environmaedtreceived analgesic (flunixine) during
four days. They were housed in metabolic crates (A.Bxn) except from day 1 to day 5 of
the adaptation periods, when they lived in individp@ns (1 x 2 m) bedded with sawdust.
They were kept under constant light (LD 12:12) aerdperature (14.4 + 0.7 °C) conditions in
both cases and had free access to water and salt blocks.

Throughout the experiment we used a lucerne hayMeédicago sativa L. Rumiluz®,
Désialis, Paris, France) and a grass hay (G) made &rgpermanent pasture dominated by
grasses (more than 80% grasses in the total bigntissep had access to forage for 6 hours
per day, between 0900h and 1500h, in an amount that allowedetbsals.

Experimental design and feeding procedure

The experiment was designed to separate the effdgse-ingestive characteristics from
those of post-ingestive consequences on sheepnteddihaviour. For this purpose, sheep
received one of the experimental hays (L or G)aigh to be orally consumed (0), and either
the same hay or the other hay placed directly énrthmen (r). Thus four treatments (Go/Gr,
Go/Lr, Lo/Gr and Lo/Lr) were allocated to the sixeep during four experimental periods
according to a latin square design. One sheeplifdiliing the third experimental period, and
so was removed from the experiment for the lasteawymerimental periods. As a consequence,
at the end of the experiment, two treatments weseedeon six sheep, and two others were
tested on five sheep.

Each experimental period was preceded by an adaptpériod lasting 10 days (Figure 1).
From day 1 to day 3, all sheep received a limitedwam of the two foods (800 g fresh matter
(FM) of each) provided separately in two comparttaeri the trough so that they ate both of
them. By this way, we made sure all the animals aoesuthe same diet and had the same
recent experience of both forages before initiaingew experimental period, hence reducing
potential carry-over effects between successivarrents. From day 4 to day 10, the sheep
were offeredad libitum the single forage that would be orally consumedhia following
experimental period. Six days are considered as rammum to allow the adaptation of

digestive processes and intake (Demarqultyal, 1995). In the early morning of day 6
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(0800 h), animals were transferred to metabolic sr&debe habituated to the experimental
environment.

The experimental periods lasted 11 days, during lwthe forage previously offered during
the last days of the adaptation period was stirefiad libitumto be orally consumed, while
the same hay or the other hay was introduced miranally (Figure 1). Ruminal
introductions were made daily at 0800 h, beforestieep had access to food, in an amount
equal to half the total amount received on the ipresy day (amount orally consumed +
amount introduced into the rumen). For the first mahiintroduction of an experimental
period, we introduced half the average voluntarydfootake of the last 3 days of the
adaptation period. When offered at trough the hageevehopped into lengths of 5 to 7 cm.
The forage introduced into the rumen was groundutiinca 1.5 cm sieve so that the average
particle sizes obtained (2.6 mm for grass hay andr8r8for lucerne hay) were consistent
with the value of about 2.9 mm measured for chewexgbpbd hay in sheep (Bernaet al,
2000). These ground hays were then mixed with fireesi their weight of artificial saliva
(Church, 1988) and left overnight before being introductamtime rumen.

Measurements

Feeding behaviour and pattern of intakéhe daily pattern of food intake, and time spent
eating and ruminating, were monitored individualging an automated system described in
Baumontet al (1998; 2004). Briefly, the trough was weighed cambunsly by sensors fitted
with strain gauges. The scales under the troughs weeeel up to a data processing system
that allowed the changes in trough weight and soirtirease in intake over the day to be
monitored on 1-min time scale. In addition, jaw moeeits were recorded by a polyurethane-
foam-filled balloon placed in the submandibularcgphy means of a halter and connected to
the microcomputevia a pressure transducer. Data were analysed usingd$ait Excel with
macro-commands written in Visual Basic. For each ii-iterval, eating activity was
assessed as follows: (i) if the weight of the ttohgd changed from the previous interval and
jaw movements were recorded, then the animal wasidered to be eating, (ii) if jaw
movements were detected for at least 5 min withloa@ttrough showing weight change, the
animal was considered to be ruminating, (iii) otheey the animal was considered to be

neither eating nor ruminating.
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Short-term choice test®n all the days of the experimental periods (exéeptday 11), we
performed a short-term choice test between L andt G500 h just after the 6-hour long
access to food (Figure 1). We offered 200 g FM ohdeay in a two-compartment trough for
5 min. These test conditions were chosen to minipast-ingestive effects of the hay that
was not offered at trough. We changed the sidethigahays were presented between days to
prevent any lateralisation bias. During these tésts,persons stood in adjacent room, which
was darkened and separated from the test roomdigsa panel; they watched three sheep
each, and every 30 seconds scanned the behaviouessgd by the animal (eating,
ruminating, and idling) and when the animal wasnggtwhether its head was in the L or G
compartment. The choice for the hay not offered aigh during the previous 6 hours was

expressed as the proportion of total eating scans devoited to

In vivo digestibility. Digestibility measurements were performed followitng method of
Demarquilly et al. (1995) during the last 6 days of each experimeptalod (Figure 1)
through daily collection of faeces every mornindobbe ruminal introductions. Daily aliquots
of faeces were weighed, mixed, sampled and driedancad air oven at 60°C for 72 h. They

were then pooled per sheep and per period.

Ruminal parametersEstimates of the total weight of the rumen digese&rewmade by
manually removing the liquid and the solid conteotghe reticulo-rumen and weighing it.
This procedure was made twice during each experirhpeted: once in the morning of day
4, before the daily intra-ruminal introduction, anadtemn the afternoon on day 11, after the 6-
hour long access to food (Figure 1). Just afteréneoval, the rumen content was mixed and
three subsamples of about 250 g FM were taken fonditter determination. The remainder
was then returned to the rumen. The whole proceds about 30 min per sheep. These
weighings of the minimal and maximal rumen conteltbwed the mean rumen content
weight to be estimated for each sheep in eachnterdt The apparent retention time of the
diet in the rumen was then calculated by dividihg mean rumen content (in DM) by the
daily DM flow (intake + the amount introduced into the rin@@aumontet al, 1997).

Rumen fluid samples were collected for each sheegay 3 and day 10 of the experimental
periods at four different times: at 0800 h justdsefthe intra-ruminal introduction and food
distribution, 1000 h, 1200 h and 1500 h (Figure 1). &awh sample, about 150 ml of rumen

fluid was taken and muslin-filtered, and the rumeéth was immediately measured. Sub-
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samples (4 ml for volatile fatty acids (VFAs) and/®ml for NH; determinations) were
mixed with 5% HPQ, and stored at -20°C for future analysis.

In situ forage degradabilityThein situ DM degradability of the hays was measured after th
experiment on three fistulated sheep accordingptioeedure described by Aufrést al.

(2008) using incubation times of 3, 6, 12, 24 and 48dhtwo replications per sheep and per
incubation time. Rumen DM effective degradabilitysm@alculated as proposed by @rskov

and Mc Donald (1979) after fitting the data using a noralimeocedure.

Sample processing and analysA#.the samples of hay and rumen content were alresd
(60°C for 72 h). Samples of forages were then grobmoligh a 0.8 mm sieve and analysed
for their contents in crude protein. Fibre contefsutral detergent fibre (NDF), acid
detergent fibore (ADF) and acid detergent lignin (3Pwere estimated via near-infrared
spectroscopy (NIRS) based on Goering and Van S48310) laboratory method. Samples
were scanned by NIRS and laboratory determinatwe®e performed on samples selected
according to their spectral information (Shenk ahNesterhaus, 1994). These laboratory
analyses were then used with the NIR spectra, tarekphe prediction equations that were
used to estimate the fibre fractions contents of all saanple

The samples of rumen fluid were analysed for totdditve fatty acids content by the method
of Jouany (1982), and for ammonia concentrationsguaimethod adapted from Weatherburn
(1967).

Statistical analysis

For all the analyses we used the Mixed procedurh@fSAS software package (Statistical
Analysis System, 1999). Data were transformed (gqu@ot or arcsine as appropriate) when
needed so that they satisfied the conditions fararpatric analyses. All non-significant
interactions were systematically removed from the model.

Data for total voluntary intake and eating time rothee 6 hours were first analysed using the
Repeated statement to account for the day effezad¢h experimental period. As only the first
two days differed from the others, we consideredntlas a time of adaptation to forage
introduction into the rumen, and so we carried oilsequent analyses on data averaged over
days 3 to 11. For consistency, data concerning raioim time, intake rate and choice were

also analysed on data averaged over days 3 to 1kowsdered treatment, period and their
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interaction as fixed effects and sheep as a rareftent. Average digestibility over the last 6
days of each experimental period, rumen content @éiat retention time were similarly
analysed. Finally, for choices, we used the Stutlezgt, comparing actual choice with equal
preference to determine whether one of the forages wasrprefie each treatment.

Data concerning patterns of intake and eating tveee analysed in 20 min-long intervals
throughout the 6 hours of food offer. For each wdaErwe averaged the data per sheep and
per treatment over days 3 to 11 and analysed theng the Repeated statement to account
for the interval effect. We considered period, treatminterval and their interactions as fixed
effects, and sheep as a random effect.

Data from ruminal fluid samples were averaged alars 3 and 10 and analysed using the
Repeated statement to account for sampling effatts. considered period, treatment,

sampling and interactions as fixed effects, and sheep asl@meeffect.

RESULTS

Forage characteristics

The grass hay had a lower crude protein contentadnigher NDF content than the lucerne
hay (Table 1). By contrast, the ADF content was simiidhe two hays and the ADL content
was higher in the lucerne hay. In line with the efiénces in NDF content, tire situ effective

degradability of DM was higher for the lucerne hay thartiergrass hay.

Feeding behaviour

Introducing lucerne instead of grass hay into tbmen led to a significant increase in

voluntary intake whichever hay was offered at tlodable 2). However, this increase in

intake resulted from different behaviours accordmghe nature of the hay offered at trough.
When G hay was offered at trough, the increase mntary intake was due to an increase in
eating time, whereas when it was L, it was due tmarease in intake rate. In treatments with
mixed diets (Go/Lr and Lo/Gr), sheep ate for lonigetr tended to eat more slowly on Go/Lr
than on Lo/Gr, which finally led to similar voluntary intak@ able 2).

The amount of hay introduced into the rumen of sheep showedtie trend as for voluntary

intake (Table 2). This shows that the processing énetkperimental method was correct, as
the amount of hay introduced into the rumen hasetdalf the total amount received on the

previous dayi(e., amount orally consumed plus amount introduced into themum
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Neither the rumination time during the 6 hours @bd offer nor the daily rumination time
was affected by the treatmeniX 0.1; Table 2).

Patterns of intake and eating time

All the tested fixed effects (treatments, intervagl their interaction) except for period were
significant P < 0.05) and all the patterns were influenced byneire of the hay offered at
trough, considering both intake and eating time (Figure 2a, b)

The shape of the intake pattern was influenced bynidture of the hay offered at trough
(Figure 2a). When L was offered at trough, intakes weaximal during the first interval (O-
20), decreased to the third one (40-60), slightlyeased up to interval 100-120 and then
levelled off. When G was offered at trough, patterrerewdifferent as intake increased
between the first two intervals, peaked at the sg@oe (20-40) and then decreased until the
fifth interval (80-100) to a slightly decreasing plateau.

The nature of the hay introduced into the rumeruariced the level of intake but not its
distribution over time (Figure 2a). When G hay was eatermgdating L into the rumen rather
than G led to a higher intake at almost all timinmwals, but significantly so only for the
fourth time interval P < 0.05 at min 60-80). When L was eaten, a higher intedemeasured
as L was introduced into the rumen compared witfoiGhe first, the second and the sixth
time intervals P < 0.05).

The patterns of the mixed diets showed that intdkeray (Lo/Gr) was higher than intake of
G hay (GolLr) just after food distributiof? & 0.05 at min 0-20) and almost throughout the
last hour P < 0.1 for 300-320 and 320-34B;< 0.05 for 340-360). On the contrary, intake of
grass hay was higher than intake of lucerne hay ttmrsecond to the fourth time intervals
(P < 0.05).

Similarly to the intake patterns, eating time (Feg@b) decreased from min 20 to min 80 and
then slightly increased until min 120, levelling efhen L hay was offered at trough without
any effect of the nature of the forage introduced the rumenK > 0.1 at any interval except
at 300-320). When G was eaten, eating time firse@®ed until time interval 20-40 and then
decreased, levelling off from the sixth time intervalvas longer when L was introduced into
the rumen compared with G from time intervals 40t6@0-100 and for 140-160, 200-220
and 220-240R < 0.05).
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Short-term choice tests

Choices expressed after 6 hours of free acceswagd favoured the hay that was not orally
consumed during this time, whichever the treatmBrt 0.05; Figure 3). The treatment only
affected the amplitude of this preferenée= 0.05), with a slightly greater preference for
lucerne hay when grass hay was offered at trough tor grass hay when lucerne hay was
offered at trough. Thus in treatments with equal jougestive consequences (Go/Lr and
Lo/Gr) the preference for L in Go/Lr tended to bgher than the preference for G in Lo/Gr
(P < 0.1). On the other hand, the nature of the hapduired into the rumen did not affect
short-term preferencé (> 0.05; Figure 3).

Diet digestibility and ruminal parameters

The diet digestibility did not differ between treams P > 0.05; Table 3). The DM rumen
content tended to be higher for the treatments in which Lcaasumed or introduced into the
rumen compared with Go/GP  0.1; Table 3).

By contrast, diet retention time decreased wheny.vas consumed or introduced into the
rumen, whichever hay was offered at trough<(0.05): the highest diet retention time was
measured for Go/Gr and the lowest for Lo/Lr, wherneésrmediate and similar values were
measured for Go/Lr and Lo/GP & 0.1).

The interaction between sampling and treatment wfialuenced the total VFA conter® €
0.01). It was similar across treatments before fober @t 0800 h P > 0.1; Figure 4a). Two
hours later, the nature of the hay introduced th® rumen influenced VFA content, with
higher values for L than for GP(> 0.05). The nature of the hay orally consumed then
progressively affected VFA content so that at thé ef the feeding period (at 1500 h), total
VFA content was highest for Lo/LP(< 0.01), lowest for Go/Gi< 0.01) and intermediate
with similar values for Lo/Gr and Go/LP(> 0.1).

The interaction between sampling and treatment isfiealuenced ammonia concentratidh (
< 0.01; Figure 4b): it was highest for Lo/IP € 0.01 at all sampling times), lowest for Go/Gr
(P < 0.01 except at 1500 h where it was just diffefeain Lo/Lr) and intermediate for
treatments with mixed diets with similar valu&s>0.05 at all sampling times).

Finally, the different treatments did not inducey alifferences in pHR > 0.1; Figure 4c),
which decreased almost regularly throughout the feedingdo@® < 0.01).
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DISCUSSION

The aim of this work was to study feeding behaviousheep fed lucerne hay or grass hay
under a controlled post-ingestive environment. Thpedarment was designed to test the
crossing effects of the nature of the forage orattpysumed with the nature of the forage
introduced into the rumen so that we could inveséidi) to what extent variation in the post-
ingestive consequences associated with a givercdly affect feeding behaviour and choice
for that hay and (ii) to what extent feeding bebaviand choice for two different hays could

differ when these hays were associated with similar pgsisiive consequences.

The experimental procedure

One of the specific features of the experimentatedure (Greenhalgh and Reid, 1971) was
the introduction into the rumen of about 50% of tbi&&al amount of received forage. Despite
this high proportion, sheep showed good adaptapdsythey decreased their voluntary daily
intake accordingly and stabilized it within threeyslaSheep in treatments Lo/Lr and Go/Gr
consumed an amount of hay such that they receinaiths total amounts as sheep orally fed
lucerne or grass haad libitumwith no time restriction (Baumormt al, 1990a). Our results
are thus consistent with previous studies in whadidition of 1 g of feed into the rumen
lowered voluntary intake by about 0.9 g (Faverial, 1995 for review).

Our experimental procedure also implied that hadf total amount of hay received on the
previous day was introduced in one go just befoaafdistribution. Consequently, as time
elapsed, the major post-ingestive influence of tae ihtroduced was progressively balanced
by that of the forage eaten at trough, as refleatethe evolution of VFA contents. The
succession of post-ingestive consequences expedebg the animals throughout the six
hours of the feeding period were thus different between Gt Lo/Gr, which explains why
we studied the dynamics of feeding behaviour. In dothtments, the rumen content was
however similar at the end of the feeding period #aroughout the fasting period for eleven
days, and so was the ruminal parameters (ammodi&&YV concentrations, fill effect, ... ).
We then considered post-ingestive consequencesndarsfor treatments with mixed diets
(Go/Lr and Lo/Gr).

Greenhalgh and Reid (1971) were among the firastothis method to investigate the effects
of palatability and digestibility of two forages asheep intake, although they did not look at

explicative variables of food intake such as eatingge and eating rate, patterns of feeding
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behaviour or choice between forages. Their resultsyeate from two distinct experiments
involving either dried grasgs. oat straw, or dried grass. meadow hay, proved the method

to be useful for showing different effects depending orptieof foods considered.

Offering the same hay for different post-ingestive consequences

Whether the lucerne or the grass hay was offerddoagh, introducing lucerne hay rather
than grass hay in the rumen raised voluntary daibke in the sheep. This can be related to a
lower fill effect of the diet when introducing lute hay, as shown by the lower diet retention
time, which could be attributed to a lower NDF caomitand a higher rumen degradability of
lucerne hay compared with grass hay. The relatiowdsst rumen fill and feed intake is well
known (Faverdinet al, 1995 for a review). Several authors have incredisedvolume or
mass of the rumen content with indigestible maktesiggh as balloons (Angt al, 1993) or
particles (Weston, 1966; Baumaogttal, 1990b), or with digestible materials (Weston, 1966;
Greenhalgh and Reid, 1971), and demonstrated ania@ssbdecrease in intake. In addition,
the higher crude protein content of the lucerne dmyd have improved the efficiency of the
ruminal microbial population, as introducing luceiray in the rumen rather than grass hay
led to increased ammonia concentration and total ¥éntent in the rumen. The increase in
voluntary daily DMI measured in our study is coreng with that observed by Greenhalgh
and Reid (1971), who replaced oat straw or grassaBantroduced forages by a less bulky
one, such as dried grass. In their work, variationsaluntary intake were also linked to
variations in digestibility between the foragesiedrgrass being more digestible than grass
hay and straw. By contrast, variation of intake obsern our study occurred independently
of differences in digestibility, as lucerne and grdsays showed similar values. This
highlights the major role of the rate and extentruwhinal degradation in accounting for
differences in voluntary intake between foragesri@&t al, 1991), especially between
grasses and legumes.

Intake modifications can be analysed from animalabeural adjustments on intake rate and
feeding time. For instance, cattle have been showncrease their feeding time (Campling
and Balch, 1961) or their intake rate (Gregoghil., 2007) in response to decreases in the
volume or mass of rumen contents. In our study,ntleglifications of intake in relation to
rumen fill resulted in different adaptations in deeg behaviour depending on the nature of
the forage orally consumed. The resulting differennastake were strikingly close to food

distribution and then lessened along the 6-houtifgeperiod (Figure 2a). This indicates that
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sheep instantaneously analysed the post-ingestineequences of the introduced hag.(

their rumen load) and evaluated their satiety léwehodulate their motivation to eat the hay
offered at trough, even if they adapted their behaviaccording to the pre-ingestive
characteristics of the hay orally consumed. Sheegdaatlonger when grass hay was orally
consumed, whereas they ate faster when it was ledey. This could be explained by the
physical differences between lucerne and grass: hagsrne hay is less fibrous than grass
hay, favouring easier prehension and masticatiosheep (Jarriget al, 1995; Baumonet

al., 2006) and allows more flexibility in intake ratenspared with coarse hays that need

intense mastication activity.

Offering two different hays for similar post-ingestive consequences

At the end of the 6-hour feeding period, treatmenitth mixed diets (Go/Lr and Lo/Gr)
showed similar post-ingestive consequences (dlghisti diet retention time, and ruminal
parameters) and daily DMI values were similar. We th@refore conclude that pre-ingestive
characteristics or palatabilifyer sedid not influence voluntary intake between luceamel
grass hays. This would then be consistent with Giaghhand Reid (1971), who observed,
for similar post-ingestive consequences, a sigmfiedfect of palatability between oat straw
and dried grass, but not between grass hay and gress, and concluded that palatability
was probably not an important determinant of intéebetter-quality forages, whereas it
may limit intake of poor-quality forages,

Our results are, however, surprising as sheep giyerefer legumes to grass (Rutter, 2006),
so that we expected lucerne hay to be more patatabh grass hay. This finding could be
explained either by a decrease in lucerne paldtaliie to sheeps’ reassessment of lucerne
hay, associating it with the consequences of gragsititroduced into the rumen, or by a
short-term satiation effect induced by the intrezimal introduction of the bulky grass hay.
The recorded patterns of intake of Go/Lr and Lo/Goveed that the pre-ingestive
characteristics of lucerne hay still induced a higher ghilty in the short term, as intake was
higher with Lo/Gr than with Go/Lr just after foodsttibution. However, intake of grass hay
exceeded intake of lucerne hay during the subseduant which may be interpreted as a
consequence of higher fill effect due to the rurhim&roduction of grass hay (in Lo/Gr)
compared with lucerne hay (in Go/Lr). Finally, durithg last hour, when it could be assumed
that the post-ingestive consequences of the twedndiets were balanced, intake of lucerne

hay was again higher than that of grass hay. Weleefore hypothesise that the palatability
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of lucerne was not modified, but that sheep adjusted behaviour finely according to their

internal state.

Short-term choices: effect of recent dietary experiences

The literature has widely reported that sheep careldpvconditioned food aversions or
preferences when either negative (du Toit et al., 1B9fliazakiset al, 1997; Ralph®t al,
1995) or positive (Buritt and Provenza, 1992; Arseand Kyriazakis, 1999; Villalbat al,
2006) post-ingestive consequences are associatbdtivat food. Recently, introduction of
straw in the rumen (Baumoaet al, 2007) or distension with a balloon (Villalled al, 2009)
were used to demonstrate that rumen fill is peerkias a negative post-ingestive signal,
leading to a decreased preference for the assddiatage. We could thus expect the choice
of grass hay to be enhanced when it is associaitédntraruminal administration of lucerne
hay, and conversely the choice of lucerne hay todberease when associated with
introduction of grass hay, due to differences ihdifect between these two hays. However,
the short-term choices of sheep measured afterdtfed systematically favoured the hay that
was not previously orally consumed. Thus it seemissihveep did not update their knowledge
of the hays according to the treatments in thesmof the experimental periods or that they
did not express this knowledge in the short-time scale aftthie test.

Whatever the case, their choices suggest that theifivation for diversity overrode post-
ingestive consequences on this short-term scale. usvation for diversity may be
explained by the "satiety hypothesis" (Provewrtaal, 2007; Villalbaet al, 2009) which
suggests that animals acquired transient aver$orres food just eaten as a result of sensory
input and post-ingestive feedbacks (nutrients amdns) interacting along concentration
gradients. This transient change in food palatabdaysed animal to search for a different
food and then to eat a diverse diet. Preferenceshi food opposite to the one animals
previously ate has also been found in ewes gramogocultures of clover or rye-grass
(Newmanet al, 1992; Parsonst al, 1994) and in heifers fed on hays (Ginabeal, 2002).

In these studies, the authors suggested that thefgnces could be explained by the desire
of animals to balance their diet, or to maintain gut flor&idity by seeking rarity, but also by
an attractive effect of novelty, considered as acke#or diversity. However, the authors
could not draw any firm conclusion as they had cwitrolled the post-ingestive parameters

felt by the animals before and during the choice tests.
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We did so and even when the post-ingestive conseggefelt before and during the choice
tests were similar in nature and intensity with edxdiets (Go/Lr vs. Lo/Gr), sheep

demonstrated a high motivation for diversity. Thiglioates that the motivation to eat
something new may influence diet choices, at leaghé short term, and independently of
post-ingestive consequences, because it probablycead pleasure associated with the
diversity of the diet. This conclusion was in agreetweith the sensory specific satiety which
refers to the changing hedonic response to theosepsoperties of a food as it is consumed
(Rolls, 1986).

In conclusion, post-ingestive consequences are predommtére control of daily food intake

of hays, although pre-ingestive characteristics mastiuenced the behavioural adjustments
and patterns of eating activity. Pre-ingestive ctiarsstics also greatly influenced short-term
choices in favour of the hay that was not previpusinsumed, independently of any post-
ingestive influence. This suggests that sheep soudhtease diet more for pleasure than for

functional purposes. This finding has relevance for impigpanimal welfare.
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Table 1: Chemical composition of the experimental hayslaidin situ degradability

Lucerne hay Grass hay
Dry Matter (% DM, mean = s.d.) 92.1+0.3 91.4+04
Crude Protein (g.k4DM) 156 + 4 7242
NDF (g.kg* DM) 528 + 6 671+5
ADF (g.kg* DM) 360 +7 368 + 2
ADL (g.kg™ DM) 95.1+0.8 459+1.1
Rumen DM degradability (g. KgDM) 554 + 3.8 493 +12
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Table 2: Feeding behaviour of sheep during the 6-hoaess to food, according to whether
grass (G) or lucerne (L) hay was orally consumé@dafml introduced into the rumen (r) (mean

* s.e. of data averaged over days 3 to 11 of each experimental)p

Treatments Go/ Gr Go/ Lr Lo/ Gr Lo/ Lr P value

Voluntary intake
(g DM)
Amount of hay
introduced into the 577 +54° 709 +54°  748+60° 924+58  <0.0001

rumen (g DM)

597 +43* 729+58°  746+56° 951 +57 < 0.0001

Eating time
_ 149 +10° 192 + 10 162 + 13 155 + 8° 0.0086
(min)
Intake rate ¢ ¢
. 40+0.2* 38+03" 48+06 6.1+0.2 0.0012
(g DM/min)

Rumination time
_ 109 + 107 91 + 102 97 + 172 70 £ 132 0.129
over 6 h (min)

Rumination time
_ 514 + 43 503 + 18 525 + 307 527 +16% 0.827
over 24 h (min)

Within a row, different superscript letters indicatignificant differences aP < 0.05 and

values with superscript t tend to differ from each other5(@.B < 0.1).
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Table 3: Diet digestibility, weight of rumen contesmd diet retention time according to

whether grass (G) or lucerne (L) hay was orallystconed (0) and introduced into the rumen
(r) (mean = s.e.).

Go/ Gr Go/ Lr Lo/ Gr Lo/ Lr P value
Digestibility
55.2 + 2.2 56.1 + 0.5 56.2 +2.12 55.0+ 1.5 0.585
(% DM)
Rumen content
1655 + 115" 1792 + 150> %2 1955 + 52 1833 + 817 0.042
(g DM)
Diet retention b
i ) 1.42 + 0.14 1.27 £0.11 1.33+0.0”7 0.99 +0.08 0.002
ime

Within a row, different superscript letters indicatignificant differences aP < 0.05 and

values with a common superscript t1 or t2 tenditferdfrom each other (0.05 R < 0.1).
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Adaptation period Experimental period

A 3 43
| d1| d2| d3| d4 | ds| d6| d7| d8| d9|d10| d1| d2| d3| d4| d5| d6 | d7 | d8 | do | d10|d11]
| ] H B || | | | |

- /

(1) 2) -

During the adaptation period
QD 800 g FM of L and G hays consumed orally from 0900 h to 1500 h
(2) One hay consumed orally ad libitum from 0900 h to 1500 h
¢ Animals were transferred into metabolic crates

During the experimental period

One hay introduced into the rumen at 0800 h
3) One hay consumed orally ad libitum from 0900 h to 1500 h
Short-term choice test at 1510 h (except on d11)

u Faeces collection for in vivo digestibility

+ Ruminal fluid sampling at 900, 1000, 1200 and 1500 h

% Rumen emptying in the morning on d4 and on the afternoon on d11

Figure 1. Over the course of the experiment, sheep)(were subjected four times to an
adaptation period followed by an experimental perso that they were tested on the four
treatments according to whether grass (G) or lecé€kn hay was orally consumed (0) and

introduced into the rumen (r).
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Figure 2: Patterns of intake (a) and eating timjeogler the 6 hours of food offer, over 20-min
intervals for the four treatments, according to wkefgrass (G) or lucerne (L) hay was orally
consumed (0) and introduced into the rumen (r).

Standard errors of the means were calculated oarsqoot transformed data for both DM
intake and eating time. In (a), they were equal t6®fr Go/Gr, 0.251 for Go/Lr and Lo/Gr,
and 0.273 for Lo/Lr. In (b), they were equal to 0.098Gw/Gr, 0.086 for Go/Lr and Lo/Gr,
and 0.097 for Lo/Lr.
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100’ *k %k * %

LR S

1

[ ] Lucerne hay choice
Grass hay choice

\\

] a ab, t ;:b,t; gb /
0.00 | 77/

Go/Gr GolLr Lo/Gr Lo/Lr

Figure 3: Choices for the hay that was not pre\iow$fered at trough, expressed as the
proportion of total feeding scans (mean = s.e.), @teg to whether grass (G) or lucerne (L)
hay was offered at trough (o) and introduced into the rumen (

Asterisks indicate significant deviation from the theioe#t0.5 proportion of non-choice.

In the columns, different superscript letters intiBcaignificant differences @& < 0.05 and

values with superscript t tend to differ from each othe5(8.B < 0.1).
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Total VFAs content (mMoles /) (b) NH3 (mg/I)
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Figure 4: Ruminal determination trial (mean * s.e. of day 31&)dEvolution of total volatile
fatty acid content (a), ammonia concentration (byl g+ (c) of rumen fluid through
successive samplings, according to whether graser(lagerne (L) hay was offered at trough

(o) and introduced into the rumen (r).
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CHAPITRE 2

Caractéristiqgues sensorielles
et apprentissage : role d’indicateur

des conseguences post-ingestives ?
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Les moutons utilisent les informations pré-ingestives en tant
gu’indicateurs des conséquences post-ingestives afin d’améliorer

leurs apprentissages alimentaires

|. CONTEXTE ET OBJECTIFS

L'apprentissage alimentaire repose sur l'assamiagtablie par I'animal entre les
caractéristiques sensorielles de l'aliment qu'tjére et les conséquences ressenties suite a
cette ingestion (Provenza, 1995). Les moutons sates & réaliser de tels apprentissages
lorsque l'offre alimentaire est expérimentalemeampdifiée, i.e. une seule information pré-
ingestive a associer a une seule conséquencengestive (Du Toit et al., 1991 ; Buritt et
Provenza, 1992). Cependant, lorsque I'offre alimeatast expérimentalement complexifiée
pour se rapprocher des conditions naturelkeg, lorsque plusieurs associations entre des
caractéristiques sensorielles et des conséquengssingestives doivent étre apprises
simultanément, les animaux ont du mal a apprendummg¢@n et Young, 2002). Que ce soit
dans le cas d’'une situation d’'apprentissage exgétalement simplifiée ou complexifiée, les
informations pré-ingestives mises en jeu permetterijuement une discrimination des
aliments entre eux mais ne possedeptiori aucune valeur post-ingestive pour I'animal. Or,
au paturage, les espéces veégétales portent des cargciesisensorielles qui pourraient avoir
un sens et ainsi jouer le role d’'indicateurs dasséquences post-ingestives a veaig(une
plante au goQt amer est souvent synonyme de toxicité igGdrelankins, 1975).

Par conséquent, cette expérimentation, que I'on nohimdécateurs”, a pour objectif
de déterminer si la présence d’'informations prégtiges, ayant un sens pour I'animal, peut
améliorer la capacité des ovins a effectuer deseafipsages alimentaires notamment en
situation complexe, confirmant ainsi I'hypothése tpgecaractéristiques sensorielles peuvent

jouer un réle d’indicateur des conséquences post-ingsstive

[I. METHODES

Lors d'une £ phase, nous avons cherché & créer des indicateuisgestifs pour la
moitié des animaux, qualifiés d’expérimentés (n=&6)les soumettant a une situation simple
d’apprentissage. lls ont ainsi été conditionnés mmsocier une flaveur (orange ou anis),

saupoudrées sur un foin de luzerne, a une conségjjpasitive ou négative), a raison d'une
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association par jour (j2 et j3) pendant deux seamiChaque semaine, les animaux étaient
soumis a un test de choix a j4. Pendant ce tempstrekanimaux (n=16) ont été soumis au
méme rythme d’alimentation mais ne sont exposéaumi flaveurs, ni aux conséquences
associées ; ils ont ainsi été qualifies de naifs.

Lors de la 2° phase, nous nous sommes intéressés a I'efficaeipprintissage de
chacun de ces groupes dans une situation d’apgsagg alimentaire simple ou complexe. La
situation simple était la méme que dans la phad&eédente, excepté que le foin support était
un foin de dactyle ; la situation complexe corregj@iina la présentation simultanée sur deux
jours consécutifs (j2 et j3) des deux flaveurs, isgr un apprentissage simultané des deux
associations entre flaveurs et conséquences. Leoupeas ainsi formés étaient : naifs /
simple, naifs / complexe, expérimentés / simple pégmentés / complexe (n=8 dans chacun
des groupes).

L’hypothese formulée est que les animaux expériésedevraient étre plus efficaces
que les animaux naifs notamment en situation d&apmsage complexe ou la connaissance
de la valeur post-ingestive associée a chaque uitadevrait les aider a anticiper la

conséquence a venir, et donc a apprendre.

[1l. RESULTATS

Lors de la §® phase, les moutons ont progressivement diminué peéférence,
exprimée proportionnellement a la quantité ingéoéale (en MS), pour la flaveur associée a
la conséquence post-ingestive négatRe 0.05), et inversement pour la flaveur associee a |
conséquence positive. Cette procédure a donc pernigékr des indicateurs puisque les
stimuli pré-ingestifs ont acquis une valeur posesiye pour ces moutons désormais
qualifiés d’expérimentés.

Lors de la 2 phase, l'interaction entre I'effet de I'expérienee l'effet de la
complexité étant non significativé® (> 0.05), ces deux effets ont été analysés séparement
D’une part, les animaux en situation d’apprentissagaplexe ont moins fortement rejeté la
flaveur associée a la conséquence post-ingestigatiué que les animaux en situation
d’apprentissage simpl® (< 0.01). D’autre part, les animaux expérimentés arg fortement
rejeté la flaveur associée a la conséquence négatiiesjarimaux naifd(< 0.05).

Enfin, la préférence initiale exprimée en faveur adlaveur anis a fortement influencé les

apprentissages qui ont suivi de telle sorte querlestons conditionnés négativement sur la
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flaveur anis ont exprimé un rejet moins fort detedtaveur par rapport aux animaux

conditionnés négativement sur la flaveur oraiye 0.01).

I\VV. CONCLUSIONS

Présenter simultanément deux flaveurs et les comesEes post-ingestives qui leurs
sont respectivement associées entraine une pditurbdu processus d’apprentissage
alimentaire. Cependant, les moutons expérimentéspbastefficaces que les moutons naifs
gu'ils soient en situation d’apprentissage simplecomplexe. Les animaux semblent donc
étre capables de généraliser la connaissance #aldar post-ingestive d’'une flaveur et
d’utiliser cette connaissance dans une nouvellgastn d'apprentissage alimentaire, en
particulier lorsque celle-ci est complexe. Les stinpré-ingestifs ne sont donc pas
uniquement utilisés comme des agents de discrimimaais semblent également jouer un
réle d’indicateur des conséquences post-ingestesplus, les préférences initiales jouent
sur la propension d’'un animal a effectuer un apprentissagentaire.

Cette étude nous a donc renseigné sur le rol@aounaient jouer les informations pré-
ingestives dans les apprentissages alimentair@goetrni de nouvelles connaissances afin de

mieux comprendre les processus de sélection alimentaindien complexe.

65



66



Expérimentation "indicateurs"

Sheep use pre-ingestive cues as indicators of post-ingestoonsequences
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ABSTRACT

Previous work shows that herbivores successfullgrnleto associate food sensory
characteristics with post-ingestive consequencesnvthe conditioning procedure is simple,
whereas this ability breaks down when the learniagk is made more complex. We
hypothesized that sensory characteristics could @t indicators of post-ingestive
consequences and that the presence of pre-ingeste® would improve food learning of
sheep in learning situations varying in complex@yxteen sheep were subjected to a first-
conditioning phase to associate 2 flavors addedlfdfa hay with either a positive or a
negative consequence, induced by intraruminal adtratisn of starch (330 mg/g DMI) or
LICI (5 mg/g DMI). Sheep progressively decreasedirtioloice for the flavored hay
associated with the negative consequerite .05). This procedure provided sheep with
experience of the post-ingestive consequences iassdavith different flavors. In a second-
conditioning phase, the experienced sheep and 1@ waks were split into groups of 8 and
subjected to either a simple or a complex condiigmrocedure, i.e. the 2 flavors were
offered on separate days (simple) or simultaneowslyin day (complex). The flavors were
put on grass hay and associated with positive(st&8830 mg/g DMI) or negative (LiCl, 10

mg/g DMI) consequences. As hypothesized, sheep irsithple group expressed a higher
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aversion to the flavored hay associated with thgatiee consequence than those in the
complex group (0.303 £ 0.036.0.474 + 0.035 respectivelfy, < 0.01). Experienced sheep
more strongly rejected the flavor associated whth megative consequence than naive ones
whatever the conditioning procedure (0.304 + 0.029.470 £ 0.041 respectiveli,< 0.05).
The high initial preference for aniseed (0.80 + Oldg\ever greatly influenced food learning
as sheep negatively conditioned on this flavor esped a lower avoidance than those
negatively conditioned on orange (0.53 + 0.04 vs. @2h03 respectivelyP < 0.01). In
conclusion, the simultaneous scenario was actuaiggived as complex by all sheep and
experienced sheep were more efficient in food legrthan naive ones in both simple and
complex learning contexts. Sheep were thus ablgetoeralize the association between
sensory cues and post-ingestive consequences, apeaticomplex environment, and then

to use sensory cues as indicators of post-ingestive Q0ersees.

Keywords: food preferences, generalization, learning, sgmses, sheep

INTRODUCTION

Food learning is one of the main processes thai hetbivores to select diets richer in
nutrients and poorer in toxins than the average pomition of the available vegetation
(Provenza, 1995a). Animals can learn to associatengestive sensory characteristics of
food with post-ingestive consequences and, theretjusiatheir food choices accordingly
(Forbes and Provenza, 2000). Several experiments $tamen that sheep can learn about
both negative (du Toiet al, 1991) and positive (Villalba and Provenza, 1997)dfo
consequences when presented with simple conditiopiocedures (i.e. one pre- and post-
ingestive association at a time); however, recesg¢arch has highlighted the impairment of
the learning process when the experimental learpmegedure becomes more complex and
closer to the situation encountered in the fieltheziby offering several foods simultaneously
during conditioning (Duncan and Young, 2002), byréasing the number of consequences
associated with foods (Ginaee al, 2005), or by modifying the length of feeding boatsl
the rate of nutrient delivery (Duncanal, 2007).

In these studies designed to test ruminants’ f@adning ability, sensory characteristics of
food do not indicatea priori, the potential consequences of their ingestiorially animals
could only use them as discriminators, whereas siveensory characteristics of plants may

act as crude indicators of their nutritional andtmxic consequences (Garcia and Hankins,
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1975). We hypothesized that herbivores use thesetoumprove food learning, especially in
complex contexts and that the learning impairmstdated above could derive from the lack
of cues when artificial learning tasks are presgrite herbivores. Thus, we aimed to test
whether the presence of pre-ingestive cues thatdceelive as indicators of post-ingestive
consequences would improve food learning efficieoicgheep in learning situations varying

in complexity.

MATERIALS AND METHODS

The study was conducted indoors at the INRA Clerrk@ntand/Theix experimental
farm (45°42’'N, 03°30°E) in central France between RApmnd November 2008. The main
experiment has been submitted to and validatedub\Ethical Regional Committee (ref. CE
16-08).

Experimental strategy

The study consisted of a series of experiments gusihich flavored hays were associated
with positive and negative post-ingestive stimulirough conditioning sessions and
preferences for flavored hays were measured dutiogce sessions. Firstly, we ran a simple
methodological experiment to determine the doseuofnegative stimulus that was sufficient
to induce partial feed aversions without causinmglete aversions. Secondly, we ran our
main experiment during which we investigated th&eafof previous experience of the
consequences associated with food of a particldaoif (naive vs. experienced animals) as
well as the degree of complexity of the learningktésimple vs. complex conditionings). In
this main experiment, we aimed to test whether alsirpaior knowledge of a food’s sensory
characteristics could help them to learn in a cexpéeding scenario. The main experiment
consisted of 3 phases (Table 1). The first 2 phases dedicated to prepare animals for the
last phase, which tested the treatments of intefestfirst phase was a familiarization phase,
which lasted for 14 d and allowed 32 sheep to lmeistomed to the feeding pattern of the
whole experiment and to the hays mixed with flavdve also measured initial preferences to
allow balancing of our experimental groups in sgjsst phases. This familiarization phase
was followed by the first-conditioning phase thatsnaimed to establish the 2 flavors as cues
of positive and negative post-ingestive consequefarehalf of the animals by using a simple
conditioning procedure over the course of 2 wk. Thesenals were hereafter referred to as

experienced animals, whereas the other half weesresf to as naive because they had not
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been subjected to conditionings. Once naive andriexyped groups had been formed, we ran
the second-conditioning phase during which we addé&tbmplexity” factor. Within each of
the experienced and naive groups, half the sheep sujected to a simple conditioning
procedure and the other half was subjected to apledmone. The combination of these
factors led to 4 treatments: naive-simple, naive-¢exnp experienced-simple, and

experienced-complex.

Conditioning and choice test procedures

Simple conditioning procedur®uring both the methodological and the main expents we
used a simple conditioning procedure. It consistedffering the flavored hays on separate
days so that each animal was subjected to onerflaytmsequence association daily (Table 1).
Each day we offered 530 g fresh matter (FM) of thef 2 flavored hays to the sheep from
1400 h to 1415 h. At the end of this 15-min exposwe,weighed the feed buckets to
measure the amount of hay consumed, and in propotbothe hay consumed, dosed
intraruminally treatments solutions containing tpest-ingestive stimulus. This dosing
procedure took approximately 15 min. Just afterstineep were dosed, refusals were offered
for a further 45 min (from 1430 h to 1515 h). At #ed, we again weighed the feed buckets
and dosed the sheep again following the same proceduréheifame stimulus.

Complex conditioning procedur&his procedure was used only in the second-comaitip
phase of the main trial. It consisted of offeringngitaneously 2 flavor-consequence
associations each day (Table 1). Animals were ddilgred at 1400 h 530 g FM of both
flavored-hays in 2 adjacent buckets. At 1415 h, weghezl the buckets to measure the
amount of each flavored hay eaten and dosed thmadsiintraruminally with both the
positive and the negative post-ingestive stimuticading to the amount of each flavored hay
consumed. This procedure took approximately 15 mist diter the sheep had been dosed,
refusals were offered for a further 45 min (from @48to 1515 h). At the end of this second
meal, we weighed the buckets again and dosed the sheep ifigilthei same procedure.

For both simple and complex conditioning procedusheep were dosed after a first
meal of 15 min and again after the second oneldavahem to perceive the consequences of
their ingestion while they were still eating. Badadt was withheld until 1930 h so that the

food learning process was not influenced by other foodrnmdtion.
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Choice test procedur&Vhatever the trial and the phase, choice tests penfermed weekly,

on the day following the last conditioning (Table A}y 1400 h, sheep were offered a choice
between both flavored hays, placed in 2 adjacenkdts, for 20 min. At the end of such a
test, the buckets were weighed to determine how nuickach hay had been consumed,
thereby allowing preference for each flavored e assessed. This choice ratio considered
the DMI of 1 of the 2 flavored hay divided by thetal DMI of the 2 flavored hays. This
allowed us to determine whether sheep had leameddociate post-ingestive consequences

with flavors during conditioning days.

Methodological experiment

Animals and foragedVe used 16 adult Texel wethers of 4.2 + 0.3 yr of ageghing 61.2 +
1.5 kg and fitted with rumen cannulae. Cannulae hehbnserted at least 3 yr prior to our
study. Sheep were housed in individual pens (1 X).2bedded with sawdust, and had free
access to water and salt blocks. They were kept urataral conditions of light (LD 13:11 in
April). The animals were fed a basal diet composegesmanent pasture hay (Table 2) in
amounts that complemented the intake of the exmtah forage during tests and that
allowed 10% of refusals. They received 400 g FMheifrtbasal diet in the morning between
0830 h and 1030 h, and the remaining feed at 1930 h. The expelifoeage was an orchard
grass hayactylis glomerata L,.Table 2).

Flavors We used thyme and fenugreek powders (BFI Innovatldd, Chester, England) to

flavor the experimental hay. Flavors (20 g/kg Fivhal) were mixed with cellulose powder
(40 g/kg FM of hay) so as to dilute them and tddrditomogenize flavor concentration in the
hay. Powder mixtures (flavor + cellulose) were theixed with hay for each sheep

individually.

Positive and negative post-ingestive stimle used starch (Glucidex21®, IMCD France
SAS, St Denis La Plaine, France) to induce positiest-pngestive consequence (POS) and
LiCl (Sigma-Aldrich) to induce negative consequelid&EG). They were both administered

to sheep as a proportion of DMI. Starch was adndrest at a dose rate of 330 mg/g DMI of
hay, which elicited preferences in sheep in previeMperiments (Villalba and Provenza,

1997; Ginaneet al, 2009). Lithium chloride causes nausea (Provenza4)18tt induces

food aversions (Du Togt al.,1991). Both substances elicit their first physidtageffects in
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the short term: sheep experienced the effects ©F within 1 h after it was dispersed in the
rumen (Provenzat al, 1993) and the fermentation of starch in the rulmsgins immediately
but is progressive (Duncamn &., 2007). We tested 2 doses of LiCl (10 mg/g DMI, NE@d a
20 mg/g DMI, NEG2) in order to determine a dose thgéd would elicit only partial aversions
in the second-conditioning phase of our main expent. Only the dose of the negative
consequence varied in this trial because starclalmeddy been shown to elicit preferences at
the considered dose rate in similar experimentalitmns, and animals are generally more
sensitive to negative than to positive consequenttisthe risk that they could stop eating in
case of acute malaise.

Starch and LiCl powders were diluted in tap waterteat 1 g FM of hay ingested
corresponded to 1 mL of solution (POS, NEG1 or NEG&gto the animal. The aim was to
avoid large differences in the volume of solutioadministered between individuals.
Solutions were administered directly through th@en cannula because we were constrained
by the amounts of substances that we had to deldedivery via capsule and veterinary
dosing gun would have required multiple doses duseveral weeks and this approach was

rejected on ethical grounds.

Experimental designThe 16 wethers were assigned to 4 groups charasdeby the LiCl
dose and the nature of the flavor associated wighconsequences: (1) fenugreek- NEG1 /
thyme-POS, (2) fenugreek-NEG2 / thyme-POS, (3) thyrB&N / fenugreek-POS and (4)
thyme-NEG2 / fenugreek-POS. The groups were balancedrding to live weight. The
allocation of flavored hays to animals and days Wwasanced for each group. Simple
conditionings were conducted over 1 wk from d Hté. Sheep were offered 1 flavored hay
on even days and the other hay on odd days; theg wenditioned with LiCl or starch
according to their treatment. On d 5, we conductesth@t term choice test to assess food

learning.

Main experiment

Animals and foragedVe used 32 adult Texel wethers of 3.2 + 0.2 yr of ageghing 67.2 +
0.4 kg and fitted with rumen cannulae. Cannulae hehhbnserted at least 2 yr prior to our
study. Animals’ live weight was kept stable throughthe experiment. The animals were
housed in individual pens (1 x 2 m), bedded withdwst, and had free access to water and

salt blocks. They were kept under constant conditions df (igh 14:10).
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They were fed a basal diet composed of grass hagsc{itable 2) at 0730 h (1/3 of the total
amount) and 1930 h (2/3 of the total amount); thsabdiet complemented the intake of the
experimental forages during tests in order to 8atld0% of maintenance requirements
(INRA, 2007). The average of the total amount offeasda basal diet ranged from 800 to
1100 g FM each day. On rest days (i.e. days withaanalitioning procedure or choice test)
the basal diet was supplemented by 400 g FM of aeemt pasture hay (Table 2) at 1400 h
still maintaining the 110% of maintenance regimenkeep the rhythm of 3 distributions per
day. The experimental forages were an alfalfa Mgdjcago sativa L..Rumiluz, Désialis,

Paris, France; Table 2) during the familiarizatior dhe first-conditioning phases, and an
orchard grass hay (Table 2) during the familiaraatand the second-conditioning phases.
We modified the hay between the 2 conditioning peaso that experienced animals were
faced with a new learning situation and had to cglly on the pre-ingestive cues (i.e. flavors)

created in the first-conditioning phase.

Flavors. As some sheep used in the methodological experimverg included in the main

experiment (n=8), we worked with 2 new powdered dlay aniseed and orange (BFI
Innovations Ltd, Chester, England). All sheep were eaiith respect to these flavors. They
were used at a dose rate of 20 g/kg FM of hay. Fsawere mixed with cellulose powder (40
g/kg FM of hay) so as to dilute them and to better homogdtazor concentration in the hay.

Powder mixtures (flavor + cellulose) were then mixed wik for each sheep individually.

Post-ingestive stimuli in the first and second-conditioning phaBkes. positive stimulus
(POS) was starch at a dose rate of 330mg/g of DR, the negative stimulus (NEG) was
LiCl, but its dose rate varied according to the pisagrom the results of the methodological
experiment, the LiCl dose rate was decreased to /g wigDMI for the first-conditioning
phase because we wanted to prevent a completdioajexd the flavor associated with the
negative consequence before starting the secorditmonng phase. Then the LiCL dose rate
was set to 10 mg/g of DMI during the second-conditig phase. We needed to use a LiCl
dose strong enough to contrast with the positivawtis and to influence animals’ choice
even when sheep were subjected to the simultansmngitioning procedure during which
post-ingestive consequences were diluted due taithaltaneous administration of the two

stimuli.
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Starch and LiCl powders were diluted in tap waterteat 1 g FM of hay ingested
corresponded to 1 mL of solution. Solutions werentlag@ministered directly through the

rumen cannula.

Familiarization phaseThe familiarization phase (Table 1) lasted for 1d4nd allowed sheep
to become accustomed to the feeding pattern ofwthele experiment. At 1400 h, they
received 400 g FM of permanent pasture hays exaepite d 8, 9, 11 and 12. On d 8 and 9,
sheep were successively offered 212 g FM of eastofed hay (200 g FM orchard grass hay
plus 12 g mix of flavor and cellulose powders) & min in order to avoid unfamiliarity and
hence rejection of flavors during the subsequeptepence tests. On d 11, animals were
offered the choice between the 2 flavored orchaadgghays (424 g FM each) for 18 min. On

d 12, we conducted a similar choice test with the same 2 flaubrsith alfalfa hay.

First-conditioning phase on alfalfa hayhe 32 sheep were divided into 2 groups (n=16) that
were balanced for live weight and preferencesltordred orchard grass hays measured on d
11 of the familiarization phase.

The experienced group followed a simple conditiorpngcedure with alfalfa hay on d 2 and
3 of each week over the course of 2 wk, between ™M80d 1515 h (Table 1). Sheep were
offered 1 flavored hay on d 2 and the other hayddh and were conditioned with LiCI or
starch according to their treatment. The allocatioflasfored hays to animals, days and post-
ingestive stimuli were balanced for each group. Choice teste run on d 4 at 1400 h.

The naive group received, on d 2 and 3, 500 g FMfaifaahay mixed with 20 g of cellulose
powder between 1400 h and 1515 h so that they waudhin accustomed to the cellulose
powder in the hays (Table 1).

Second-conditioning phase on orchard grass Haythis phase, we used the same flavors
(orange and aniseed) but they were mixed with an org@drass hay (Table 2). All sheep were
faced with a new food although experienced sheegvkime previous consequences of the
flavors. We expected them to use this experiencheir feeding behavior. Half the naive
sheep and half the experienced sheep were subjectedimple conditioning, while all other
sheep were submitted to a complex conditioning gatace. The 4 groups (n=8/group) were
then naive-simple, naive-complex, experienced-singpld, experienced-complex; they were
balanced for live weight and preferences for fl@doorchard grass hays measured on d11 of

the familiarization phase.
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During 4 successive weeks, all sheep were conddi@med 2 and 3 (Table 1). The 2 simple
groups received only 1 flavored hay per day, wheceasplex groups received both flavored
hays each day. The allocation of flavored hays tonals, days, and post-ingestive stimuli
was balanced for each group.

On d 4 of each week, all sheep were subjected tmme test to assess if sheep had learned
the associations between pre- and post-ingestiveilsthat was applied during conditioning

days.

Statistical analyses

Methodological experimentFor DMI during conditionings and choice ratio, sthtal
analyses were performed with non-parametric teststd the fact that behavioural data were
not normally distributed even after transformatigime Lilliefors testP < 0.05). We used the
Mann—Whitney test for independent data and the &da test for paired data both in the
XLstat v.2007.1 software (Addinsoft, New York, NY). Viiestly compared between groups
the DMI of the flavored hay associated with the ateg consequence and the DMI of the
flavored hay associated with the positive conseqeiedaring conditionings. We then
compared the choice ratio of the flavor associétetthe negative consequence depending on
the flavor (thyme and fenugreek). Then we pooleddidt@ of both flavors and for each LiCl
dose, we compared the choice ratio of the flavomed-lassociated to the negative
consequence to 0.50, the theoretical value of noicehAt the end, we analyzed the choice
for the hays associated with the negative conseguéygooling results for both flavors, and
tested the effect of the NEG dose.

For DMI during choice test, the data satisfied tladitions for parametric testing so we
performed the MIXED procedure of the SAS v.8.1 sofeM8AS Inst. Inc., Cary, NC), with

the group, the flavor and their interaction as fixed éffec

Main experimentFor the familiarization phase considering choica@sdniseed- or orange-
flavored orchard grass hay, we used the Studesstttb compare the initial preference
between flavors to a theoretical mean of 0.50 whiolild indicate no preference. For both
first- and second-conditioning phases, we performa@rmetric analyses using the MIXED
procedure of the SAS v.8.1 software (SAS Inst. Inc.yClElC). We used the REPEATED
statement with the autoregressive covariance streicif the correlation matrix to account for

the progressive learning process through expermheweeks. Data were subjected to
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transformation so as to satisfy conditions for pagtiic analyses (e.g. arcsine of square root
transformation for the choice ratios during theosekconditioning phase). Data from the
first- and the second-conditioning phases wereeddeaeparately, but for both, we analyzed
the total DMI during choice tests, and the choicetfe flavored hay associated with the
negative consequence, expressed as a ratio of DivithEdirst-conditioning phase, we tested
the effect of week, flavor associated with the negastimulus (aniseed or orange) and their
interaction. For the second-conditioning phase, vgtetethe effect of animals’ experience
(experienced vs. naive), conditioning procedure (Emp. complex), flavor associated with
the negative stimulus (aniseed or orange), expetahe@veek and the two-way interactions
between these factors. We also measured the totdlab¥the doses (mg/kg of BW) of the
positive and negative consequences received by sheeg weekly conditioning sessions (d
2 + d 3), i.e. before each choice test. Dry mattekentdata were analyzed for a potential
effect of the nature of the post-ingestive consaqagflavor, week and their interactions for
the first-conditioning phase and for the same ¢dfég which we added those of experience
and conditioning procedure for the second-condmigrphase. Finally, concerning the doses
of starch and LiCl animals received during suceessveeks of the second-conditioning
phase, we analyzed separately each consequence pgoteatial effect of flavor, week,
experience, conditioning procedure and their interastion

All non significant interactionsR > 0.05) were systematically removed from the ihitia

model.

RESULTS

Methodological experiment

During conditionings, the flavored hay associatedhwhe negative consequence were
consumed in similar amounts whatever the LiCl dd€& + 8 g of DM for NEG1 and 468 +
6 g of DM for NEG2;P = 0.98). The conclusion is the same for the flavdrag associated
with positive consequence (456 + 17 and 429 + 14f POM when offered in choice
respectively with NEG1 and NEGP;= 0.06).

During choice tests, mean total DMI was not affechydthe flavor associated with the
negative consequenck € 0.75) nor by its interaction with the group £ 0.74); sheep in the
NEG1/POS group, however, consumed a greater total rnoddlavored hay than sheep in
the NEG2/POS group, respectively 274 + 12 and 206 + 13dvofP < 0.01). The choice for

the flavored hay associated with the negative apnsgce was not affected by the nature of
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the flavor (0.04 £ 0.04 for thyme and 0.07 + 0.03 fenugreek,P =0.17; Table 3). The
average preferences for the hays associated withINdf@ NEG2 were respectively 0.10 £
0.04 and 0.01 £ 0.01. As they both differed from theothtical value of non preferende £
0.01 for both), the 2 LiCl doses tested were efficieninduce flavored hay aversions when
they were imposed in combination with a POS stimullihe preferences for the hays
associated with NEG1 and NEG2 were furthermore sinfifa= 0.69), whereas we observed
that all the 8 wethers in NEG2 / POS group expresstadiaversions (i.e. when the choice for
the flavored hay associated with the NEG stimulus @.05) whereas only 4 out of 8
wethers in NEG1 / POS group expressed the same behavior.

Main experiment

The initial choice test using orchard grass hayrduthe familiarization phase indicated that
the preference for the aniseed-flavored hay was £.8@4 which differed from the value of
0.50 which would be expected if sheep had shown no preferérc.01).

First-conditioning phase.During conditionings, experienced animals consumadilas
amounts of flavored hay whether the post-ingessii@ulus was NEG or POS (450 £ 7 and
435 + 11 g of DM respectively; P=0.08) and there waseffect of the week of conditioning
(P = 0.30). Mean DMI during conditionings was influedcby the flavors with sheep eating
more when the hay was flavored with orange thaseau (451 = 8 and 433 £ 9 g of DM
respectivelyP < 0.01). Sheep received an average of 2,048 + 62gwdg/BW of the positive
consequence or 32 + 1 mg/kg of BW of the negative conseqoeneach conditioning day.
During choice tests, animals consumed on averaget Z82g of DM and this intake did not
differ by week P = 0.19). They decreased their choice for the flavdray associated with
NEG post-ingestive consequence as the first-conditioriiageprogresse® & 0.01 between
wk 0 and 2; Figure 1). Aniseed-flavored hay waghiemmore preferred to orange-flavored
hay P < 0.01), whatever the week (flavor x we€ks 0.99).

Second-conditioning phas®uring conditionings, mean DMI was not influenced tne
animals’ experienceP(= 0.16) or the week of conditionir{ = 0.70). There were, however,
differences between simple and complex groups 0.01; Table 4). As a consequence, the
dose of each stimulus received by sheep was irdeeey the conditioning procedure €

0.01; Table 4) with complex groups receiving higheses of both starch and LiCl than
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simple ones. Sheep in naive-simple, naive-complexegpdrienced-simple groups consumed
similar amounts whether the consequence assoaatedhe flavored hay was POS or NEG
(P=0.96,P=0.21 andP = 0.94 respectively) contrary to those in the expead-complex
group where the POS stimulus resulted in enhantadétés (P < 0.01; Table 4). Mean DMI
during conditionings was also influenced by thevdis: sheep ate more when the hay was
flavored with aniseed than orange (560 + 14 and 502 + 14 g ofd3pkctivelyf < 0.01).
During choice tests, mean total DMI was affectedhseiby animals’ experienc® & 0.88),
conditioning procedureP(= 0.92), week R = 0.75) nor by the flavor associated with the
negative stimulusk = 0.48). Sheep consumed an average of 286 + 7 g of DM.

The choice for the flavored hay associated withrtegative stimulus was affected by both
experiencel® = 0.02) and complexity(< 0.01), but not by the conditioning wedk% 0.35).
Experienced sheep rejected the flavored hay asedomith the NEG stimulus more than the
naive ones whatever the conditioning procedure {0.200.029 vs 0.470 = 0.041
respectively). Groups subjected to simple conditig rejected it more than those subjected
to complex conditioning whatever the sheep’s exgree (0.303 + 0.038s.0.474 = 0.035
respectively; Figure 2). The choice for the flavoheyy associated with the negative stimulus
was also affected by the nature of the flaydr<(0.01) with aniseed-flavored hay (0.53 +
0.04) preferred over orange-flavored hay (0.25 + 0.08)s lower preference for orange
flavor made the flavor interact with animals’ expearce on the choice for the hay associated
with the negative stimulusP(= 0.05). Thus, when the hay associated with the negati
stimulus was aniseed-flavored, the rejection of tiaig was higher in the experienced than in
the naive groups (0.37 + 0.04 and 0.67 % 0.05 respdygti? < 0.01); when it was orange-
flavored, this difference was not observed (0.24 5 @6Ad 0.27 + 0.05 respectivellp, =
0.82).

DISCUSSION

This experiment aimed to test whether the presehpeesingestive cues that could serve as
indicators of post-ingestive consequences, wouldovg food learning of sheep in learning

situations varying in complexity.

The notion of indicators of food value is based ba theory of cognitive generalization.

Generalization is considered as an adaptive resp@@kirlanda and Enquist, 2003) that
implies a cognitive evaluation of an object on tlasis of similarity criteria: animals respond

the same way to various objects if they possessdasicharacteristics (Benaret al, 2006)
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but this response is graded, i.e. it decreases witteased differences between stimuli
(Ghirlanda and Enquist, 2003). Sheep have the abiligeneralize food preferences (Villalba
and Provenza, 2000a, b) and aversions (LaunchbaudhPewsvenza, 1994; Ginane and
Dumont, 2006) on the basis of flavors or plant spedédllowing a simple learning procedure
(i.e. one pre- and post-ingestive association at a time) éwaimple situation. As we needed
to control the animals’ knowledge about pre-ingestues in our experiment, we used this
generalization ability to create pre-ingestive aadors of post-ingestive consequences during
the first-conditioning phase for half our animalfien, we compared the learning efficiency
of these sheep that knew the value of pre-ingestiss (experienced sheep) with the ones
that did not (naive sheep), in simple and complaxni@g contexts. As the results showed no

interaction between experience and complexity, we witdis these factors separately.

Experience effect

Experienced sheep were more efficient in food legrhan naive ones in both simple and
complex learning contexts. In fact, through the whs#eond-conditioning phase (no week
effect), experienced animals showed a greater anoé&af the flavored hay associated with
the negative post-ingestive consequence than thes mmes. Experienced sheep then used
their knowledge about pre-ingestive cues to beteal with new learning tasks than naive
counterparts, in both simple and complex situatidisewise, lambs used their previous
knowledge by avoiding, when given a choice betwekesd¢ two food items while
receiving LIiCl, a food that had been previously @aiwith LiCl but not a novel food (Burritt
and Provenza, 1996). Our own result also supporthgomthesis that pre-ingestive stimuli
were not only used by sheep to discriminate betvagféerent food items but can also be used
as cues to indicate post-ingestive consequences. Wass previously demonstrated in
common ringtail and brushtail possum where terpeaamsear to act as a cue to levels of
toxins (jensenone) in the leaves (Lawd¢al, 1999). In this way, pre-ingestive cues can help
sheep to improve their food learning efficiency aswlld play a role in diet selection,
especially in complex environments. Our experimeaégign brought into play binary choice
test between the flavor associated with the pasitonsequence and the flavor associated
with the negative consequence so that an aversioone flavor implies (by default) a
preference for the other. The potential role of izadlor’ of each flavor could have been
further specified by a choice test with a thirdvfia (i.e., a flavor not paired with starch or

LiCl, only vehicle). This ‘indicator’ role was, hower, not included in previous studies
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involving complex learning scenarios (Duncan andnfp2002; Duncaet al, 2007; Ginane
et al, 2005, 2009): the vegetation used in these studissegsed natural pre-ingestive stimuli
that did not necessarily tie in with the actualtgongestive rewards imposed experimentally;
as a consequence, pre-ingestive stimuli could rditd@te to animals a potential positive or
negative consequence. This potentially misleadifecebf pre-ingestive stimuli may explain
why sheep encountered difficulties to make adegaat®ciations between pre- and post-
ingestive stimuli in these complex learning contexts ivipres work.

Our results also confirm the ability of sheep to@mlize on the basis of food flavor from a
simple learning context (first-conditioning phase)another simple learning context (simple
groups in the second-conditioning phase), as prelyahown (Launchbaugh and Provenza,
1994; Villalba and Provenza, 2000a, b). Our resultthér indicate the ability of sheep to
generalize to a complex learning context (compleugs in the second-conditioning phase),
which would allow us to better assess the roleooftiflearning on diet selection in complex

environment, as at pasture.

Complexity of the learning procedure

As herbivores in the field are faced with and cansumany plants in a short space of time,
we varied the complexity of the learning procediyeoffering foods on separate days (i.e.
simple conditioning procedure) or simultaneouslythim day (i.e. complex conditioning
procedure). This was close to the procedure usedumgdh and Young (2002), although our
experiment only involved two different food itemsda two extreme post-ingestive
consequences associated with them (posisenegative, no neutral one). Despite these
differences, our simultaneous scenario was perceagecbmplex by our sheep as shown by
the lower learning efficiency of the complex grougmnpared to the simple ones during the
second-conditioning phase, whatever the sheep’squ&wexperience of the post-ingestive
consequences associated with the flavors. This wiodidate that the generalization process
was not totally achieved for experienced-complexephdue to the changes made between the
first and the second-conditioning phases, namelyn#tere of the experimental hay, the dose
of lithium chloride and the conditioning procedure.

Sheep subjected to a complex conditioning procesgre less efficient in learning than
those subjected to a simple one despite receivigigeh doses of both positive and negative
stimuli during conditionings (Table 4). This furthemasuggested that the contrast between

the negative and the positive consequences was moregfiokithem compared to sheep in a
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simple learning scenario. Considering starch, onddcaxgue that this higher dose (up to an
average of 3.3 g/kg BW for the experienced-complegupg) could lead to negative

consequences due to an excess of nutrients (Prav&f85a). Nevertheless, previous works
demonstrated that similar doses of starch induaederences in sheep (3.8 g/kg BW in
Villalba and Provenza, 1999; 3.7 g/kg BW in Ginateal, 2009). We therefore consider that
the higher doses of starch received by sheep ircdhglex groups did not induce negative

consequences that could have impaired their learninggsoce

Flavor effect and interaction between experience and conditioning procedure

Throughout the experiment, we observed a strong flavoeteffée initial choice test between
aniseed- and orange-flavored orchard grass hay m&nated an unexpected preference for
aniseed (0.80 vs. 0.20 respectively), because prevsbudies reported no significant
differences in preference for these flavors (Kyaiaget al, 1997; Arsenost al, 2000). This
could be explained both by restricted sample siz¢hese studies and by a variability in
hedonic responses of naive animals. We allowed Herdifference in individual hedonic
acceptability of the 2 flavors by balancing sheemur 4 treatments. After the conditioning
procedure of the second-conditioning phase, howekierchoice ratio for the flavored hay
associated with the negative post-ingestive corasmpiwas influenced by the nature of the
flavor used: sheep negatively conditioned on adiste flavor which was initially preferred,
expressed a lesser avoidance than those negatimetiitioned on orange. This flavor effect
may explain the absence of interaction between resqgee and complexity and may be
responsible for the poor learning efficiency ofueasimple animals, which did not clearly
avoid the flavored hay associated with the negatoresequence. All sheep were subjected to
a simple classical conditioning procedure for aglgeriod (4 wk), and conditioned food
aversions are considered as a fundamental adaptavior for herbivores’ survival.
Therefore, it appears that the initial hedonic valtia food influences the evaluation of this
food by sheep in a learning context, i.e. it mightelasier for animals to associate a food
initially preferred with a positive consequence nthaith a negative one. Usually, food
preferences are understood as the result of tleeactton between taste and post-ingestive
feedback, with a post-ingestive feedback that callds taste in accord with a food’s
homeostatic utility (Provenza, 1995b). Although thportance of pre-ingestive stimyder

se was not clearly demonstrated, it appears that sgnstimuli greatly influence the

propensity to make an associative learning between prepastdngestive stimuli.
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In conclusion, experienced sheep were more effigrefdod learning than naive ones in both
simple and complex learning contexts. This impliet #heep can use pre-ingestive cues as
indicators of post-ingestive consequences to hkegmtto learn about new foods. The
condition for this is that animals can associatptues with biological consequences, either
via previous learning or innately, and that they abée to generalize their knowledge. The
present experiment reinforces the few previous dhesinchbaugh and Provenza, 1994;
Villalba and Provenza, 2000a, b; Ginane and Dumor@6 R indicate an ability of sheep to
generalize food knowledge and offers a better wstdeding of herbivores’ learning abilities

and diet selection especially in complex environments.
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Table 1: Procedures taking place at 1400 h during the 3 phases of the main experiment, svbiciducied to test whether animals’ prior

knowledge of a food’s sensory characteristics could help them to learn in a coegul@gfscenario

Phases Experimental design

Familiarization All sheep (n=32)

phase H B
14 d 1 O

| di|d2]| d3[da]as|de| a7 ds ] do|diofdi1|a12|d13]a14|

First. o Naive (n=16) Experienced (n=16)
conditioning

phase O O : :
v
2 wk |d1|d2]d3]da|ds|de]a7] [d1]d2] ds]da]d5] a6 a7]

Second Naive - simple (n=8) | Naive - complex (n=8) Experienced - simple (n=8) | Experienced - complex (n=8)
conditioning : :

phase
4 wk

|d1|d2|d3|d4|d5|d6|d7|§ |d1| d2]d3|d4|as|d6]d7]| | [d1]d2]|d3|da|d5]ds]d7] |d1]d2]d3]da|ds|d6]a7]

| Familiarization with orange- and aniseed-flavored orchard grass lugsively offered (flavors + cellulose)
O Familiarization with alfalfa hay plus added powdecetulose (without flavors)

Simple conditioning on aniseed- and orange-flavored alfalfa hay

1 Simple conditioning on aniseed- and orange-flavored, respectively, oretsartayr

i Complex conditioning on battange- and aniseed-flavored orchard gras®offayed simultaneously in two adjacent buckets
¢ Choice test on orchard grass hay
v

Choice test on alfalfa hay
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Table 2: Chemical characteristics of experimental hays ustbdribthe methodological
experiment and the main experiment, which were conducspectvely to determine the
dose of the negative stimulus sufficient to induce pdeid aversions, and to investigate the
effect of previous experience of the consequences assbeiah food of a particular flavor
(naive vs. experienced animals) as well as the degree ofedtymf the learning task

(simple vs. complex conditionings)

Grass hay Permanent Alfalfa Orchard
ltem

cubes pasture hay hay grass hay
DM*, % 91+1 89+1 91+2 90+3
NDF, g/kg of DM 730.8 659.5 564.0 692.5
ADF, g/kg of DM 404.4 367.7 390.2 355.0
CP,g/kg of DM 76.9 70.5 138.5 95.7
! Mean + SD
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Table 3: Methodological experiment: Choice ratiosDMI (mean + SEM) by sheep for the
flavored hay associated with the negative consequeneadieg on the dose and the flavor

of each group.

Choice ratio for the flavored

Group$ hay associated with NEG

Thyme NEG1 / Fenugreek POS  0.074 £ 0.085
Fenugreek NEG1/ Thyme POS 0.128 + 0.051
Thyme NEG2/ Fenugreek POS  0.001 + 0.001
Fenugreek NEG2 / Thyme POS  0.017 £0.010

! The choice ratio considered the DMI of the flavored hay @&ssotwith the NEG
consequence divided by the total DMI of the 2 flavored hays.

NEG1 and NEG2 were induced by LiCl at 10 and 20 mg/g of DMI, otispdy. POS was
induced by starch at a dose rate of 330 mg/g of DMI.
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Table 4: Second-conditioning phase of the main experimént:ddflavored hay associated
with negative (NEG) or positive (POS) consequences, and dbsash consequence

received by sheep (mean + s.e.) during a week of condigjomreach treatment

Treatments
Naive- Naive- Experienced- Experienced-
simple complex simple complex
Intake, g of DM
NEG' 439 +8 667 + 29 449 + 6 515 + 30
POS 442 +7 637 + 39 449 + 8 647 + 29
Dosesmg/kg of
BW
NEG*! 701 98+4 68 + 2 785
POS 2310+ 42 3103 +£ 185 2254 + 61 3277 + 167

NEG was induced by LiCl at a dose rate of 10 mg/g of DMI
’POS was induced by starch at a dose rate of 330 mg/g of DMI.
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Figure 1: First-conditioning phase of the main experimean choice ratio of DMI for the
alfalfa hay associated with the negative consequencegtheperimental weeks in 2 groups
of sheep characterized by the nature of the flavor (anmeednge) associated with the
negative consequence. Week 0 corresponded to the initiaedbefore the first conditioning

of each group. Error bars denote standard errors of urdraredd data means.
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Figure 2: Second-conditioning phase of the main expetinvian choice ratio of DMI for
flavored orchad grass hays associated with the negatnsequence, depending on the
animals experience and the complexity of the conditionioggulure. The choice ratio
considered the DMI of the flavored hay associated with digative consequence divided by

the total DMI of the two flavored hays. Error bars denotedsted errors of untransformed

data means.
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CHAPITRE 3

Les gouts umami et amer :
préférence spontanée

et role dans les apprentissages
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Est-ce que les ovins utilisent les golts umami et amer en tant
gu’indicateurs des conséquences post-ingestives lorsqu’ils

sélectionnent leur alimentation ?

|. CONTEXTE ET OBJECTIFS

Chez les ruminants, le golt semble étre le semipalement sollicité lors de la
sélection alimentaire (Arnold, 1966b). Les sens satagssentiellement utilisés comme des
agents discriminants, en d'autres termes ils peraietit a I'animal de discriminer les
aliments, mais ils ne pourraient vraisemblablemastipfluencer les préférences alimentaires
en I'absence de conséquences post-ingestives @ssdélirovenza, 1995). Toutefois, certains
golts seraient préférés et d’'autres évités de maaimdstantanée et en I'absence de toute
conséquence post-ingestive immeédiatement assoGéatd¢her et Church, 1970a, 1970b ;
Grovum et Chapman, 1988 ; Gherardi et Black, 1991jjwiepourrait étre le signe d'une
valeur latente, innée ou acquise. Suite aux résutatsadictoires obtenus avec le goQt sucré
(annexe 3) et rapportés par Baumont (1996), noussaehoisi deux autres go(ts présents
naturellement dans les végétaux, et qui possedésntlement une valeur latente au vu des
données présentes dans la bibliographie : le go@miret le godt amer. L'umami est le
cinquieme godt primaire, découvert assez récemmarit,cgrrespond a une sensation
caractérisée de savoureuse. Il est provoqué parékemce de glutamate monosodique, un
acide aminé présent dans les protéines et powwoait étre synonyme d’'une conséquence
post-ingestive positive liée a un apport protéiqY@amaguchi et Ninomiya, 2000). A
l'inverse, le goQt amer serait synonyme d’une consgge post-ingestive négative du fait que
ce golt caractérise de nombreux composés végésmoxdaires qui sont toxiques pour les
animaux (Garcia et Hankins, 1975 ; Rogadial, 2008).

Au cours de cette expérimentation dénommée "gpfiteaires”, nous avons donc
étudié les préférences des ovins pour les goltsmiined amer, et leur role dans les
apprentissages alimentaires. Nous avons cherchéi, sdans un premier temps, si ces deux
golts peuvent induire des préférences ou aversimentaires spontanées et stables, en
I'absence de toute conséquence post-ingestive inateédans un D' temps, nous avons
voulu déterminer dans quelle mesure ces godts Emteurs d’'une valeur latente qui ferait

d’eux des indicateurs des conséguences post-ingestives.
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[I. METHODES

Le goGt umami est induit par du monosodium gluteni®SG) testé aux doses de 15
(MSG1) et 25 (MSG2) g/kg MS de foin. Le golt amet Emluit par de la quinine
hydrochloride (Quin) testée aux doses de 2 (QuénB (Quin2) g/kg MS de foin. Ces golts
sont dilués dans de I'eau puis vaporisés sur un foin delelacty

Nous avons soumis 24 agnelles Romane a une ®ftiests de choix a court terme
afin de déterminer leurs préférences relatives peaiideux golts umami et amer comparés
I'un par rapport a I'autre, puis chacun par rapportméme aliment témoin (sans goQt ajouté,
uniquement vaporisé a I'eau). Les préférences veltsont calculées proportionnellement a
la quantité ingérée totale (en MS). Les combinaisbimaires testées selon un schéma
expérimental en carré latin sont donc MSG1-Quinl,G#Ruin2, MSG2-Quinl, MSG2-
Quin2, MSG1-Témoin, MSG2-Témoin, Quinl-Témoin, et Quin2-Témoin.

Puis 20 des 24 agnelles ont été réparties enldeuge 10 soumis a une procédure de
conditionnement impliquant soit une associationécehte entre le godt et la conséquence
(golt préféré / conséquence positive et inversesait une association incohérente (golt
préféré / conséquence négative et inversementapaort a leur préférence initiale pour ces
godts. Nous avons utilisé du propionate de sodiudueathlorure de lithium pour induire les
conséguences positive et négative, respectivemehipbthése était que I'apprentissage
serait plus facile et l'intensité des aversions filute dans la situation cohérente que dans la
situation incohérente. Enfin, nous avons procédé aedts de choiypost hocentre chacun
des godts et un aliment témoin afin de déterminkus valeur latente a été modifiée par ces

apprentissages réalisés en situation cohérente ou necvbé

1. RESULTATS

Les tests de choix menés avant les procéduremiditionnement ont révélé que,
quelles que soient les doses utilisées, le foitétiail golt umami était préféré face a un foin
témoin (0.71 = 0.04) et face a un foin traité avegdét amer (0.77 + 0.02P < 0.05), alors
que le foin porteur du golt amer n’était ni préfaré&vité lorsqu’il était testé face a un foin
témoin (0.49 £ 0.03). Nous avons alors choisi les sldd8G1 et Quinl pour la phase
d'apprentissage suivante. A ces doses, la quiningiess percue par les agnelles puisqu’elles
I'évitent suite a des conditionnements aversifssgeanéthodologique 1 présenté dans

I'article), et la quinine, tout comme le MSG, n’indemd pas de conséquence post-ingestive
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pouvant entrainer des préférences ou des aversionsntaires (essai méthodologique 2
présenté dans l'article).

L'aversion pour le golt associé a la conséquengatiné était plus forte en situation
d'apprentissage cohérente (amer) qu’incohérentearum(0.04 + 0.02 et 0.19 + 0.08,
respectivement,P < 0.05). Néanmoins, il est difficile d’en conclure gles animaux
apprennent mieux en situation d’apprentissage eole&rdans la mesure ou ce résultat peut
aussi étre lié a I'important écart de préférence initialeedas golts amer et umami.

Les tests de choipost hocface a 'aliment témoin, menés aprés les procéddees
conditionnement, montrent que la préférence polwgol@ umami est modifiée de maniére
logique avec la nature des conditionnements (autatien lorsqu’il est associé avec une
conséquence positive et diminution dans le casrseye en revanche, la préférence pour le
golt amer, n'est pas modifiée quelle que soit laineaties conditionnements. Celle-ci se
trouve étre équivalente a celle observée pour k& gonami apres les conditionnements

négatifs.

I\VV. CONCLUSIONS

Certains golts primaires influencent, au moins artcaerme, les préférences
alimentaires des ovins en I'absence de conséqumstangestive. Ainsi, le golt umami est
préféré par les agnelles, avec une faible variébilitdividuelle. L’absence d’aversion
marquée pour le golt amer pourrait étre liée augfaé son seuil de rejet serait plus élevé que
son seuil de détection. En effet, le seuil de rejet'ataertume serait plus élevé chez les
herbivores que chez les carnivores pour évitelgjog rejettent trop d’items alimentaires, ce
godt étant tres répandu dans le régne végeétaliddefa composeés végétaux secondaires. Les
golts primaires posséderaient également différargksurs latentes qui rendraient les ovins
plus ou moins enclins a les associer aux conségagust-ingestives associées selon gu’elles
sont cohérentes ou incohérentes par rapport aéeaiuation initiale. Au vu des résultats
obtenus lors des tests de choix aprés les condd@inants, le golt umami aurait une valeur
latente positive mais serait toutefois rejeté lalibgest exceptionnellement associé a une
conséquence négative afin d’assurer la survieidéividu. Le golt amer, quant a lui, aurait
une valeur latente négative qui inciterait 'animabur assurer sa survie, a rester méfiant a
son égard méme lorsqu’il est exceptionnellemenb@ssa une conséquence positivllos
résultats amenent aussi a l'idée que les signagatif@ sont plus forts que les signaux
positifs, que ce soit en tant que conséguence post-ingestis@mme indicateur.
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ABSTRACT

Grazing herbivores use their senses to select their didasdes could reveal certain plant properties,
we investigated whether sheep use them as cues to anticipate postergmsequences. We focused
on umami and bitter tastes reported to be associated wiirpaestd toxin contents, respectively. We
aimed to determine 1) lambs’ preferences for umami and béstest offered together or with a
control, and 2) lambs’ efficiency in learning positive and negapiost-ingestive consequences
associated with tastes coherently (i.e. umami tastgositive, bitter— negative) or incoherently (i.e.
bitter — positive, umami— negative). The umami taste was induced by either 15 (MSGZ2p or
(MSG2) g monosodium glutamate per kg DM hay, whereas the taiiier was induced by 2 (Quinl)
or 3 (Quin2) g quinine per kg DM hay that were sprayed on an mkarass hay. In the first
experiment, 24 ewe lambs were tested on eight two-choice typ8&1MJuinl, MSG1-Quin2,
MSG2-Quinl, MSG2-Quin2, MSG1-Control, MSG2-Control, Quinl-Control, and Quin2r@pimt a
Latin-square design. They always preferred the umami-tasipgo the control and the bitter-tasting

hay P < 0.01) while they were indifferent to the bitter-tasting lsaypared to control hay. After
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having checked that the lambs perceived the bitter taste ohdiycquinine (experiment 2) and that
none of the substances used to modify the tastes induced theipastsingestive consequences
(experiment 3), we conducted the fourth experiment. Then, both colarénincoherent groups
decreased their preference for the taste associated wiliveegonsequences compared to the taste
associated with positive consequences, and aversion was graatecaherent than in the incoherent
group (0.04 + 0.02 and 0.19 + 0.08, respectiv@ly, 0.05). This difference could however be a
residual effect of the large difference between initidfgrences. After conditionings, to assess
changes in individual tastes values, we re-tested the lamb®r@nces between umami- or bitter-
tasting hay and control hay, and compared them with the initefenence patterns recorded in
experiment 1. Preference for umami-tasting hay logically staaicording to whether post-ingestive
consequences were positive or negative, contrary to preferendaitter tasting-hay which was
unaffected and close to umami value once negatively conditioned. Wastanithus appears to have a
positive value that can decrease after aversive condit®ningile bitter taste appears to have a

negative value that made sheep suspicious about it even when assoithepediive consequences.

Keywords: primary taste, cue, food learning, preferencej\oeeh

INTRODUCTION

Understanding food preferences in herbivores israid for optimizing forage utilization and
pasture management. Ruminant herbivores at pastera@ed with a large variety of plant
species and it is widely recognized that they $edediet richer in nutrients and poorer in
toxins than the average composition of the avalafglgetation. Sheep use all their senses to
gain information on the foods in their environmé@rbrbes, 1998), but taste appears to be of
major importance in directing forage preferenceu@ger et al., 1974). This is made possible
by sheep’s ability to perceive the five primary tastes (ivees, salty, sour, bitter, and umami)
to which they respond in choice tests (Gherardi Biatk, 1991; Goatcher and Church,
1970a, 1970b; Grovum and Chapman, 1988). Plants tivaaks encounter in the field have
broadly different taste profiles, and some of thestes may reveal certain properties. Hence,
several secondary plant compounds that are toxXietbivores have a bitter taste (Garcia and

Hankins, 1975; Rogosic et al., 2008), whereas sweetiaraini tastes have been proposed to
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be associated with energy (Swithers and Davidso@8)28nd proteins (Naim et al., 1991),
respectively. Mammalian herbivores could therefose plant tastes as indicators of their
toxic or nutritive value, as shown with invertelesit aposematic colouring and protection
from avian predation (Aronsson and Gamberale-$til808). This hypothesis is also
supported by the fact that sheep can use artifil@burs as indicators of food consequences
and generalize this knowledge to improve foragiffgciency in a complex conditioning
procedure (Favreau et al., in press).

Preferences for primary tastes, whether based amahaelection (i.e. hedyphagia; Rhoades,
1979) or individual experience (Forbes and ProveR@8a0; Yearsley et al., 2006) paired with
generalization (Ginane and Dumont, 2006; LaunchbaughProvenza, 1994), would allow
animals to forage more efficiently in complex eowviments presenting multiple food options
of various quality (Yearsley et al., 2006). The usprefingestive cues could shorten decision
times and reduce risks of poisoning (Augner andn8gs, 1998). However, despite this
potentially important role of primary food tastesruminant diet selection, the topic remains
relatively unresearched. This paper focused on unzendibitter tastes, as they have been
shown to induce preference and rejection in shesgperctively (Gherardi and Black, 1991;
Goatcher and Church, 1970b), while sweet taste giaaable results (Baumont, 1996). We
first investigated whether sheep give angriori value to the tastes by measuring their short-
term preferences for umami and bitter taste (erpant 1). We checked that sheep were able
to perceive the substances inducing the tastese exgent 2) and that none of these
substances caused for any own post-ingestive sff@stperiment 3). We then submitted
animals to a conditioning procedure that confrontkdm with either a coherent or an
incoherent situation compared to their initial exsdilon of the tastes (experiment 4). If umami
and bitter tastes are considered as having positidenegative value, respectively, then sheep
should more easily learn the coherent associatiansjmami taste with positive consequence
and bitter taste with negative consequence, thanrdlierse incoherent associations, i.e.
umami taste with negative consequence and bitste taith positive consequence. Animals
submitted to the coherent situation would be mdiieient in the learning task because they
could use tastes as cues allowing them to anteithet associated consequences. Finally, we
conductedost hocpreference tests between the tasted hays andtiichay to assess how
the value of each taste changed with conditionings.
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MATERIALS AND METHODS

Animals, forages and substances used to induce the bitter and umami tastes

The whole experiment took place between November 2068 July 2009 at the INRA-
UR1213 experimental farm in France (45°42'N, 03°30’E)e Tdnimals were handled by
specialized personnel in accordance with EU Direc6@9/1986 guidelines on animal care
and welfare. We used Romane (Berrichon du Cher xdRom crossbred) ewe lambs aged
between 5 and 7 months. The lambs were first rearédeal by their mother and then fed on
a permanent pasture for one month before the dteggn. Ten days before each step of the
experiment, animals were housed in individual peatated from each other by openwork
fences allowing social contact. They were maintainet? h light - 12 h dark conditions with
free access to water and trace mineral salt blocks.

Throughout the study, basal diet was the same pembgrasture hay (80% of grasses) that
was complemented by concentrate pellets (Alicoopdraux, France) composed of straw,
cereals (mainly wheat and barley), vitamins and naise(2.7 Mcal of ME/kg and 19% CP
(DM basis)). The forage to which were applied theganodifying solutions was the same
orchard grass hay@actylis glomerata chopped into 5-cm-long pieces. The DM content and
the chemical characteristics of these foods, thatvetable over experimental weeks, are
given in Table 1.

The substances used to induce the umami and laitizstwere L-Glutamic acid monohydrate
monosodium salt (monosodium glutamate [MSG]; Sigkigrich, France) and quinine
hydrochloride dihydrate (quinine [Quin]; Merck, Geny), respectively. The experiments
used MSG dosed at 15 and 25 g/kg DM hay (called M&& MSG2) and Quin dosed at 2
and 3 g/kg DM hay (called Quinl and Quin2). MSG gnhdn were in powder form and were
diluted with tap water at different concentraticaxscording to dose, so that 1 kg of fresh
orchard grass hay was always sprayed with 125 rtilefolution. In some experiments, the
taste of the hay was not modified (control); the lneas sprayed with tap water only, in
similar proportions. In all cases, the hay was sptaged mixed manually about three hours
before the tests.

The tests happened systematically at 14:00 h. Ondes&, animals were offered 200 g of
pellets at 08:00 h until 10:00 h so that they cduddtested at a constant feeding motivation.
The rest of the basal diet was given to the aniinel&een two and three hours after the end
of the tests. They then received an average of 2BM @f the permanent pasture hay and

pellets in an amount that complemented the intdlexperimental hay to allow a weight gain
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of 150 g/d. This amount ranged between 580 and t(gllets besides the 200 g offered in
the morning, according to the experiment.

When animals were not tested, they received pglB&i8 g) before 10:00 h, the permanent
pasture hay (350 g FM on average) at 14:00 h andetteof pellets (760 g on average) at
16:00 h. Over the whole study, the lambs consumeastlmall the pellets offered as their
refusals ranged from 0 to 3% of offer. Refusalshefpermanent pasture hay ranged from 2 to
16 %.

Experiment 1: animal preferences for the bitter and umami tastes

Twenty-four 5-month old ewe lambs (mean liveweigBtkg (S.D. 4.6)) were proposed two-
way choice tests involving the orchard grass hagysu with either water (control), one of
the two MSG doses (MSG1 and MSG2), or one of the Quan doses (Quinl and Quin2).
These five foods led to eight choice types, namelaQd-Quinl, MSG1-Quin2, MSG2-
Quinl, MSG2-Quin2, MSG1-control, MSG2-control, Quinkitol and Quin2-control that
were offered in an 8x8 balanced Latin-square design (Zpble

The experiment lasted for four weeks, with two contiee days (d1-d2 or d4-d5 each week)
for each choice type. Each day, the animals weraeaff@800 g FM of each food in two
adjacent buckets for 30 minutes. The buckets were weghed to determine the amount of
each hay consumed, thereby allowing preferencee tasbessed as the ratio of each forage
intake over total intake. Total intake averaged 203 + 14 (s.g.FM).

Statistical analyses were performed with non-patamiests because the data did not satisfy
the conditions for parametric analyses. The Wilcoxest for paired data revealed a
significant day effect for half of the eight choiyges. We therefore decided to work on data
recorded on the second day only, considering teday as an adaptation to the choice type.
For each choice type, we compared the animals’ gmede with the theoretical value of non-
preference (0.5) using the Wilcoxon test for padath. Finally, we compared preferences in
the different choice types using the Friedman twebich is a non-parametric alternative to
ANOVA for repeated measurements. All these non-patamtests were performed on Xlstat
v.2007.1 software (Addinsoft, New York, NY).

Experiment 2: animal perception of bitter taste induced by quinine

In the first experiment, animals neither preferred rejected the bitter taste induced by

quinine. We then needed to check that sheep acfpalbeived this taste and so discriminated
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between the two foods offered during choice teste Mged the aversive conditioning
procedure to assess this perception. A new bataigbt 6-month-old Romane ewe lambs
weighing 38.2 kg (S.D. 2.9) were offered the choicavben the orchard grass hay sprayed
with the lowest dose of quinine, i.e. Quinl (2 g/kg Bivhay) and with the hay sprayed with
water (control hay). Animals were chosen on thesbasitheir initial preference for Quinl
measured during a single choice test, and on tiveweéight. Lithium chloride (LiCl, Sigma
Aldrich France), an emetic substance (Provenza.el@94), was used to induce a negative
post-ingestive consequence after animals had caedbuime quinine-sprayed hay. It was
administered orally to the animals at 100 mg/kg BlvVgelatin capsules using a veterinary
dosing gun.

After the initial preference test, the experimerstdd for two 1-week periods. Each week,
animals were fed the quinine-sprayed hay on dld&and were offered the control hay on
d2 and d4. On these conditioning days, 300 g FM efafithe hays was offered in a bucket
to each lamb for 15 minutes. The amount of hay coesuwas measured, and the animals
were either administered a capsule containingthalfequired individual dose of LiCl for the
quinine-sprayed hay or just handled with the enguging gun for the control hay. Forages
were then offered to the animals for 30 more misusdter which the animals were again
either adversely conditioned (Quinl) or just haddleontrol). On d7, they were tested for
choice between quinine-sprayed and control hayinguhoice tests, 250 g FM of each hay
were offered to the animals in two adjacent buckets20 minutes. The buckets were then
weighed to determine preference for the quininesgga hay. Animals consumed an average
of 158 £ 23 (s.e.m) g FM during conditionings and 64 + 17 g dwiice tests.

Preference for the quinine-sprayed hay was ardsamsformed to satisfy conditions for
parametric analyses. It was analysed for a potepéabd effect using the Mixed procedure
of SAS (v.8.1 software, SAS Inst. Inc., Cary, NC) with tepeated statement associated with
the autoregressive covariance structure. We usedSthdent t-test to compare initial
preference and average preference after condigiomn the theoretical value of non-

preference (0.5).

Experiment 3: post-ingestive effect of the substances used to modify the tastes

This experiment aimed to check that none of thetaubss used to modify the tastes were
responsible for any own post-ingestive effects ttaild have influenced the preferences

measured in the first experiment. We used anotherbadch of twenty 5-month-old Romane
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ewe lambs weighing 33 kg (S.D. 2.2). MSG and Quin wieieetime orally administered to
the animals in gelatin capsules using a veteridagmg gun. MSG or Quin was administered
according to intakes during the conditioning daysha rate of 15 g/kg DMI hay for MSG
(MSG1) and 2 g/kg DMI of hay for Quin (Quinl). Weedstwo powdered flavours, aniseed
and orange (BFI Innovations Ltd, Chester, England}, weae mixed with the orchard grass
hay so that animals could discriminate betweenwlefoods. Flavours (20 g/kg DM of hay)
were mixed with cellulose powder (40 g/kg DM of hap as to dilute them and thereby
homogenize their concentrations in the hay. Durirgweek preceding the first conditioning
phase, lambs were offered 200 g FM of orchard dragsnixed with cellulose powder but no
flavour to familiarize them with the special tex@uimduced by the powder. On the two
subsequent days, they were offered the choice betteetwo flavoured hays (200 g FM
each) for 20 minutes to assess their initial peafee, hereafter referred as preference at
period 0 (P0O). The 20 lambs were then divided into gnoups of 10, balanced for liveweight
and initial preferences. One of the groups wa®tkekir the potential post-ingestive effects of
MSG while the other group was tested for poterpiadt-ingestive effects of Quin. In each
group, for half the animals, aniseed was associate¢de tested substance while orange was
associated to human handling with the empty doging while the other half followed the
opposite treatment.

The experiment lasted for three weeks. Each week, sheep wenedd360 g FM of one of the
two flavoured hays for 15 minutes on d1 and d3 thiedsame amount of the other flavoured
hay on d2 and d4. Feed buckets were weighed to meettseiamount of hay consumed, and
animals were handled or dosed with MSG or Quin @ting to their treatment. Refusals were
offered for 30 more minutes, after which the samienals dosing procedure was followed.
Animals were then tested for their choice betwdmntivo flavoured hays on d7. This choice
test consisted of offering 300 g FM of each flamwalthay in two adjacent buckets for
20 minutes. The buckets were then weighed to deterpriekerence for the flavoured hay
associated with the substanéaimals' intake averaged 232 £ 5.5 g (s.e.m.) and#185! g

FM during conditionings and choice tests, respectively.

As data did not satisfy the conditions for paraieinalyses, we used the Friedman test to
assess the period (i.e. week) effect, including titealrpreferences (P0), and the Wilcoxon

test for paired data to compare preferences to the thednetin-preference (0.5).
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Experiment 4: bitter and umami tastes in coherent vs. incoherent learning situations

Twenty out of the 24 ewe lambs that performed expent 1 were selected based on the
stability of their preference between MSG and queniand on their liveweight (36 kg on
average, S.D. 4.4). The 20 lambs were divided into tvaupmg defined by coherence or
incoherence of the association between tastes laid drtificially-induced consequences.
Umami and bitter tastes were due to MSG (15 g/kg @fWay, MSG1) and quinine (2 g/kg
DM of hay, Quinl), respectively. The substances usedintiuce the post-ingestive
consequences were sodium propionate (Sigma Aldficnce) for positive consequences and
LiCl for negative consequences. They were both adntered to sheep as a proportion of DM
intake during conditioning. Propionate is one of the maiatitelfatty acids (VFASs) produced
in the rumen by microbes. It is an important souoéeenergy for ruminants and was
administered at the dose rate of 25 mg/g DMI of Wénch elicited preferences in previous
experiments (Villalba and Provenza, 1996). Lithiunboode was administered at the dose
rate of 12.5 mg/g DMI which elicited aversions in poes experiments (Ginane et al., 2005).
Both substances were orally administered to theailsiin gelatin capsules with a veterinary
dosing gun.

The experiment consisted in three 1-week periods. Baek, sheep were offered 350 g FM
of one of the two taste-sprayed (i.e. quinine- or M@yed) hays for 15 minutes on d1 and
d3, and the same amount of the other taste-spraggdm d2 and d4. Feed buckets were
weighed to measure amount of hay consumed, andawwere dosed with propionate or
LiCl according to their treatment and their intaRefusals were offered for 30 more minutes,
after which the same dosing procedure was followedmals were then tested for their
choice between the two taste-sprayed hays on d7.chbise test consisted of offering 300 g
FM of each taste-sprayed hay in two adjacent bgdket20 minutes. The buckets were then
weighed to determine preference for the hay tasteaated with the negative consequence.
At the end of this experiment, we ran twost hocchoice tests between each taste-sprayed
hay and control hay (i.e. Quinl-control and MSG1tmuhto assess how the value of each
taste may have been modified by the conditioningdowWing the same experimental
procedure. The allocation of choice type to animats days was balanced within each group.
Animals consumed an average of 231 + 9.5 (s.e.m.) gléifihg conditionings and 218 + 6.8
g during choice tests.

Preference for the tasted hay associated with thgative consequence was arcsine-

transformed to satisfy the conditions for paramsetnalyses (however, for purposes of
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clarity, the figures present the original non-transfed values). This datasets were analysed
for the potential effects of period, group (i.e. c@meror incoherent) and their interactions
using the Mixed procedure of SAS with the repeasémtement and the autoregressive
covariance structure of the correlation matrix teaunt for the period effect. For the 20
lambs, we also considered the initial preferencemméd Period 0, P0O) measured in
experiment 1 for the hay taste that was assocmi#dd the negative consequences in the
current experiment. These initial preferences wectudted in the statistical analysis as an
intercept to take account of the broad differena@wken groups, since the negative
consequence was associated with the less-prefeitted taste in the coherent group but with
the more-preferred umami taste in the incoheresagrWe then checked that differences in
learning ability between coherent and incoherenugs could not be the result of different
amounts of propionate or LiCl administrated to taeimals during conditionings: we
expressed the amount of these substances as g peeweight and analysed them for the
potential effects of group, period, and their intéoacs using the Mixed procedure of SAS
with the repeated statement (autoregressive cowaiatructure) to account for period effect.
All non-significant interactions were removed frothe models. Finally, we analysed
preferences for the taste-sprayed hays inptte¢ hocMSG1-control and Quinl-control tests
recorded at the end of experiment 2 while considethe initial preferences of the same 20
lambs recorded for these choice types in experirhewWie considered the potential effects of
experiment (exp. ¥s 2), group (coherents incoherent), taste (umams bitter) and their
interactions using the same Mixed procedure of 348 the repeated statement to account
for experiment effect. We ran a Student t-test tmuare these preferences to the theoretical

value of non-preference (0.5).

RESULTS

Experiment 1: animal preferences for the bitter and umami tastes

Ewe lambs clearly preferred the MSG-sprayed hay ewaitthe dose (MSG1 and MSG2) or
the alternative (Quinl, Quin2 or contr®l< 0.01 in all cases; Figure 1). Whatever the dose of
quinine (Quinl P=0.39; Quin2,P = 0.58), they neither preferred nor rejected the geni
sprayed hay when it was offered alongside contayl. Ahe strength of the preference for
MSG was similar over all choice types involving MSad was highe(< 0.0001) than for
the choice types involving quinine (Quinl or Quira)d controls (Figure 1). This led us to
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consider the MSG1-Quinl choice type in the follogvsteps of the experiment, after having
checked that animals were able to perceive the Quinl dogpenment 2.

Experiment 2: animal perception of bitter taste induced by quinine

Preference for the quinine-sprayed hay decreas#itka®sult of aversive conditionings with
LiCl (P < 0.01): there was a clear drop between the initiafgpence measured before any
conditioning (0.63 £0.11 s.e.m.) and the preference medsat the end of the first
conditioning period (0.16 = 0.06 s.e.m.). Since there weréurther decreases at the end of
the second conditioning periodP € 0.27), we pooled the results of these two periods to
compare lambs’ preferences with the theoreticdlepeace value of 0.5. Initial preference for
quinine-sprayed hay did not differ from 0.B £ 0.27) while preference after conditionings
was lower (0.22 £ 0.062 < 0.01), indicating that animals rejected the Quingedand thus
had perceived it.

Experiment 3: post-ingestive effect of the substances used to modify the tastes

Preferences for the flavoured hays associated patbt-ingestive administration of either
MSGL1 or Quinl did not change with period3=0.50 for MSG1 andP = 0.93 for Quinl),
indicating the absence of any post-ingestive eftécthese substances. Preference for the
flavoured hay associated with MSG1 averaged 0.40 % OMdiich was not statistically
different from 0.5 P=0.13). The same conclusion was drawn with Quinl émeer
preference: 0.49 £+ 0.0€,= 0.96).

Experiment 4: bitter and umami tastes in coherent vs. incoherent learning situations

The preference for the tasted hay that was advecssiglitioned with LiCl was affected by
group (coherenvs incoherent:P < 0.01), period B < 0.01) and their interactiorP(< 0.01,;
Figure 2). In PO before any conditioning, there wasrang between-group difference due to
the high preference for MSG-sprayed hay compareduiaine-sprayed hay. Both groups
nevertheless decreased their preference througtessige conditionings, with a stronger
aversion after six conditionings in P3 in the ce@mergroup than the incoherent group,
although the coherent-group preference only deeteasgnificantly between P2 and P3
(Figure 2).

Both the coherent and incoherent groups receivedasi doses of LICl P = 0.37) whatever

the period P = 0.10), with an average of 60 £ 1.8 mg/kg BW. Animalthien coherent group
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received a higher dose of sodium propionate than those afdbledarent group (158 + 4.4 and
120 = 5.5 mg/kg BW respectivell,< 0.001) without any period effed® & 0.06).

In the post-hoctests, preference for the tasted hay in choice tiéhcontrol hay was not
influenced by experimentP(= 0.23) but was affected by group € 0.01), tasteK < 0.01)
and the interaction between these three fact®rs {.012). Preference for the MSG-sprayed
hay (umami taste) increased after conditioningh@coherent groug?(< 0.05), i.e. when it
was associated with the positive consequence, boteased in the incoherent group
(P<0.01), i.e. when it was associated with the negaiivesequence (Figure 3). Conversely,
preference for the quinine-sprayed hay (bitterefastid not change after conditionings in
either the coherent or the incoherent groRp 0.05; Figure 3). After conditionings (exp. 2),
preference for MSG-sprayed hay had thus becameggroin the coherent than in the
incoherent groupR < 0.0001), while preference for quinine-sprayed hayained similar
between groups(= 0.74). Preference for the taste associated witinéigative consequence
(bitter taste for the coherent group and umamietdst the incoherent one) was similar
between groupsP(= 0.97), whereas preference for the taste associatidthe positive
consequence was higher in the coherent than imtoderent groupR < 0.0001; Figure 3).
Compared to the theoretical non-preference valu@.®fthe MSG-sprayed hay was always
preferred relative to the control hay before caodihgs (exp. 1), but after conditionings
(exp. 4) it was only preferred by the coherent graugference for the quinine-sprayed hay
always ranged between 0.3 — 0.4, which was not sigmfiy different from 0.5F > 0.05;
Figure 3).

DiscussioN

The aim of the study was to investigate whether [slgdge ana priori positive or negative
value to umami and bitter tastes. The umami tastiElgeueal a nutritional reward while the
bitter taste could reflect a toxic load, therefoctirg as cues allowing animals to anticipate
the consequences of their choices. For this purpoes@ssessed the spontaneous preferences
of sheep for umami and bitter tastes independenflyany immediate post-ingestive
consequence, before submitting the animals to a tonitig procedure that confronted them
with either a coherent or an incoherent situatiomgared to their initial evaluation of the
tastes. The main results are that lambs expressedng spontaneous preference for umami
taste although it did not induce any positive pogestive consequence, and that they were

indifferent to bitter taste although it was peregiy The lambs confronted with either a
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coherent or an incoherent learning situation deaeaheir preference for the tasted hay
associated with the negative consequence and ticuosased their preference for the tasted
hay associated with the positive consequence. pis¢ hocevaluation of the value of the
tastes (compared to control) showed that lambgedao the consequences associated with
the umami-tasting hay according to whether theses@&guences were positive or negative,
whereas their choice for the bitter-tasting hay was uci@ifieby conditionings.

Are umami and bitter tastes evaluated by sheep as good or bad tastes?

First discovered by lkeda in 1908, umami is a dediue taste that has been recognised as the
fifth basic taste (see Kurihara, 2009 for review)sltelivered by glutamate, a derivative of
glutamic acid which is a major component of plantl animal proteins (Yamagushi and
Ninomiya, 2000). In humans, glutamate is recogniseglay important roles in the taste,
palatability and acceptability of foods (Yamaguchi anddxhiya, 2000).

Whatever the doses of MSG used (MSG, 15 or 25 g/&) &hd whatever the alternative, the
lambs expressed a clear, roughly 80% preferencadgrsprayed with MSG, and there was
remarkably little variation between individuals gire 1). These results support those of
Gherardi and Black (1991) who obtained similar @refices with MSG solutions ranging
from 2.4 to 44 g/kg hay, without any dose effect. Mor¥, this preference appears to be
independent of any immediate post-ingestive efffcMSG, as shown in experiment 3,
indicating that this preference for the umami tastenot derive from any immediate animal
learning processes. However, considering that albtafollowed the same feeding schedule
before the experiment, this preference could coroen fprevious associative learning, as
MSG is involved in a variety of essential metabgliocesses (synthesis of other amino acids
such as glutamine and glutathione) and carbohydnatabolism, and may also be a source of
energy (Prescott, 2004). Finally, the preference fmami taste could also derive from
evolutionary processes conferring this taste wiglositive hedonic value (hedyphagia) linked
to a food protein signalling function (Naim et al91). Whatever the process(es) underlying
this preference, our results combined with thosevsip MSG to increase intake in sheep
(Colucci and Grovum, 1993; Grovum and Chapman, 1988)gest that monosodium
glutamate, which delivers umami taste, increases food paiigta

Quinine is a natural alkaloid of some trees of the g€hnshona and which is recognised for
its bitter taste. We used it for this purpose andnimic certain sensory characteristics of

secondary plant compounds, many of which are resedgnio have a bitter taste (e.g.
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sesquiterpenes, cyanogenic glycosides, alkaloidsprilaids or saponins; Rogosic et al.,
2008).

In our experiment, quinine neither induced prefeeenor aversion in ewe lambs, whatever
the tested dose. Experiment 2 demonstrated thatslgretreived the bitter taste of quinine,
since they rejected the quinine-flavoured hay aftegative conditionings. This means that
they were indifferent to this taste at the doseslua our experiment. This runs contrary to
the general assumption that rejection of bitterigess adaptive behaviour which has evolved
as a way to facilitate avoidance of toxic foods @& and Hankins, 1975; Glendinning,
1994). Goatcher and Church (1970b) used two-bottleice tests to show that the
discrimination threshold of bitter taste induced dpyinine was lower than its rejection
threshold, so we can assume that quinine may haareferceived but not rejected because of
a dose effect. Glendinning (1994) hypothesized dn@nals including herbivores that have a
relatively high incidence of bitter and potentially togmmpounds in their diet have evolved a
high rejection threshold for bitter taste and tatere to dietary poisons so that the range of
their potential foods is not drastically limited. $hs supported by the fact that sheep have
also evolved behavioural and internal adaptive rmeidms to lessen the impact of toxic
compounds (Launchbaugh et al., 2001). We thus suppose thaisteeaf quinine used in this
study allowed sheep to perceive the bitter tastewmre too low to induce the adaptive

rejection response.

Are umami and bitter tastes used by sheep as indicators of post-ingestive consequences?

In experiment 2, we associated the umami and bitistes with positive and negative
consequences in either a coherent or an incoheegtihg on the basis of their initial taste
evaluations. Both groups learnt to associate theseamuences with the tastes, as they both
decreased preference for the tasted hay assoeiitethe negative consequence at the end of
the third experimental period (Figure 2). Absolatersion was stronger from coherent-group
lambs than incoherent-group lambs, including afterthird experimental period (i.e. after six
conditionings) when both groups had received sindi@ses of lithium chloride per kg body
weight. Unfortunately, the high between-group d#dfeces in initial preferences hinder the
comparison of learning efficiency between groups tuine different potential amplitudes of
choice variation as learning progressed. Even consglendividual initial preferences as an
intercept, we cannot conclude on a better learnifiggency of the coherent group compared

to the incoherent group.
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Thepost hocchoice tests performed between control hay and each adteedprayed hays at
the end of the second experiment did however engbte investigate how the initial value of
each taste recorded in experiment 1 had evolved sift positive or negative conditionings.
The value of the umami taste varied logically acocgydo the nature of the post-ingestive
consequences, as lambs’ preference for this tasteased after conditionings with sodium
propionate but decreased after conditionings wiikl L(Figure 3). Our post-ingestive
consequences were thus adequate in eliciting gmeferor aversion, which is consistent with
previous trials using sodium propionate and LiClsahilar doses (Du Toit et al., 1991;
Villalba and Provenza, 1996). Conversely, the valu¢hefbitter taste did not significantly
vary after positive or aversive conditionings (Fg3), and was similar to umami taste values
once negatively-conditioned. The aversive conditigaithus acted differently according to
taste of the hay on which they were applied, buttéedimilar levels of aversion. This level
was, in the circumstances ,a moderate aversion (lhh3&verage) due to the moderate dose
rates of LiCl administered (60 = 1.8 mg/kg BW) thatreverery close to the voluntarily
supported threshold in sheep, which ranges from §kgnBW (Wang and Provenza, 1997)
to 63 mg/kg BW (Launchbaugh et al., 1993). The valuéhefbitter taste did not increase
after positive conditionings, in contrast with thalue of the umami taste. This could be
explained by sheep’s wariness to bitter taste. Femmevolutionary point of view, it is
certainly adaptive to reject the hay that has tetasually associated with the negative post-
ingestive consequences, regardless of whethestiéddgood’ or ‘bad’, and to respond in a
dose-responsive manner (e.g. a moderate rejectroa fleoderate negative consequence; Du
Toit et al., 1991). It could also be adaptive to natrease preference for a food that has a
taste suggestive of toxicity although this tastes waceptionally associated with a positive
post-ingestive consequence, and to take the modeptrwption of selecting a mixed diet to
help dilute the toxin (Burritt and Provenza, 2000)d asample food to update animal

knowledge.

CONCLUSION

This study showed that primary tastes do influerimep diet selection, at least in the short
term. Firstly, tastes can shape animal preferencabowmi associated post-ingestive
consequences, as is the case of the umami tasth allniays induced strong preferences with
low individual variability. Secondly, tastes can balifferent values that prompt sheep to be

more or less prepared to associate them with coesegs that are coherent or incoherent
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relative to theira priori evaluation. We supposed that the umami taste haakiéive value
and the bitter taste had a negative value. Shealy easreased their preference for an
priori positive taste that had become negative due tovaval challenge, but they remained
suspicious towards am priori negative taste that was associated with posigvweard. This
difference in behaviour suggests sheep attribaitgriori values to the tastes tested.
Consequently, sheep could use tastes as cues topatdi food consequences and thus to

forage more efficiently and safely.
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Table 1: Chemical characteristics (mean * s.d.) of the foodkinisgkee study

Experimental orcha  Permanent

grass hay pasture hay Pellets
Dry matter (% DM) 89.3+2.7 88.7+3.1 90.1+£0.6
Crude Protein (g / kg DM) 109.1+9.1 77.0+13.1 188.4+7.2
Neutral Detergent Fibre (g / kg DM) 651.5 + 21.6 671.3+24.0 327.1+15.6
Acid Detergent Fibre (g / kg DM) 341.4+119 376.4 £ 13.3 165.2 +10.2
OM digestibility (%) 57.7+2.4 53.2+1.6 78.2+0.9

Organic matter digestibility was assessed using the peelitase method (Aufrére and Michalet-
Doreau, 1983).

115



Expérimentation "go(ts primaires"”

Table 2

Sequences of choice tests for each ewe lamb, wittén 8x8 Latin square design in
experiment 1. Choice tests involved orchard gragsspeayed with either Msg at two doses
(M1 and M2), quinine at two doses (Q1 and Q2) or water (coi@jo

Week 1 Week 2 Week 3 Week 4

Lambs d1-d2 d4-d5 d1-d2 d4-d5 d1-d2 d4-d5 d1-d2 d4-d5

1to3  MI-C  M2-Q2 M2-C M2Ql Q1C  MI-Q2 Q2C  MLOQ1
4t06  M2-Q2 M2-Q1 MI1-C MI1-Q2 M2C M1-Q1L QI-C  Q2C
7t09  M2-Ql MI1-Q2 M2-Q2 M1-Ql MI-C Q2C M2C QIC
10t012 M1-Q2 M1-Q1 M2Ql Q2C M2-Q2 Q1C MI-C M2C
13t015 M1-Q1 Q2-C  MI1-Q2 Q1-C  M2QlL M2C M2Q2 MI1cC
16018 Q2-C Q1-C  M1-Ql M2-C M1-Q2 MI-C M2-Ql M2-Q2
19t021 Q1-C M2C Q2-C M1C M1-QL M2Q2 MI1-Q2 M2-Ql

221024 M2-C  M1-C  QiC M2-Q2  Q2-C M2-Q1  M1-QlL M1-Q2
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Preference for the food item in bold (prop. of totahke)
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Quinl Quin2 Quinl Quin2 Control Control ControlControl

Figure 1: Experiment 1. Preferences (mean = s.e.mgnatbs (n=24) for the food item in
boldface depending on choice type, on day 2. MSG1, RJSTinl and Quin2 correspond
to doses of monosodium glutamate (15 g/kg DM of (M$G1) or 25 g/kg DM of hay

(MSG2)) or quinine (2 g/kg DM of hay (Quinl) or &kg/DM of hay (Quin2)) sprayed onto
orchard grass hay. Control corresponds to the same hagdmaly with water.

Asterisks represent differences from the theorketiaue of 0.5: ** (P<0.001), * P<0.01), NS

(P> 0.05). Bars with different letters indicate difaces in preference between choice types.
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Preference for the flavoured hay associated
with the negative consequence

1.0
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Period 0

Period 1

Period 2

Period 3

o Bitter taste
(coherent group)

m Umami taste
(incoherent group)

Figure 2: Experiment 4. Preferences (mean + s.e.mthéoflavoured hay associated with

the negative consequence during conditionings dipgnon the taste (umami vs. bitter)

associated with this consequence, through the ewpatal periods. The bitter taste, induced

by quinine (2 g/kg DM hay), was associated withilith chloride (negative consequence) in

the coherent group. The umami taste, induced by mdnasoglutamate (15 g/kg DM hay),

was associated with LICl in the incoherent groupid@e0 corresponds to the preferences

expressed before any negative conditioning, i.e. during exp. 1.

Asterisks represent differences between tastes(P* 0.0001), ** P < 0.01), * P < 0.05).
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Preference for the tasted hay (prop. of total imfak

09
0.8
0.7
0.6
0.5
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03[
0.2
017
o L s | | |
Coherent  Incoherent  Coherent Incoherent

Umami taste Bitter taste

Experiment 1

Experiment 4

Figure 3:Post hoctests in experiment 4. Preferences (mean * s.e.mthétasted hay
offered in choice with control hay, depending ontda@mami, MSG1 or bitter, Quinl),
group (coherent vs. incoherent) and experiment (@xeat 1: before conditioning vs.
experiment 4: after conditioning). During the comattng in experiment 4, the umami and
bitter tastes were associated to positive and ivegabnsequences, respectively, for the

coherent group, and vice versa for the incoherent group.

Asterisks above each bar represent differences fhentheoretical value of 0.5: ***{ < 0.001), ** (° < 0.01),
* (P < 0.05), NS P > 0.05). Asterisks between spanning a pair of bapresent differences between
experiments.
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L'objectif général de cette thése est de préciser ledle des caractéristiques

sensorielles dans les qualitatifs et quantitatifs du comportemeiadimentaire des ovins.

Nous avons travaillé selon un premier axe qui ar @onbition de déterminer si les
caractéristiques sensorielles des aliments peuwveditencer, en I'absence de toutes
conséguences post-ingestives associées, les prédéralimentaires spontanées, l'ingestion,
et/ou les activités alimentaires des ovins (FiggixePour traiter cette question, nous avons
réalisé I'expérimentation "introduction ruminaletiignous a permis de préciser linfluence
des caractéristiques sensorielles et des consépliepost-ingestives sur I'ingestion
journaliere et I'activité alimentaire des ovinsispgomme modéle d’herbivores ruminants. Les
effets des caractéristiques sensorielles et ceaxcdeséquences post-ingestives ont pu étre
dissociés grace a une méthode expérimentale pame contrdler les aspects sensoriels et
post-ingestifs de l'alimentation des animaux via aliment offert a 'auge et un aliment
(différent ou identique) introduit directement ddeasumen des animaux. Les différents tests
de choix binaires réalisés au cours de I'expériatéort "goQts primaires”, ainsi qu'au cours
des tests présentés en annexe, ont également @mmstinformations sur I'existence de
préférences spontanées et stables pour certairis gofhaires, tels que 'umami et I'amer,

lorsqu’ils sont comparés l'un a I'autre ou a un ¢ém

Le second axe de la these concerne le role destédstiques sensorielles dans les
apprentissages alimentaires en milieu complexexdéementation "indicateurs" s’est
attachée a déterminer si les caractéristiques geties peuvent jouer un role d’indicateur des
conséquences post-ingestives et ainsi améliorepdermances d'apprentissage en milieu
complexe ie., présentation simultanée des aliments lors dedittonnements). Nous avons
pour cela créé des indicateurs a partir de caiatitigres sensorielles qui étaient des flaveurs
artificielles, afin de contrbler la connaissances denimaux. L'expérimentation "goUts
primaires" avait quant a elle pour objectif de d@&iaer si certains goQts primaires, tels que
les goQts umami et amer, peuvent jouer ce roledatateur. Nous avons d'abord testé les
préférences des moutons pour ces godts en l'abs#mosonséquences puis nous avons
comparé leurs performances d’apprentissage selGls @aient soumis a une situation
d’apprentissage, c'est-a-dire a une associatioh -g@dnséquence, cohérente ou incohérente

relativement a leur évaluation initiale des godts.
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Caractéristiques sensorielles :
considérées comme L’animal associe bien les Enjeu Enieu
Role majoritaire simple agent de discrimination caractéristiques aux environnemental ! i Jh :
donné aux CPI conséquences Gérer les prairies zot)S:t?:Sfar:rlgue
en situation simple complexes -
. ; T P par les herbivores une production
Difficultés Aspect qualitatif .
méthodologiques a les apprentissages alimentaires L’animal associe mal les Maximiser I'herbe
® dissocier caractéristiques aux d ali i
S . p ans l'alimentation
caractéristiques et Caracten;nques P Cons_equen_ces ® conséquences animale
conséquences sensorielles postingestives - en situation complexe
Aspect quantitatif LES CARACT ERISTIQUES SENSORIELLES DES ALIMENTS :
ilité A Enjeu
pe:f‘;i't'l';en ® | - QUELS ROLES JOUENT- ELLES DANS LES ASPECTS QUALITATIFS ET Cog’nitif
QUANTITATIFS DU COMPORTEMENT ALIMENTAIRE DES OVINS ?

Axe 1: Axe 2: Axe complémentaire :
Leur role en I'absence de Leur rble dans les apprentissages L’évaluation des caractéristiques
sensorielles peut-elle changer avec

conséquences post-ingestives alimentaires
S ", les conséquences post-ingestives ?
Aspect qualitatif : Aspect guantitatif : Aspect qualitatif : Aspect qualitatif : Expérimentation Expérimentation
Existe-t-il des Comment les Peuvent-elles Certains go(ts "Introduction ruminale” "Godts primaires"
préférences ou caractéristiques servir primaires ont-ils
aversions sensorielles d'indicateurs des une valeur
spontanées affectent-elles les conséguences et latente et
pour certains composantes de favoriser les peuvent-ils ainsi
gouts ? fingestion ? apprentissages jouer ce role
"Exgérim_enta}tiorl ) Expérimentation ) en milieu d’indicateur ?
Coftsprimaes”  “invoducton uminse” complere 2
Expérimentation "Godts primaires”
"Indicateurs" +annexe 3
+ annexe 4

Figure 8 : Schéma de la question centrale de la these, @mjsex, du contexte scientifique aussi bien au sujet des aspetitatifs que
guantitatifs du comportement alimentaire, et des trois axes de réflexionai d&veloppés au cours de la discussion générale.
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L’expérimentation "introduction ruminale" a égalemh confronté les animaux a des
aliments connus dont les conséquences post-ingestifaient régulierement modifiées
(modification de 'encombrement du rumen notammeatyjui nous a permis d’analyser dans
quelle mesure l'animal réévalue l'aliment alors cges caractéristiques sensorielles sont
inchangées. De la méme maniére, les mesures dEsgmees alimentaires avant et apres
conditionnements, réalisées dans I'expérimentatgolits primaires”, nous permettent de
déterminer si la valeur attribuée par I'animal & unéme caractéristique sensorielle peut
changer selon la nature de la conséquence postivgassociée. Nous avons donc choisi de
créer un axe de discussion complémentaire aux getpédents, portant sur la capacité de
réévaluation des caractéristiques sensoriellessaita d’'une modification des conséquences

post-ingestives qui leurs sont associees.

Ainsi, aprés avoir présenté un bilan synthétigeg principaux résultats obtenus dans
chacune des expérimentations, nous les discutselar les 3 axes présentés précédemment
(Figure 8) tout en abordant brievement certaindcdlités méthodologiques rencontrées,
principalement dans le but de présenter les solsitmdoptées et les limites des résultats
obtenus. Les essais méthodologiques présentésneixearseront également mobilisés dans
cette discussion

|. LES PRINCIPAUX RESULTATS

l.1. Expérimentation "introduction ruminale"

= Comment varient I'ingestion et I'activité alimentaire lorsque dalixents différents sont

associés a des conséguences post-ingestives similaires (Go/Lr vs Lo/Gr) ?

* les quantités ingérées sur 6 heures sont idemtiguais avec différents ajustements
comportementaux (L consomme plus rapidement etrfSaumé plus longtemps)
* la consommation de L est supérieure a celle desG20 premiéres minutes qui suivent

I'offre alimentaire et durant la derniére heureffi®alimentaire

= Comment varient I'ingestion et I'activité alimentaire lorsqu’un re@fiment est associé a

différentes conséquences post-ingestives (Lo/Gr vs Lo/Lr et Go/Grlug &Go/

* la quantité ingérée sur 6 heures est augmentéeddeafoin de légumineuse, le moins

encombrant et le plus nutritif, est introduit ddesumen des moutons ; c’est le résultat de
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différents ajustements comportementaux en fonction foin consommé oralement (les

moutons mangent plus vite avec L et plus longteaves G)

= Comment varient les préférences alimentaires dans ces différentes sit@ations

* les préférences sont orientées en faveur du foim@tait pas préalablement consommé
oralement quelle que soit la nature du foin intibdans le rumen

* a conséquences post-ingestives similaires (Lot@agLr), la préférence pour le foin non
consommé au préalable a tendance a étre plus nealaps§ue ce foin est la luzerne

[.2. Expérimentation “indicateurs”

= Les caractéristiques sensorielles jouent-elles un réle d’'indicatearconséquences post-
ingestives, permettant ainsi de faciliter les apprentissages alimentairesiem coinplexe ?

* les performances d’apprentissage (rejet de I'aréGss®cié a la conséquence post-ingestive
négative et inversement) sont meilleures en sdoaimple qu’en situation complexe quelle
que soit I'expérience, et meilleures pour les anxnexpérimentés que pour les animaux naifs
quelle que soit la complexité de la situation

* la forte préférence initiale pour la flaveur apar rapport a I'orange persiste au cours des
conditionnements et se traduit par un rejet dddaefir conditionnée négativement moins

important lorsqu'il s'agit de I'anis

1.3. Expérimentation "godts primaires"

= Existe-t-il des préférences ou des aversions spontanées et giablesertains godts en

I'absence de conséquences post-ingestives immédiates ?

* e foin enrichi avec le golt umami est préférdan témoin et au foin enrichi avec le goQt

amer, qui lui n’est ni préféré ni évité face awnfedmoin

= Certains godts primaires, tels que 'umami et 'amer, ont-ils unewalatente qui leur

permettrait de jouer ce réle d’indicateur ?

* le rejet du golt associé a la conséquence négedgivsupérieur dans le lot pour lequel les
associations sont cohérentes avec les préférepoagagées (umami — conséquence positive,
amer — conséquence négative)

* les testspost hocindiquent que la préférence pour le golt umamiagfmentée ou

diminuée, en accord avec la nature des conséquassesiées. En revanche la préférence
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pour le go(t amer n'est pas modifiée quelle quée Isohature des conséquences ; elle est
similaire a celle pour le go(t umami apres les dmmthements négatifs

II. LE ROLE DES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES EN L’'ABSENCE DE

CONSEQUENCES POSTFINGESTIVES

Lorsque l'on veut isoler les effets des caractiists sensorielles de ceux des
conséguences post-ingestives afin de démontrerdéitout en travaillant avec des aliments
naturels (en I'occurrence des fourrages), on esfrooté a des difficultés méthodologiques
non négligeables du fait que les effets de ces dpasameétres sont généralement
interdépendants. Pour illustrer ce propos, voielques exemples :

- pour modifier la texture d’'un fourrage, on peaithlacher plus ou moins finement mais cela
modifie dans le méme temps de nombreux parameétssimyestifs tels que sa digestibilité,
qui, en raison de l'augmentation de la surfaceodifge a I'action des micro-organismes du
rumen, s'en trouve améliorée,

- pour modifier la couleur d'un fourrage, on pemavailler avec des fourrages de couleurs
différentes, mais les différences de couleur sarmégalement liées a des differences de
maturité du foin et donc a des effets post-ingestifférents (plus un fourrage est jaune, plus
il est mature et moins il est nutritif). D'autresétimdes, qui mériteraient d'étre testées,
consisteraient a utiliser des spots de couleuférdiites ou des colorants alimentaires, aprées
s'étre assuré de l'absence d'effets post-ingestifses a ces substances,

- pour modifier les effets du godt sur le comporetalimentaire, on peut ajouter un godt a
un foin, mais il faut s’assurer ici aussi que lastance utilisée n’induit pas de conséquence,
comme c'est le cas par exemple avec une solut@@epar du glucose.

Pour isoler les effets des caractéristiques sexlk®] nous avons travaillé en I'absence de
conséquences post-ingestives ou a conséquencemngestives similaires. Les méthodes
utilisées au cours de la thése consistent i/ sajbater des flaveurs ou des golts a un méme
fourrage sans qu’ils induisent de conséquencesipgsstives, ii/ soit a réaliser des tests de
choix de courte durée pour mesurer des préféremaast que les animaux ne ressentent les
conséquences post-ingestives associées aux difémments, iii/ soit a induire des
conséquences post-ingestives similaires pour diftés caractéristiques sensorielles grace a

des introductions intra-ruminales.
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Il.1. Préférences spontanées en l'absence de conséquences et varidldividuelle

L’étude des préférences alimentaires est renduglexe par une importante variabilité
inter- et/ou intra-individuelle. En effet, lorsqneus avons cherché une combinaison de deux
fourrages présentant des préférences relativegelpest(70 - 30 %) sur 6 jours conseécutifs
(annexe 1), nous avons constaté que, selon laendes fourrages considérés, les animaux
expriment soit des préférences extrémes (autoubdle 5%) ce qui tend a réduire la
variabilité des préférences exprimées, soit defeméces équilibrées en moyenne (autour de
50 %) mais avec une forte variabilité inter-indivetle traduisant des préférences
individuelles parfois opposées. Prackeal. (2006) ont également été confrontés a une
importante variabilité inter-individuelle. Ainsipisque des brebis ont le choix entre deux
monocultures contigués de ray-grass et de fétuémaee pendant 10 jours, la proportion
moyenne de ray-grass dans la ration alimentaiadetatur I'ensemble des 10 jours d’étude
varie de 46 a 74 %. Les auteurs attribuent cetteitapte variabilité inter-individuelle aux
différentes expériences individuelles des brebiexIstait également une variabilité intra-
individuelle avec certains animaux qui inversatetdlement leur préférence.

Afin d’augmenter la probabilité de succes des &uchenées sur les préférences et
apprentissages alimentaires, il est donc impodaritavailler avec des effectifs importants ce
que nous avons cherché a faire avec 32 animaux otal {8 par groupe) dans
I'expérimentation "indicateurs”, et de 20 (10 pesupe) a 24 animaux dans I'expérimentation
"godts primaires”. Dans I'expérimentation "introtioo ruminale” il n’était pas possible de
travailler avec des lots importants d’animaux. Nauens donc travaillé selon un schéma en
carre latin qui permet de tester tous les traitémeur tous les animaux, 6 dans notre cas. Un
effectif supérieur aurait cependant été souhaitpble augmenter la puissance statistique du

dispositif.

Malgré les difficultés liées a la variabilité indiuelle, nous avons réussi a montrer,
dans I'expérimentation "goQts primaires”, qu'’il g& une préférence spontanée pour le goQt
umami, induit par le MSG. Cette préférence est ffet propre du golt puisque le MSG,
aux doses utilisées, n'a pas d’effet post-ingestifisant pour induire une modification des
préférences pour le foin auquel il est associé ggférience 3 de I'expérimentation "godlts
primaires").

De méme, lors de I'expérimentation "indicateursdus avons vu qu’il existe des préférences

initiales pour la flaveur anis par rapport a lasélar orange. Ces préférences ont été mesurées
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sur du court terme et sur des animaux naifs pgorap ces flaveurs, ce qui rend peu
probable la perception de conséquences post-ingesti’une part et I'expression d'un

phénomene d’apprentissage antérieur d’autre patrt.

Ainsi, il existe des préférences pour des godts primaseou des flaveurs

artificielles qui s’expriment en dehors de toute récompense postgestive immédiate.

Cependant, nous avons constaté une variabiliténse entre expérimentations. Les
préférences initiales mesurées pour les flaveurs @nhorange lors de I'expérimentation
"indicateurs" sont respectivement de 80% et 20%. @Eeportions different nettement des
préférences rapportées dans la littérature pourdeag mémes flaveurs (Kyriazakes al,
1997 ; Arsenost al, 2000) et de celles que nous avons obtenues'lore dtude préliminaire
(annexe 4), qui se situaient toutes autour de 5086. @riations d’'une expérimentation a
l'autre signifient probablement que la taille desneffectifs est encore trop faible vu
I'importante variabilité inter-individuelle présentians la population générale.

Cette variabilité de réponse se retrouve égalensmc le golt sucré. Les essais
méthodologiques réalisés sur la saccharine, urcéduit sucré, ont globalement révélé une
importante variabilité inter- et intra-individuel#doutissant dans la majorité des doses testées
a des préférences non difféerentes de 50%, consgléo@eme une absence de préférence, et a
des préférences pouvant aller de 25 a 58% pour w@raendose testée sur deux groupes
différents (annexe 3). Goatcher et Church (197@a}easté les préférences pour ce goQt induit
par de la saccharine diluée dans I'eau face aede [tests de type two-bottle) et ont montré
que les préférences, proches de 50% aux doseslussfgibles, diminuent ensuite avec
'augmentation des doses. A linverse, Grovum eq@han (1988) ont utilisé le sucrose
mélangé a un aliment, et par une dérivation oegpphae I'empéchant d’atteindre le rumen
et assurant ainsi I'absence de conséquence pestivey ils ont montré une augmentation de
I'ingestion avec le godt sucré.

Cette variabilité de réponse entre les expérintiems n'est cependant pas la regle
puisque les résultats obtenus concernant le goldamaminduit par le MSG, sont
reproductibles. Ainsi, lors de I'expérimentationolgs primaires”, nous avons mesuré des
préférences pour le golt umami allant de 69 % larshbix MSG2-Contréle a 81 % lors du
choix MSG1-Quinl. Des résultats similaires ont @béenus lors d’essais méthodologiques

(annexe 3) et lors d’'une précédente étude (GheeaBlack, 1991).
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On peut supposer que cette variabilité inter-expérimemtion est normale car, en
I'absence de toutes conséguences post-ingestives, les gratfces exprimées dépendent
uniquement de l'individu, de ses connaissances innéesagqjuises et de son état interne.
On peut alors supposer que les résultats stables rencoit dans le cas de I'umami
indiquent que ce goQt primaire a une valeur commune pouradus les ovins, a I'inverse du

golt sucré et des flaveurs artificielles testées.

[I.2. Caractéristiqgues sensorielles et composantes de l'ingestion

Nous avons travaillé a conséquences post-ingessiragaires afin de déterminer

I'effet des caractéristiques sensorielles sur lenpartement alimentaire des ovins dans
I'expérimentation "introduction ruminale” en utdig la méthode de Greenhalgh et Reid
(1971). Dans notre étude, réalisée avec un foinpidrie permanente (essentiellement
composé de graminées) et un foin de luzerne noussavbservé des quantités ingérées
journalieres similaires entre les traitements isdnt des conséquences post-ingestives
similaires, c'est-a-dire Lo/Gr et Go/Lr. GreenhatilReid (1971) ont, de leur coté, obtenu
des résultats différents selon les fourrages imghq lls ont mis en évidence des différences
d’ingestion lorsqu'il s'agissait de paille d’avoiaed’herbe séchée, mais aucune différence
d’'ingestion lorsqu'il s'agissait d’herbe séchéedetfoin de prairie (Figure 9). Selon ces
auteurs, la palatabilité ne serait pas un détemimaportant des ingestions journalieres avec
des fourrages de bonne qualité mais elle limitdesitingestions des fourrages de mauvaise
qualité tels que la paille. Dans notre étude,tifegppant de constater que I'ingestion réalisée
par les animaux dans le cas des régimes mixtesfAklg MS / j) correspond a la moyenne
des ingestions observées avec les régimes contemantseul des deux fourrages
(753 £ 22 g MS / j). Cela suggere que la régulatie’ingestion par les conséquences post-
ingestives liées a I'encombrement des fourragessatpn un principe d’additivité, hypothese
utilisée dans le systeme des unités d’encombrensngue la place des caractéristiques
sensorielles dans cette régulation serait faibks Hifférences de valeur azotée entre les
fourrages ne semblent pas avoir influé sur I'ingestes animaux ; cela est probablement lié
en partie au modele animal utilisé, dont les besarotés sont faibles. Nous avons également
constaté un effet additif mais aussi un effet lireéde I'encombrement sur la quantité ingérée
dans I'expérimentation méthodologique ou des nixeawissants d’introduction ruminale

(20, 35 et 50% voir annexe 2) avaient éte testés.
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Ainsi, deux fourrages de bonne qualité nutritive vis-a-vis desesoins des animaux
ne présenteraient pas un contraste sensoriel suffisantopr influencer lingestion

journaliere indépendamment de leurs conséquences post-ingesis.
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[
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Greenhalgh et Reid Greenhalgh et Reid  Expérimentation
(1) ) "Introduction
ruminale”

Figure 9 : Comparaison graphique des résultatsnabtdans les expérimentations 1 et 2 de
Greenhalgh et Reid (1971) et dans notre expérirtientdintroduction ruminale”. Chaque
barre d’histogramme représente la quantité ingér@genne + e.s.) de I'aliment consommé
a l'oral (noté en haut) tandis qu’un autre alimesitintroduit dans le rumen (aliment noté en
bas).

Toutefois, les quantités ingérées quotidiennenr@sultent d'une succession de
décisions prises par I'animal sur I'ensemble deswses d'alimentation et qui dépendent des
informations qu'il posséde a chaque instant. Ciesnrations ne sont pas identiques pour les
animaux des traitements Lo/Gr et Go/Lr sur I'endendles 6 heures du fait que la totalité de
I'aliment a introduire dans le rumen est introdit8h00 alors que l'aliment offert a l'auge a

9h00 est progressivement consommeé au cours dagé&shdioffre alimentaire (Figure 10).

Proportion de chaque foin dans le rumen (%)

100 [---5
e ———-Foin introduit dans le rumen
50L T TTiimizizases . .
------------------- Foin consommeé oralement
; * Introduction intra-ruminale, 8h00
0 1 1 1 1 1 1

* 900 Offre alimentaire  15h°°

Figure 10 : Représentation schématique de I'impboarelative du foin introduit et du foin
consommeé oralement dans les effets post-ingessfentis par 'animal au cours du temps.
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Ce probléme ne peut étre résolu car il semblecdédfide produire des effets post-ingestifs
similaires durant toute I'offre alimentaire avedteeméthode. Il serait ainsi plus juste de
considérer que les effets post-ingestifs des traités Go/Lr et Lo/Gr sont véritablement
similaires vers la fin de I'offre alimentaire, caig été confirmé notamment par les mesures
de concentrations en AGV dans le rumen. L'analyséattivité alimentaire des animaux au
cours des 6 heures de la période d’alimentatiors peumet d’avoir une idée plus précise des

évenements dynamiques qui se produisent.

On constate alors que les ingestions journalieésaltent de différents ajustements
comportementaux qui dépendent de I'aliment consoraratement. En effet, méme lorsque
les conséquences post-ingestives sont comparalelegattern des activités alimentaires
(quantités ingérées et durée d’ingestion) au cdass6 heures est fortement influenceé par la
nature du foin. De plus, sur 'ensemble des 6 ledteffre alimentaire, les moutons mangent
plus vite et sur une plus courte durée lorsquam&it a l'auge est le foin de luzerne et
inversement lorsque c'est le foin de graminéedildrasité du fourrage jouant sur sa facilité
de préhension et de mastication (Jarmgeal, 1995 ; Baumontet al, 2006), la moindre
fibrosité du foin de luzerne permet a I'animal ddavune vitesse d’ingestion élevée pour
satisfaire son ingestion. Au contraire, avec lenfde graminées plus fibreux, I'animal est
limité dans la vitesse a laquelle il peut le conswn du fait des contraintes physiques
exprimées, et il augmente alors sa durée d’'ingegtour aboutir a la méme quantité ingérée.
Etant donné que la facilité de préhension et detiosi®n est un des parameétres pris en
compte par I'animal pour évaluer la palatabilitéldément (Baumont, 1996), il est possible
que le foin de Iégumineuse soit plus palatable atigpdu fait de cet avantage sur le foin de

graminées.

Enfin, avec les traitements mixtes, l'ingestiorstamtanée du foin de luzerne est
supérieure a celle du foin de graminées soit japtés la distribution de I'aliment a l'auge
soit durant la derniere heure de I'offre alimergaku moment de la distribution alimentaire,
les moutons sont a jeun depuis la veille, 15h00peunt alors considérer que méme s'ils
ressentent I'encombrement lié a l'introduction aatuminale, leur motivation a ingérer a ce
moment la est forte ; elle apparait alors d’aupdms forte que I'aliment présent a l'auge est le

foin de luzerne.
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Le rble des caractéristiques sensorielles des fourragesrait donc déterminant au
niveau de l'organisation temporelle des activités alimentairesnotamment en relation
avec les contraintes de mastication. Les caractéristiques semielles pourraient
également influencer l'ingestion de I'animal sur des imrvalles de temps courts quand la
motivation a ingérer est forte et surpasse les effets desnséquences post-ingestives, et

guand les conséquences post-ingestives sont similaires.

1.3. La valeur hédonique du changement

Dans l'expérimentation "introduction ruminale", leséférences exprimées par les
moutons lors des tests de choix de courte durdisggantre le foin de luzerne et le foin de
graminées, a la fin des 6 heures d’offre alimeataint été fortement influencées par la nature
du fourrage consommeé oralement pendant ces 6 hgl@eanimaux ayant systématiquement
préféré I'aliment non consommé au préalable. Lieffe régime précédemment consommeé
sur les préférences alimentaires n'est pas umfaiveau puisque cela a déja été montré chez
des brebis (Newmaet al, 1992 ; Parsonet al, 1994) et des génisses (Ginaeal, 2002),
que ce soit au paturage ou a l'auge. Selon lesrautette préférence traduirait soit un besoin
pour l'animal d'actualiser ses connaissances desrak via une stratégie d’échantillonnage,
soit un moyen de maintenir des conditions ruminalgtimales et de sélectionner un régime
equilibré. Le fait que les animaux puissent éttieést par la nouveauté et donc par la diversité

alimentaire en tant que telle est également engisag

Notre travail démontre pour la premiére fois que cet effetle I'aliment consommé
précédemment s’exprime, au moins a court terme, méme lorsgues conséquences post-
ingestives ressenties par I'animal au moment du choix songéivalentes. Les ovins
rechercheraient donc une certaine diversité de leur régie alimentaire, plus pour leur

plaisir que pour leurs besoins.

Cette préférence, calculée proportionnellementnambre total de scans passés a
ingérer et non par rapport a la quantité total@iég afin d’éviter tout biais lié a la différence
de préhensibilité et de masticabilité des fourragesanmoins tendance a étre plus forte pour
le foin de Iégumineuse (0.88 + 0.03) que pour la ftie graminées (0.69 + 0.04), a situation

post-ingestive similaird.€., comparaison des traitements Lo/Gr et Go/Br<s 0.1).
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Ainsi, les différences de palatabilité entre les deux forages subsisteraient méme
lorsque les animaux sont motivés par une recherche de divéés alimentaire ; cela
pourrait étre une meéthode intéressante pour tester lesiffierences de palatabilité entre

aliments.

Cependant, nous avons observé que des moutonésplans une situation de choix
entre ces deux mémes fourrages a raison de 6 hpargsur pendant 28 jours, modifient
progressivement leurs préférences dans le seng daduction de la part de diversité du
régime. Ainsi, leur préférence pour le foin de lmeede 74 % au début de I'étude augmente
pour aboutir & 96 % au 2% jour (annexe 1). Les notions de stratégie d'édiamage
nécessaire a la mise a jour des connaissancesngines de lI'animal (Kyriazakist al,
1997) et de recherche d’'un régime alimentaire vatii¢ de profiter de nhombreux bénéfices
post-ingestifs (Provenzet al, 2007 ; Villalbaet al, 2009) sont difficiles a défendre puisque
les animaux ingerent seulement 4 % de foin de gré@sice qui représente 85 g MF de foin
soit 3% du contenu ruminal total (en tenant commdadsalive associée, pour un contenu
ruminal total en moyenne de 12 kg MF chez les ankntestés). Cette quantité parait
également tres faible pour satisfaire une rechedshaliversité, d'autant plus que certains
animaux consommaient le foin de luzerne a 100% ¢antg En revanche, cela ne remet pas
forcément en cause la notion de recherche de di&ers tant que telle si on considere la
diversité alimentaire plus comme la diversité dasations (.e., absence de monotonie), que
comme la diversité des aliments offerts simultanéinfee., plusieurs aliments offerts). En
effet, les animaux de notre étude ont eu a disposies deux mémes aliments pendant 28
jours, ce qui peut représenter une situation dattation monotone. lls orienteraient alors
progressivement leur choix vers l'aliment satisfaigpleinement leurs besoins, c'est-a-dire le
foin de luzerne. Dailleurs, Scott et Provenza 8)98nt montré que des agneaux évitent la
monotonie en I'absence de tout bénéfice nutritibnile préférent s’alimenter a I'endroit ou
l'aliment qu'ils ont I'nabitude de consommer egispnté sous différentes flaveurs (varié€)

comparé a I'endroit ou il est présenté sans flaagautée (monotone).

Les ovins rechercheraient une offre alimentaire diversiée en terme d’absence de
monotonie, et pas forcément en terme de nombre d’aliment®igsommés. Ceci supporte
I'idée que le changement possede une valeur hédoniqueraimant une modification des

préférences instantanéesCeci s’apparente a la notion de satiété sensosekeifique qui
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précise que la réponse hédonique liée a une cesticide sensorielle donnée va diminuer au
fur et a mesure de sa consommation (Rolls, 1986).

1. LE ROLE DES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES DANS LES

APPRENTISSAGES ALIMENTAIRES

l.1. Le rble d’'indicateur

Nous avons tout d’abord voulu déterminer si leac@ristiques sensorielles peuvent
jouer un role d'indicateur des conséquences passiives, permettant notamment de
faciliter les apprentissages alimentaires en mitiemplexe. Pour cela nous avons créé des
indicateurs a I'aide d’'une procédure de conditioneet appliquée a des flaveurs artificielles,
mélangées a un foin de luzerne. Puis nous avonsis@gs animaux expérimentés et d'autres
animaux naifs a une situation d’apprentissage ®nf@. une seule association flaveur -
conséquence a réaliser chaque jour) ou compléxs (@eux associations flaveur -
conségquence a réaliser simultanément chaque jes)flaveurs étaient alors mélangées a un
nouveau support fourrager, un foin de dactyle. Nawusns ainsi montré que les moutons
expérimentés sont plus efficaces que les moutoiis, mpie la situation d’apprentissage soit
simple ou complexe. Les moutons expérimentés emitislonc leur connaissance de la valeur
des informations pré-ingestives afin de gérer pifficacement une nouvelle situation
d’apprentissage alimentaire. De méme, des brehisent leur expérience antérieure
puisqu’elles évitent, quand on leur donne le cheintre deux items alimentaires tandis
gu’elles recoivent une dose de chlorure de lithigmCl), l'aliment qui avait été
précédemment associé au LiCl mais pas I'alimenveau (Burritt et Provenza, 1996). Cela
est possible grace a la capacité des ovins a diseérkeur connaissance des flaveurs, d’'un
support alimentaire (foin de luzerne) a un autrein(fde dactyle). Cette capacité de
généralisation d’'une situation simple a une autxeation simple sur la base des flaveurs a
déja été démontrée chez des ovins (Launchbaughoeeriza, 1994 ; Villalba et Provenza,
2000a, b).

Les moutons sont donc capables de généraliser, sur la base flaseurs, une
connaissance acquise en situation simple a une nouvelle atian d’apprentissage plus

complexe. C’est en ce sens que les caractéristiques ssgielles peuvent jouer un role
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d’indicateur des conséquences post-ingestives afin d’aidées ovins a apprendre en

situation complexe et ainsi a sélectionner leur régime alimentaireys efficacement.

L’expérimentation "godts primaires" a ensuite eurpabjectif de déterminer si les godts
primaires peuvent étre considérés comme des irdicatde conséquences post-ingestives.
L’hypothése avancée est que le godt umami posséde® "valeur latente" positive car il
pourrait indiquer une récompense protéique (Natmal, 199) alors que le godt amer
posséderait une "valeur latente" négative puisdguidiquerait une certaine toxicité (Garcia et
Hankins, 1975). Les agnelles testées exprimentfarie préférence pour le godt umami,
induit par le monosodium glutamate, en dehors d&etoonséquence post-ingestive associée,
mais elles sont indifférentes au golt amer, indaitla quinine, méme si elles le pergoivent
bien. Cela pourrait venir du fait que les herbigorpii rencontrent souvent des composeés
végétaux secondaires amers ont évolué de sorteia @v seuil de rejet de I'amertume
suffisamment élevé pour ne pas les obliger a réddémesurément leur gamme de choix
alimentaires (Glendinning, 1994). Nous avons ersasisocié les golts umami et amer a une
conséquence post-ingestive positive ou négativendeiere soit cohérente soit incohérente
par rapport a I'évaluation initiale de ces godtss tests de choipost hocface a un foin
témoin ont été les plus informatifs. lls révélenedes agnelles associent le golt umami aussi
bien a une conséquence post-ingestive positivenggative en augmentant ou diminuant leur
préférence, respectivement. En revanche, ellesatkfient pas leurs préférences pour le golt
amer quelle que soit la nature de la conséqueridaiquété associée. Les préférences pour le
golt amer sont alors similaires a celle observési® le golt umami est rejeté car associé a
une conséquence négative. Ce rejet est modéréa aiwske de LiCl utilisée est elle-méme
modérée. Dans le cas ou le golt amer est assogite &conséquence positive, I'absence
d’augmentation de préférence pourrait correspordi@xpression d’'un comportement de
méfiance vis-a-vis d’'un golt qui indique habituelent une conséquence post-ingestive

négative.

Ainsi, le golt umami peut étre considéré comme un signaénsoriel positif qui est
toutefois évité lorsqu’il est associé a une conséquencégative. Le godt amer, quant a
lui, peut étre considéré comme un signal sensoriel négaténvers lequel I'animal
resterait méfiant méme lorsqu’il est associé a une corgggence positive. Grace a leurs

valeurs latentes, les golts pourrait étre utilisés par les 8 comme des indicateurs de
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conséguences post-ingestives leur permettant ainsi dalghenter plus efficacement, et a

moindre risque.

1.2. Le rOle des préférences initiales

Au cours de I'expérimentation "indicateurs" implaqnt des flaveurs artificielles, nous
avons observé un fort effet de la flaveur. Les gmefices relatives mesurées initialement
(avant tout conditionnement) entre les flaveurs ahiorange étaient nettement en faveur de la
flaveur anis (0.80 vs. 0.20 dans chacun des deuxpgs). Apres les conditionnements de la
2°™ phase d’apprentissage, la préférence pour la fasssociée & la conséquence post-
ingestive négative est encore influencée par |déprdce initiale de cette flaveur : les
moutons dont le conditionnement négatif est assotaélaveur anis (groupe "anis") montrent
un rejet plus faible que ceux dont le conditionnetmegatif est associé a la flaveur orange
(groupe "orange" ; Figure 11a). De méme, dans édrpentation "goQts primaires"”, le golt
umami était initialement clairement préféré au garier et cet écart de préférence entre les
godlts a persisté méme apres 6 conditionnementdifiséagure 11b). La valeur hédonique
initiale des aliments influence donc leur évaluatielative dans un contexte d’apprentissage
alimentaire : il serait plus "difficile" pour un mmal d’associer une conséquence post-
ingestive négative a un aliment initialement préfglutdét qu'a un aliment initialement moins

préfére.

Bien que les caractéristiques sensorielles soient haiBtlement considérées
comme de simples outils aidant les animaux a discrimindes aliments, il apparait que
leur valeur hédonique (innée ou acquise) influence non Wement les préférences
relatives observées avant tout conditionnement, mais aussi lagmension des ovins a
effectuer un apprentissage associatif entre ces caractéitgies et les conséquences post-

ingestives.
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Figure 11 : Préférences pour la flaveur (a) oudétdb), avant (préférences initiales) et
apres les conditionnements négatifs (Choix CPI,<d@ihs le cadre d’un test de choix entre
les deux flaveurs ou golts présentés sur la figurea préférence est calculée
proportionnellement a la quantité ingrée totaldviie

Figure (a) : pour le groupe anis, la flaveur asisassociée a la CPI < 0 et la flaveur orange
a la CPI > 0; pour le groupe orange, la flaveungeaest associée a la CPI < 0 et la flaveur
anis a la CPI > 0.

Figure (b) : pour le groupe umami, le golt umaniiassocié a la CPIl < 0 et le golt amer a
la CPI > 0; pour le groupe amer, le golt amer ssbeé a la CPI < 0 et le golt umami a la

CPI > 0.
Chaque comparaison entre les deux flaveurs/gofitéassée sur un lot différent d’animaux.
Mann Whitney : *** P < 0.0001 ; **,P < 0.01 ; *,P < 0.05.

V. L'EVALUATION DES CARACTERISTIQUES SENSORIELLES PEUT -ELLE

CHANGER AVEC LES CONSEQUENCES POSTINGESTIVES ?

Nous nous sommes précédemment intéressés a Fioéude la préférence pour une
caractéristique sensorielle dans la facilité desbaier a une conséquence donnée. Certains de
nos résultats nous permettent aussi d’analysdiuénce d'une conséquence dans la capacité
a modifier la valeur attribuée a une caractérigtigansoriellei.e. a la réévaluer (Figure 12).
Etant donné que pour qu'il y ait réévaluationailitfqu'il y ait eu une évaluation antérieure,
nous allons nous intéresser ici aux cas ou lesEaistiques sensorielles ont déja acquis une
valeur (aliments connus dans le cas de l'expéritient "introduction ruminale” et godts

ayant une valeur latente dans le cas de I'expétatien "goUts primaires”).
D’'une maniére générale, les ruminants sont capatdemodifier I'évaluation d’'un

aliment en fonction des variations des conséqueposs-ingestives associées. Ainsi des

chevres peuvent adapter leurs préférences poursdiaiéments suite a des variations
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progressives d'intensité des conséquences, mémeelai concerne principalement la
conséguence négative (Duncainal, 2005). De méme, le processus d'extinction (Rafihs
Provenza, 1999), qui consiste a un retour prodgremsk préférences initiales (avant
conditionnement) une fois les conséquences resplassau changement arrétées, est un
exemple de réévaluation des aliments. Enfin, urserdisons pour lesquelles les herbivores
sélectionnent un régime alimentaire diversifié isediéchantillonner les aliments a
disposition afin de mettre a jour leurs connaissanet donc de les réévaluer, afin de
s’adapter a un milieu ou la qualité des plantesaghaau cours des saisons (Duncaalet
2003).

Apprentissages alimentaires

S influence sur I'association : )
Caractéristiques » | Consequences

sensorielles | < . post-ingestives
influence sur la réévaluation’ '

Figure 12 : Représentation schématique des inatioak entre caractéristiques sensorielles
et conséguences post-ingestives au sein du pracdssilapprentissages alimentaires.

Cependant, la familiarité de l'aliment influence tapacité de réévaluation des
aliments chez les ovins (Ralphs et Provenza, 19083t ainsi difficile de créer des aversions
pour des aliments familiers (Burritt et Provenz@94@) ; cela nécessite des conséquences plus
intenses qu'avec des aliments nouveaux, et lesiamsrapprises s'éteignent plus rapidement
(Ralphs, 1997). Ceci est di au fait que les alimaqnii n'ont pas été responsables de
conséguences négatives dans le passé acquiératatunde sécurité (Ralphs et Provenza,
1999). Cela reléverait alors d'un phénoméne dférence proactive qui considére que 9% 1
association apprise interféere avec I'expressiomel’seconde association impliquant le méme

stimulus conditionné (Pinefio et Miller, 2005).

Lors de I'expérimentation "introduction ruminalé&s animaux ont modifié la quantité
ingérée d’'un méme fourrage lorsque nous avons méollis conséquences associées a ce
fourrage en agissant sur la nature du foin introdans le rumen (Lo/Lr vs. Lo/Gr et Go/Lr
vs. Go/Gr). L'ingestion journaliere d’'un méme fage a augmenté avec lintroduction du
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foin de luzerne qui est moins encombrant et plusitifuque le foin de graminées. Le
mécanisme sous-jacent a cette réaction peut éttglalo

- il peut provenir de l'influence de I'état interde I'animal lié au moindre encombrement du
foin de luzerne. Les résultats d’'une étude prékxner(annexe 2) montrent d'ailleurs que les
moutons sont capables d’adapter la quantité jodmealingérée d’'un fourrage donné en
fonction de la proportion de ce méme fourrage ohire directement dans leur rumen de telle
sorte que la quantité journaliere recue.(ingérée + introduite) est constante,

- mais, il est également possible que I'évaluatpar I'animal de la "valeur" du foin
consommé oralement soit modifiée par le changenheigbnséquences associées. Favadin
al. (1995) ont mentionné I'importance des apprentissagimentaires dans le contrdle de
I'ingestion en supposant qu’ils modulent la commbsahédonique d'un alimeni.€., la
palatabilité apprise) et qu’ils agissent par conséd sur la motivation de I'animal a l'ingérer.
Ainsi, lorsque le foin consommé a I'auge, dontdasactéristiques sont connues de I'animal,
est associé a lintroduction intra-ruminale d’umirfage moins encombrant, sa palatabilité
peut étre améliorée, augmentant ainsi la motivatiertanimal a le consommer et donc son
ingestion. Cela est d’autant plus probable queméoent, des études ont démontré que
'encombrement ruminal est percu par les ovins cenum signal post-ingestif négatif,
menant a une baisse de la préférence du fourrageiagBaumonet al, 2007 ; Villalbaet

al., 2009).

Les analyses des activités alimentaires ainsilegieesultats obtenus lors des tests de
choix en fin d’offre alimentaire peuvent nous aidefiaire la part des choses entre le réle de
I'état interne et celui de la réévaluation des fages. Les analyses des activités alimentaires
montrent que les différences d’ingestion étaiemtipdierement marquées en début d’offre
alimentaire, c’est-a-dire apres lintroduction atuminale, puis s’estompaient au fur et a
mesure du temps ce qui serait en faveur d’'une matidal de l'ingestion liée a I'état interne
de I'animal. Les résultats des tests de choix géslien fin d’offre alimentaire ont montré,
quant a eux, une préférence pour I'aliment non @omsé durant les 6 heures précédentes,
quelle que soit la conséquence post-ingestive assacl’aliment consommé oralement, ce
qui ne va pas dans le sens d’'un changement derv@dsufoins en fonction des différentes

introductions intra-ruminales expérimentées.
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Ainsi, les variations d’ingestion seraient liéesfai que les moutons répondent a des
variations d’état interne sans réelle modificatilenla valeur hédonique du fourrage. Plusieurs
raisons peuvent expliquer cette absence de rééiwalwdes fourrages :

- les foins utilisés étaient des aliments familiposir les animaux ce qui, nous l'avons vu, ne
facilite par leur réévaluation,

- les conséquences (i.e. les introductions) étaiessenties avant l'ingestion ce qui peut
perturber les apprentissages,

- les conséquences étaient trop faibles pour nevdiévaluation de ces fourrages familiers,

- les changements fréquents de conséquences a&ssariéin méme fourrage, dus a la
procédure en carré latin, ont pu compliquer la aéétion des aliments,

- aucune modification sensorielle du fourrage comsé oralement ne permettait d’indiquer

la modification des conséquences post-ingestives.

Lors de l'expérimentation "godts primaires”, nousorss vu que le goldt umami
possederait une valeur positive, potentiellemedicatrice d’un apport protéique, et le godt
amer une valeur négative, potentiellement indicatrd’'une certaine toxicité. Ces godts
peuvent alors étre considérés comme familiers, Wiepqurrait rendre leur réévaluation
délicate. Les tests de chgiwst hooont montré que les agnelles ont aussi bien astogeit
umami a une conséquence positive que négatives Btint donc réévalué. En revanche, la
valeur du godt amer n’a, semble-t-il, pas été meéelif Les agnelles réussiraient donc a
réévaluer des golts familiers méme si elles serhl@eair plus de difficultés a réévaluer
positivement un godt possédant une valeur lateég@ative, certainement par méfiance. Il se
peut que le foin vaporisé tel qu'l a été présem& animaux est apparu suffisamment
nouveau pour ne pas limiter sa réévaluation. Ds,plous avons travaillé avec des animaux
jeunes dont les préférences alimentaires sontmphdulables que celles d'animaux matures
(Ralphs et Provenza, 1999).

Les herbivores sont donc capables de modifier la valeur atbuée a des
caractéristiques sensorielles en fonction des conséquesnqeost-ingestives associées. |l
apparait toutefois que le niveau de familiarité avec les alimés la nature et l'intensité
des conséquences post-ingestives, voire méme la valeur lageninitiale des

caractéristiques sensorielles influencent cette capacite.
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CARACTERISTIQUES SENSORIELLES

1- Agent discriminant

________________________

. Controle sensoriel!

/ 2- Valeur hédonique
3-Valeurd |nd|ca\teur Comportement
/ N alimentaire

A

< Aspect qualitatif
_—7 | (préférences)
| Apprentissage / Réévaluation /

A 4

Aspect quantitatif

1

A

Durée Vitesse
CONSEQUENCES POST-INGESTIVES d"”QTSUO” d'ingestion

____________________________________

Figure 13 : Représentation schématique des influences des conséquestdagestives et des caractéristiques sensorielledidesta sur le
comportement alimentaire des ovins, via différents processus (appageti/ réévaluation, contréle physique et nutritif, et control@sels
Ces influences sont connues (en noir) ou nouvellement mises en évidence par mon titzése (B rouge), voire les deux (en rouge et noir).

142



Discussion générale

V.CONCLUSION ET PERSPECTIVES

A lissue de ce travail de thése nous avons acguogs meilleure connaissance du réle
joué par les caractéristiques sensorielles desatsrsur les aspects qualitatifs et quantitatifs
du comportement alimentaire des ruminants. Noupgsons de hiérarchiser les trois roles
principaux identifieés a travers leur action sucéenportement alimentaire (Figure 13). Toutes
les caractéristiques sensorielles des alimentsreoahnues pour étre des agents discriminants
qui permettent a I'animal de différencier les iteaignentaires entre eux. Certaines de ces
caractéristiques sensorielles jouent en plus ur &l I'absence de conséquences post-
ingestives de par leur valeur hédonique proprelle-cé est capable d'influencer les
préférences des animaux, comme ce fut le cas avié@vieur anisée par rapport a la flaveur
orangée. Enfin, pour certaines caractéristiquesmmailes, cette valeur hédonique initiale
peut avoir acquis un sens, positif ou négatif, aurg de I'évolution ou lors d’apprentissages
antérieurs, ce qui leur confére une valeur lataggnt un réle d’indicateur des conséquences

post-ingestives associées.

Ma these confirme I'influence majeure des consegeg post-ingestives induites par
les aliments dans le contrdle de l'ingestion vodingt d’une part, et dans l'acquisition de
préférences alimentaires chez les ovins d'autre, paais elle apporte des informations
concernant leur influence sur I'expression desvdét alimentaires (durée et vitesse
d’ingestion). Elle démontre surtout que l'implicatides caractéristiques sensorielles dans le
comportement alimentaire des ovins a été sous-éstiet ne se réduit pas au simple réle
d’agent discriminant qui a été mis en avant danthéarie des apprentissages alimentaires.
Les influences des caractéristiques sensorielledesaomportement alimentaire des ovins

sont en effet multiples (Figure 13).

En ce qui concerne les aspects quantitatifs dupodement alimentaire, les
caractéristiques sensorielles peuvent moduleldi@grfce des conséquences post-ingestives sur
I'expression des activités alimentaires (durée besse d’ingestion), ou s’exprimer a court
terme lorsque la motivation a ingérer induite palirhent est plus forte que le rassasiement
lié a I'état interne dans lequel se trouve l'animaalgré cela, l'implication des
caractéristiques sensorielles sur le niveau d’itigesvolontaire reste a éclaircir puisqu’il
semble que, selon le contraste de qualité entrallesents, les conclusions peuvent étre

différentes.
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En ce qui concerne les aspects qualitatifs du oomment alimentaire, les
caractéristiques sensorielles influencent les peéfées alimentaires en I'absence de toutes
conséguences post-ingestives associées, lorsqujgbesedent une valeur hédonique propre
ou une valeur latente, positive ou négative. Ceaetides résultats qui démontrent la valeur
hédonique de telle ou telle caractéristique seabersont difficiles a généraliser du fait d’'une
importante variabilité de réponse. De plus, il &sparu que la valeur hédonigue peut elle-
méme étre influencée par le contexte de présenta#s alimentsi.e. la monotonie vs la

diversité de la situation d’offre alimentaire

Lors des apprentissages alimentaires, les caistm@es sensorielles modulent
l'intensité des associations avec des conséqueposs-ingestives selon leur valeur
hédonique, et agissent directement sur leur réatialude par leur valeur latente. Lorsque les
caractéristiques sensorielles des aliments ontiscone valeur latente, elles peuvent jouer le
réle d'indicateur des conséquences post-ingestetepermettent ainsi d’améliorer les
performances d’apprentissages alimentaires, notarnememilieu complexe, via un processus
de généralisation. Notre travail vient donc comdprta validité de la théorie des
apprentissages alimentaires en milieu complexe mrgduisant la notion d’indicateurs des
conséquences post-ingestives. De plus, certaints goimaires, tels que 'umami et I'amer,
pourraient jouer ce role d’indicateur puisqu’ilsspedent une valeur latente, positive et

négative respectivement.

Plusieurs perspectives de recherches se dégagembrtravail de thése. Tout d’abord
il serait intéressant d’approfondir I'étude du rélles golts primaires comme indicateurs des
conséquences post-ingestives. Pour cela, la mdtgdo originale que nous avons
développée pour I'expérimentation “indicateurs” ppaétre réutilisée. On pourrait également
envisager de tester si d’'autres sensorialités pesséaussi une valeur latente susceptible
d’intervenir dans les processus d’apprentissagmealiaire. Je pense en particulier a la
couleur des aliments qui est communément assoui§ede de maturité de la plante et donc
a sa valeur nutritivel.e., une plante jeune est verte et nutritive). Miearmaitre la nature et
le mode d’action des indicateurs que les animailisent pour sélectionner leur régime
alimentaire pourra permettre de mieux prévoir lec®dn alimentaire et ainsi d’enrichir les

modeéles d’utilisation des ressources.

Les animaux au paturage sont face a un milieugdent et il est important de savoir

s'ils sont réellement capables de mettre a jousleannaissances alimentaires afin de limiter
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des intoxications, des déséquilibres nutritionnets, Lors de I'expérimentation "introduction
ruminale”, il semble que les animaux n'ont pas afié¥ les fourrages connus suite aux
modifications de conséquences, et nous avons séppesl’absence d’indication sensorielle
du changement de conséquences post-ingestivesajioemr étre responsable. Cette notion
d’indication dans le processus de réévaluation alesents pourrait étre précisée. Faut-il
obligatoirement une indication sensorielle en paleld’'une modification des conséquences
post-ingestives pour que I'animal réussisse a t@éwv#ialiment ? Cela dépend-il de la nature
et/ou de l'intensité de la conséquence post-ingestiLe role des indicateurs sensoriels du
changement de conséquences est-il influencé pswudaineté du changement et /ou par sa
fréquence ? Les capacités de réévaluation des arimaarient-elles avec I'age et leur
expérience alimentaire: un animal jeune et natlgsus flexible qu’un animal mature et

expérimenté ?

Dans notre projet initial, nous avions égalemegvp d’étudier I'importance relative
de 'encombrement du rumen et des stimulationscseiies en plagant les animaux dans une
situation de choix alimentaire permanent, tout &sant varier 'encombrement du rumen.
Cette situation aurait présenté l'avantage de daitss animaux équilibrer eux-mémes leur
régime alimentaire (choix des aliments et quaritigiérée). Nous avons di renoncer a ce
projet notamment suite a I'évolution des préférenaimentaires sur le long terme (annexe
1). Ce probléeme semblait difficile a surmonter démdemps d’'une these. On pourrait, a
I'avenir, envisager de travailler avec un lot "téniod’animaux qui permettrait de contréler
I'évolution des préférences en I'absence de togégéilibre ruminal, et également travailler

avec un effectif de plus de 6 animaux pour padié variabilité des réponses mesurées.

Nous avons essentiellement abordé l'influenceadealeur hédonique des aliments sur
le comportement alimentaire mais la notion de plaigmentaire associée au bien-étre animal
serait, & mon avis, un sujet a creuser, notammecemu’on s'intéresse de plus en plus aux
émotions positives chez les animaux d’élevage @oet al, 2007) et que les aliments

pourrait étre une source d’émotions positives.

Mon travail, de thése pourrait avoir quelques @pgibns pratiqgues dans les élevages
herbagers.

On a vu, par exemple, que les ovins exprimentpiérences marquées et stables

pour le godt umami du fait de sa valeur latentdtppes Ce godt pourrait étre utilisé comme
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un additif alimentaire visant a augmenter la paidité et la consommation de fourrage de
“faible" qualité. Il faudrait alors en préciser leets a long terme et définir les modalités
pratiques d’utilisation. On peut également envisagen utilisation pour améliorer
'acceptation de nouveaux aliments, lors de tréorsst alimentairese(g, au moment du
sevrage et du passage a un aliment solide) sougviégties pour I'animal en terme de baisse
de consommation et d’état corporel général.

Dans un contexte ou les consommateurs sont sems#blebien-étre des animaux
d’élevage, on pourrait envisager de proposer ufre alimentaire diversifiee aux animaux
afin de casser la monotonie générale de certaihegtisns d’élevage telles que les taurillons
a l'engraissement, et ainsi peut-étre générer umaulation sensorielle plaisante (sorte
d’enrichissement du milieu via I'alimentation). &tte stimulation plaisante se maintient dans
le temps, elle pourrait stimuler I'ingestion et siavoir des répercussions sur la production.
Par ailleurs, offrir une diversité alimentaire animaux pourrait permettre a chaque individu
de choisir le régime alimentaire qui lui convieathieux a un instant t (Manteetal, 2008),
dans la mesure ou ils sont capables d’apprendmilgu complexe grace aux indicateurs.

Cela pourrait améliorer leur santé, et donc leandgtre ainsi que leur productivité.
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Annexe 1:
Quelle combinaison de 2 fourrages présente

des préférences relatives a 70-30 % ?

|. EXPERIMENTATION 1

I.1. Objectif

On cherche a savoir si des moutons peuvent exprifesrpréférences relatives partielles
(autours de 70% - 30%) pour une combinaison de 2dges, stable dans le temps pour un

méme individu et entre individus.

[.2. Matériel et Méthodes

.2.a. Les animaux

Durant cette expérimentation, six males castréade Texel non canulés (79 + 1.3 kg) et six

males castrés de race Texel équipés de canulesraanr(61 = 0.9 kg), tous agés de 4 ans, ont
été utilisés.

Ces animaux étaient logés dans des cases indiladyélx 2 m) dont le sol était recouvert de

sciure de bois. lls disposaient d’une pierre &setinéraux ainsi que d’eau en acces libre.

[.2.b. Leur alimentation et la procédure expérimentale

Les animaux étaient placés en situation permandatehoix binaire, c'est-a-dire qu’ils
avaient a leur disposition 2 fourragas libitum situés dans une auge compartimentée,
pendant 6 jours conseécutifs. Une premiere offrenatitaire était effectuée a 8h30 et une
deuxieme offre venait la compléter a 16h30. Cex ddfres étaient nécessaires vu la taille
limitée des auges qui rendait la distribution derddéion journaliére en une seule fois
impossible.

Sept fourrages secs différents (foins ou luzerrehytfratée) (Tableau 1) nous ont permis de
tester 7 combinaisons de 2 fourrages : (1) Dadyl®actyle 2, (2) Luzerne / Dactyle 1, (3)
Luzerne / Dactyle 2, (4) Regain de dactyle / Fagnpdairie permanente (PP), (5) Regain de
PP / Foin de PP, (6) RumildzDactyle 1 et (7) Rumiluz / Foin de PP. Chaque luioison a

été testée sur 6 animaux.

! Rumiluz : luzerne déshydratée en brins longs (compagabiefoin de luzerne haché), Désialis, France
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.2.c. Les mesures

On a pesé les refus quotidiens de chaque alimemopé en situation de choix afin de
pouvoir déterminer les préférences relatives dewtha’eux.
Le calcul de cette préférence relative correspoledcauantité ingérée (en MS) d’'un des deux

aliments que I'on divise par la quantité totaledrée (en MS).

Tableau 1 : Caractéristiques des fourrages testésrme de cellulose brute (CB), de matiere
azotée totale (MAT) et de digestibilité de la megiérganique (dMO).

: Regain deg Regain dg Foin de
Luzerne | Rumiluz| Dactyle 1 Dactyle 2 dactyle Pp PP
Cellulose
Brute (% MS) 35.7 30 31.8 26.8 30.6 28.4 34.9
MAT (% MS) 9.2 15.3 9.4 6.7 13.8 13.9 6.6

PP = Prairie Permanente ; Rumiluz, Désialis, France.

[.3. Résultats et Conclusions

Les préférences relatives mesurées dans les chpiX2) et (3) étaient variables, et situées
autour de 50 % ce qui n’est pas différent d’'un cheffectué au hasard (Figure 1 et Figure
2a). Les préférences relatives exprimées pouvaigaiement étre extrémes et stables comme

pour le choix (4), ou encore extrémes et variabéess le choix (5) (Figure 1).
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Figure 1: Préférences relatives pour le premignait mentionné dans les 7 combinaisons de 2
fourrages testées sur des moutons (n=6) en situdiochoix : (1) Dactyle 1 / Dactyle 2, (2)
Luzerne / Dactyle 1, (3) Luzerne / Dactyle 2, (&gRin de dactyle / Foin de prairie permanente
(PP), (5) Regain de PP / Foin de PP, (6) RumilDadtyle 1 et (7) Rumiluz / Foin de PP. Seules
les données des jours 3 a 6 sont présentées pqasnatégrer une potentielle variabilité liée a
une adaptation au régime alimentaire lors des jp@ts2.

La préférence relative est calculée proportionnellement adatigg ingérée totale de MS. )

Une boite & moustaches (ou box plot) fait apparaitre, deemahbas, la valeur maximale de la distribution, 183

quartile, la médiane (trait central) et la moyenne (croix at)irle £ quartile et la valeur minimale observée dans
la distribution des données.
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Des préférences relatives situées en moyenne autieur5% - 25% ont été observées dans
les cas des choix (6) et (7) mais elles n’étai¢aibles (inter et intra-individuellement) que
dans le cas du choix (7) Rumiluz / Foin de PP (feduet Figure 2b).
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Figure 2 : Variabilité inter- et intra-individuelldes préférences (a) pour la luzerne en
choix face au Dactyle 1 (choix (2)) et (b) pourRemiluz en choix face au foin de
prairie permanente (choix (7)). On observe une iante variabilité dans le®1lcas
mais pas dans Ié%cas, dés le®8%jour de test.

La préférence relative est calculée proportionnellement aaatit¢ ingérée totale de MS.

Il est difficile de trouver chez les ovins des préférams partielles et stables entre deux
fourrages. Il semblerait que les animaux expriment des choixgémes (95% - 5%) et/ou
variables dans une large gamme de combinaisons. Seule la conalson Rumiluz/Foin

de prairie permanente permet d’observer une préférence partle et stable sur 6 jours.
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[I. EXPERIMENTATION 2

II.1. Objectif

On veut s’assurer que les préférences partielle®jes de 75% - 25%) observées lors du
choix entre le Rumiluz et le foin de prairie permate sont stables a plus long terme. On
souhaite ainsi se rapprocher des conditions expétales qui seront imposées aux animaux
au cours de I'expérimentation "introduction rumeYahvec une durée d’offre alimentaire

limitée a 6 heures par jour et des animaux plaktésnativement en case avec de la sciure au

sol ou en case a digestibilité avec des caillelastibois au sol.

[1.2. Matériel et Méthodes

I1.2.a. Les animaux

Douze males castrés de race Texel, agés de 3 & 4taéquipés de canules du rumen
(59 £ 0.6 kg) ont été utilisés. lls ont été répaetn 2 groupes de 6 animaux.

Ces animaux étaient tout d’abord logés dans desscgadividuelles (1 x 2 m) dont le sol était
recouvert de sciure de bois pendant 14 jours pans des cases a digestibilité (0.7 x 1.3 m) ;
ils étaient alors sur des caillebotis en bois, pend4 jours, et équipés d’'un licol ajouté d’'un
ballonnet de mousse sous la machoire inférieurgpeunet d'enregistrer les mouvements de
machoire et qui sera utilisée dans I'expérimentatiatroduction ruminale”. Le groupe 1 a
débuté I'expérimentation 14 jours avant le groupeathsi lorsque les animaux du groupe 1
ont quitté les cases a digestibilité, les animaugmupe 2 ont pris leur place.

lIs ont eu a disposition une pierre a sel et miméi@nsi que de I'eau en acces libre.

[1.2.b. Leur alimentation et les mesures

Les animaux ont été placés en situation de chairit@, c’est-a-dire qu’ils ont eu a leur
disposition le Rumiluz et le foin de prairie perreate ad libitum situés dans une auge
compartimentée, durant 6 heures par jour et cejger28 jours consécutifs. Une premiere
offre alimentaire a été effectuée a 8h30 et unaidee offre est venue compléter la premiere
a 11h30. Ces deux offres étaient nécessaires vailla limitée des auges qui rendait la
distribution de la ration journaliére en une sefigis impossible. Les refus ont été pesés a
14h30 afin de mesurer les quantités ingérées poacun des 2 fourrages. On a ensuite
calculé la préférence relative d’'un fourrage papmat a I'autre en divisant la quantité ingérée
d’'un fourrage (en MS) par la quantité totale ingé(én MS) pendant les 6 heures d’offre

alimentaire.
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[1.3. Résultats et Conclusions

Au 1% jour de test, les moutons ont préféré la luzermaudteur de 74 + 2.7 % mais cette
préférence a augmenté dans le temps pour abo@fr £12.1 % au 28" jour (Figure 3).
Certains animaux ont méme consommé jusqu’'a 100%izkrie apres le $5our. Un seul
animal (M8) a maintenu au cours du temps une pRbéEr partielle pour la luzerne entre 70 et
80 %.
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Figure 3 : Evolution de la préférence pour le Rumien choix face a un foin de prairie
permanente au cours des 28 jours pour chacun demdtdns testés, avec représentation de
la préférence moyenne en rouge.

La préférence relative est calculée proportionnellement @datitg ingérée totale de MS.

Une préférence relative partielle, stable sur quelquesoprs, évolue dans le temps en
faveur de I'aliment préféré pour aboutir, apres 15 jours, a ungréférence quasi absolue.
Ce résultat, intéressant en soi, nous a dissuadé de réaliseexpérimentation

“introduction ruminale" en situation de choix alimentaire. Nous avions en effet prévu
initialement d’analyser les conséquences sur l'ingestiort ées choix de I'introduction

dans le rumen de I'un ou de l'autre des fourrages sur desmnimaux alimentés en choix.
Mais cela perdait beaucoup d’intérét si les animaux exprimaint déja spontanément une

préférence presque absolue pour I'un des fourrages.
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Annexe 2 :
Quelle proportion de fourrage peut-on introduire dans le rumen

des ovins sans perturber leur ingestion journaliére totale?

. OBJECTIF

On cherche a déterminer quelle quantité de chaegn2dfourrages, définis précédemment,
peut étre introduire quotidiennement dans le rumes animaux sans que cela ne perturbe
leur ingestion journaliére (quantité totale recuRdur cela, on teste I'effet d’'introductions
intra-ruminales correspondant a 20, 35 ou 50 % dyidentité totale d’aliment recue la veille.
La quantité totale d’aliment recue la veille estidé comme étant la somme de la quantité

ingérée volontairement par I'animal et la quanititéoduite directement dans leur rumen.

II. MATERIEL ET METHODES

I1.1. Les animaux

Six méles castrés de race Texel, agés de 4 ansi gieqaient 65 + 1.0 kg au début de
'expérimentation, ont été utilisés. lls ont ét@&iggs d’une canule du rumen des la fin de leur
croissance. lls étaient logés dans des cases dingiNés (1 x 2 m) dont le sol était recouvert
de sciure de bois. lIs disposaient d’une pierrel @sminéraux, et d’eau en acces libre.

[1.2. Leur alimentation

Deux fourrages différents ont été utilisées : uoeetne déshydratée de bonne qualité
conditionnée en brins longs (Rumiluz) et un foinpairie permanente de qualité moindre

(Tableau 2). Les moutons ont recu un seul et m@&medge a l'auge et lors des introductions
ruminales. A l'auge, le fourrage était disponiblecdonté pendant 6 heures par jour (de 9h a
15h). Les introductions intra-ruminales ont étéeetifiees avant la distribution alimentaire

matinale.

Les fourrages introduits dans le rumen ont étélahbéament broyés et mélangés a de la salive
artificielle afin de mimer le traitement qu’auraiibi un aliment normalement ingéré lors de la
phase masticatoire. Cette préparation a été laissémbiber toute la nuit précédent

I'introduction intra-ruminale.
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Tableau 2 : Composition chimique (moyenne + e.e9 fbins offerts a 'auge et introduits
dans le rumen des moutons.

Foin de luzerne Foin de prairie permanente
Matiere seche (% MS) 92.1+0.3 91.4+04
MAT (g.kg™* MS) 156 + 4 72+2
NDF (g.kg* MS) 528 + 6 671+5
ADF (g.kg* MS) 360 + 7 368 + 2
ADL (g.kg* MS) 95.1+0.8 459+1.1

MAT = Matiére azotée totale ; NDF = Neutral Detergent FibeDFA= Acid Detergent Fiber ; ADL = Acid
Detergent Lignin.

[1.3. La procédure expérimentale

Chague mouton a été testé sur chaque proportioincauire (20-35-50 %) pour chacun des 2
fourrages (luzerne et foin de prairie permaneniegsssivement (Tableau 3).

Les animaux ont été mis en régime pendant 7 jousistde début de chaque succession de
trois traitements impliquant un fourrage donnén afe les habituer a I'aliment et au rythme
d’alimentation. Chaque mise en régime a été sulei8 périodes de test d’'une durée de 5
jours chacune. Ces périodes de test ont été enfrées de 2 jours de repos lors desquels les

moutons n’ont subi aucune introduction intra-runena

Tableau 3 : Procédure expérimentale mise en place cette étude.

Période Mouton 1| Mouton 2 Mouton 3 Mouton|4  Mou%on Mouton 6
Mise en régime 1 Luz Luz Luz PP PP PP
Période 1-1 Luz-20% Luz-35% Luz-50% PP-20% PP-35% ®R-5
Période 1-2 Luz-35% Luz-50% Luz-20% PP-35% PP-50% ®R-2
Période 1-3 Luz-50% Luz-20% Luz-35% PP-50% PP-20% PR-3
Mise en régime 2 PP PP PP Luz Luz Luz
Période 2-1 PP-20% PP-359 PP-50% Luz-20% Luz-35% D0z-5
Période 2-2 PP-35% PP-50% PP-20% Luz-35% Luz-50% D&i-2
Période 2-3 PP-50% PP-20% PP-35% Luz-50% Luz-20% B&ri-3

I1.4. Les mesures et les analyses statistiques

Chague jour, les refus alimentaires ont été pesdmat d’'une heure et a la fin des 6 heures

d’offre alimentaire, afin de déterminer les quagiingérées par les animaux.
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Les analyses statistiques avaient pour objectidi@&erminer si les différentes proportions de
fourrage introduites dans le rumen des animauxrdhtencé les quantités moyennes regues
guotidiennement, en considérant séparément lesfdemwages. On a donc effectué un test de

comparaison de plusieurs moyennes pour des édbaatdppariési.g., test de Friedman).

Ill. RESULTATS ET CONCLUSION

Chaque jour, les moutons ont recu en moyenne 19720tg MS de luzerne ou

1226 + 25 g MS de foin de prairie permanente, quglle soit la proportion de fourrage
introduite dans leur rumen (P > 0.05 ; Figure 4).
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Figure 4 : Quantité recue journaliere (moyennest, en g MS) en fonction du fourrage et de
la proportion introduite dans le rumen des animaamgc dissociation graphique de la
guantité ingérée pendant 6h et la quantité inttedui

NS : test de Friedman, P > 0.10.
Les moutons sont donc capables d'adapter la quantité volontaireme ingérée

guotidiennement selon la proportion croissante de fourrage introddidans leur rumen et

ainsi de maintenir les quantités totales recues similaires pour chawc des fourrages.
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Annexe 3 :

Recherche de substances appétantes et répulsives

. OBJECTIF

Dans le but de les utiliser comme des indicateurs de conséguposeingestives, nous
recherchons des substances faisant référence a un golt pravaii@] dépourvues d’effets
post-ingestifs (d’ou I'absence de tests pour des substanaéss)sabt surtout capables

d’'induire des préférences ou aversions alimentaires spontanées et stablesctaps. le

II. MATERIELET METHODES

Des agnelles de race Romane ou Blanche du Massif Central (By#€¥s de 4 a 9 mois ont
éte utilisées (Tableau 1). Elles étaient logées en casesdunelieis avec un acces libre a de
'eau et une pierre a sels et minéraux. Le principe gém@wltests était le suivant: les
agnelles étaient soumises a une période de jelne avant les tests (de 8h00 a 11h00 ou de 8h00 a
14h00) ; puis pendant une courte période, un foin vaporisé avec de I'eau (tént@npéme
foin vaporisé avec une solution aqueuse contenant la substance responsgtle thste
étaient offerts simultanément, a volonté. A l'issue de cettegede choix, les refus étaient
pesés et la préférence relative pour chaque aliment était éadmde ratio de la quantité
ingérée (en MS) de cet aliment sur la quantité ingérée t(g#aléVlS) pendant le test. Les
agnelles ont recu leur alimentation hors test a partir de 16h€l@:cc était composée de
concentré pour agneaux et de foin.

L’eau seule ou les solutions aqueuses contenant les substancesatdspates godts étaient
vaporisées a raison de 25mL pour 200g MF de foin. L'ensemble étssebmaanuellement,

au minimum 3 heures avant le test de choix de telle sorte que le foin ne soit pas trop humide

Chaque golt a été testé avec une ou plusieurs substances, a d#ffél@sds et avec un
schéma expérimental adapté aux possibilités expérimentalesothent. Les procédures
mises en ceuvre sont résumeées dans le Tableau 4. Le golt sucresiéetdec plusieurs
édulcorants, le Sucram 3MPancosma, Suisse), la néohespéridine dihydrochalcone (NHDC)
et la saccharine. Le golt umami a été testé avec le monosgtlitamate, noté MSG. Le
golt amer a été testé avec le BiftéMMCD, France) dont le nom chimique est le dénatonium
de benzoate. Cette substance est reconnue pour étre la substance la plus amére avemonde

un effet répulsif notamment chez plusieurs especes de cervidéghi{Wwt Milne, 1996 ;
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Santilly et al, 2004) et chez le renard (MacDonald et Baker, 2004). Pour le go(} acige

avons testé l'acide malonique et I'acide acétique qui ont étéamedés comme induisant une

baisse de préférence face a un foin non traité (Gherardi &k, B1881) ou face a de I'eau du
robinet (Arnoldet al, 1980).

Tableau 4 : Procédures mises en ceuvre pour mettre en évidence uaecsuagpétante et
répulsive chez les ovins.

Golt Substance Doses Animaux Durée du test de choix ; nombre de
(g/kg MS) test par jour ; descriptif
Sucré Sucram 3D | 0.1,0.2,0.3 9 agnelles Romanes,30 min ; 1 test/j ; au total 3 doses
4 mois testées sur chaque agnelle, avec 2
répétitions (6j au total)
NHDC 0.04, 0.06, 9 agnelles BMC, 10 min ; 3 test/] ; 3 doses testées
0.08 8 mois successivement par jour, sur chaque
agnelle pendant 1 jour
Saccharine
groupe 1 0.1,0.2,0.3 9 agnelles BMC, | 10 min ; 3 test/j ; chaque jour, 3
8 mois agnelles testent la dose 1, 3 la dose 2 et
3 la dose 3; les 3 doses sont testées sur
chaque agnelle sur 3 jours
groupe 2 0.3,0.4,05 9 agnelles BMC, 10 min; 3 test/j ; 3 doses testées
8 mois successivement par jour, sur chaque
agnelle pendant 3 jours
Umami MSG 15, 25, 35 9 agnelles Romanes,10 min ; 3 test/j ; 3 doses testées
9 mois successivement par jour, sur chaque
agnelle : j1 = 15, 25 g/kg ; j2+3 = 15,
25, 35 g/kg
Amer Bitrex’ 0.05, 0.15, 9 agnelles Romanes, 10 min ; 3 test/j ; chaque jour, 3 doses
0.25,0.5,0.75 7 mois testées successivement sur chaque
agnelle : j1 = 0.05, 0.15, 0.25 g/kg ;
j2=0.25, 0.5, 0.75 g/kg
Acide Acide 25,575 9 agnelles BMC, 15 min ; 2 test/j (matin et aprés-midi) ;
malonique 7 mois 2 doses sur 3 testées sur chaque agnelle
a raison d’1 dose par jour
Acide 1,2 10 agnelles BMC, 20 min ; 2 test/j (matin et aprés midi) ;
acétique 7 mois chaque jour, 5 agnelles testent la dose 1

et 5 autres testent la dose 2 pendant 2

jours

[1l. RESULTATS ET CONCLUSIONS

.1.

Le goQt sucré

La préférence moyenne pour le Sucranf 3Dété de 35 + 4 %, sans aucun effet de la dose

(FriedmanP > 0.1) et avec une trés forte variabilité puisque la préféranarié entre 0 % et

95%.
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Les agnelles ont exprimé des préférences pour le NHDC \esigklon la dose (Friedman,
P < 0.01) avec la préférence la plus élevée pour la dose la plus(&ibtet %) intermédiaire
pour dose la plus forte (65 + 7 %) et la plus faible pour la dose intermédiaire (51 = 5 %).
Avec la saccharine, les agnelles ont exprimé ni préféren@vearsion aux doses testées
(P>0.05; Figure 5), a I'exception du groupe 1 qui a montré une aversion a lalelose
0.3 g/kg P < 0.01 ; Figure 5). Cependant, ce résultat n’était pas cohérenlagperférence
mesurée pour cette méme dose dans le groupe 2.
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Figure 5 : Préférence (moyenne % erreur standard) pdinesaporisé avec une solution
aqueuse contenant de la saccharine a différentes doses facem@&me foin uniquement

vaporisé avec de l'eau (témoin) lors de tests de choix de tmane (10 min), pour 2
groupes d’animaux différents.

La préférence relative est calculée proportionnellement adatig¢ ingérée totale de MS.
Test de Mann Whitney : NS poBr> 0.05 et *** pourP < 0.01.

l.2. Le godt umami

Les agnelles n’ont pas exprimé de préférence significativesupérieure a 50% pour le foin
vaporisé par une solution aqueuse de MSG a la dose de 15 g/kg MS @l B A 0.05;
Figure 6) lorsqu’il a été offert en choix de courte durée facem@me foin vaporisé a I'eau.
En revanche, elles ont montré une préférence stable et avec unditéarigbr-individuelle
faible pour le foin vaporisé par une solution aqueuse de MSG aux des2s g/kg MS
(70 £ 4 %,P < 0.01 ; Figure 6) et 35 g/kg MS (71 = 6 Po< 0.01 ; Figure 6).
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100 : fex
Figure 6 : Préférence (moyenne
90 - * % % 3k %k 5k .
80 - + erreur standard) pour le foin
S 704 NS | i vaporisé avec une solution
S ol | %/ % aqueuse contenant du
2 o0 v 7/ ﬂ monosodium gultamate (MSG) a
3 20 7 7 7 différentes doses face a ce méme
‘g__’ foin uniquement vaporisé avec
30 / / de I'eau (témoin) lors de tests de
207 / / / choix de court terme.
10 - . : )
0 A | /A | A | La preference relat|\{e est calcu!e’e
proportionnellement a la quantité
15g/kgMS 25g/kgIS 35g/ki1S ingérée totale de MS.
Test de Mann Whitney : NS pol >
Doses de MSG 0.05 et *** pourP < 0.001.
l.3. Le godt amer

Les tests ont révélé que les agnelles exprimaient en moyemréférence ni aversion a
I'égard du foin vaporisé avec la solution aqueuse contenant du ‘Bifaee au méme foin
vaporisé a l'eau53 £ 3 % FriedmanP > 0.1) quelle que soit la dose appliquée. Cela
s’explique par une tres forte variabilité individuelle illustrée lpafigure 7, avec une valeur

minimale mesurée a 4% et une valeur maximale a 98%.

100 : . o
. ¢ Figure 7 : Préférence individuelle
~ 80- : (n:9)_ pour le foin vaporisé avec la
S s : o . solution aqueuse contenant du
8 60" . : s $ . Bitrex® a différentes doses,
2 . s lorsqu’il est proposé en choix face
N | '} ~ . ST
3 40 . . . ¢ au méme foin vaporisé a I'eau.
o 20 - ° ° * La préférence relative est calculée
° ° ° proportionnellement a la quantité ingérée
[ ]
° _ totale de MS.
0 ‘ ‘ ‘ ‘ - ‘ Les points concernant la dose de
005 015 025 050 0.75 0.25 g/kg MS sont la moyenne de |1 et j2
Doses de Bitrex(g/kg MS) pour chaque agnelle.
1.4. Le godlt acide

Il n'existait pas de différence de préférence pour le foin vs@grar la solution aqueuse
contenant de l'acide malonigue entre le matin et I'aprés-midnvW/hitney, P > 0.05).
Nous avons donc choisi de moyenner les données pour plus de clarténélessagont alors
montré ni préférence ni aversion a I'égard du foin vaporisé avetulios d'acide malonique

(Wilcoxon, P > 0.05) quelles que soient les doses (Kruskal W#llis,0.1) ; certainement du
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fait de la variabilité des réponses (Figure 8). Ainsi, lauetfce moyenne pour le foin

vaporisé a l'acide malonique s’élévait & 48 % (+ 5%).

100,

Figure 8 : Préférences individuelles (n=6) pour & 80 ' . )
le foin vaporisé avec la solution aqueuse 3 60 .

contenant |'acide malonique a différentes dosesg ' :
lorsgu’il est proposé en choix face au méme foirsg 40 ' '
vaporisé a l'eau. a 20 .
La préférence relative est calculée proportionnellement a :
la quantité ingérée totale de MS. 0 =

2.5 5 7.5
Doses d'acide malonique (g/kg MS)

Avec l'acide acétique, on a trouve une différence de préférencdefmin traité avec cette
substance entre le matin et I'aprés-midi, mais uniguemerdastade 2 g/kg (Mann Whitney,

P < 0.05). A cette dose, les agnelles n'exprimaient, le matin, nrenéf ni aversion pour ce
foin (55 = 8 % ; Wilcoxon,P > 0.1) alors qu’elles le préferaient a hauteur de 76 + 6 %
(Wilcoxon, P < 0.01) lors du test de choix de I'apres-midi. A la dose infériguiggkg), les
agnelles n'ont pas montré de différence de préférence entratin et I'apres-midi (Mann
Whitney, P > 0.05) et préféraient en moyenne le foin traité a I'acétdtauteur de 66 + 5 %
(Wilcoxon, P < 0.05).

Ces différents tests ont permis de trouver une substae@ppétante ('umami) mais n’ont
pas permis de mettre en évidence une substance réputside maniere spontanée et
stable, chez les ovins. Nous nous sommes donc orientés ves fthveurs artificielles afin
de créer nous-méme des indicateurs de conséquences fiogestives (expérimentation

"Iindicateurs").
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Annexe 4 .
Quelle combinaison de 2 flaveurs présente des préférences

initiales équilibrées et stables ?

|. OBJECTIF

Nous souhaitions trouver une combinaison de 2 flaveurs présentant desnpesfésdatives
équilibrées et stables lorsqu’elles sont présentées en choix de dauge chez des ovins.
Nous les utiliserons, par la suite, couplées a des conséquences paistaagmntrblées par
nos soins, afin de créer des indicateurs pré-ingestifs afsficexpérimentation

“indicateurs”).

II. MATERIELET METHODES

[1.1. Les animaux

Les animaux utilisés étaient 16 moutons adultes de Race Testefscat équipés de canules
du rumen. lls étaient agés de 3 a 7 ans et pesaient en moyenkg 0% 1.4 kg) au début
de I'expérimentation. lls étaient logés en case individuelleTm sur copeaux de bois avec

un acces libre a une source d’eau et une source de sel et minéraux.

[1.2. Les flaveurs

On a testé deux combinaisons de 2 flaveurs : (1) anis - orar{@g teym - fenugrec (BFI

Innovations Ltd, Chester, England). Ces flaveurs se présentaientastarme de poudre.
Elles étaient mélangées a de la cellulose, également en pguidégait utilisée ici en tant que
support neutre aidant a une répartition homogene de la flaveur ddosirtage. On

incorporait 10 g de flaveur et 25 g de cellulose dans 500 g de failaagle (en matiere
fraiche, MF).

I1.3. Alimentation et procédure expérimentale

La moitié de l'effectif a été testé sur la combinaison ardsange et I'autre moitié sur la
combinaison thym - fenugrec. Chaque période expérimentale étgibsémde 7 jours : des
tests de j1 a j5, et du repos a j6 et j7. La méme procédure egptaiena été répétée lors de 4
périodes. Tous les jours, les moutons recevaient 500 g MF d’un foinide peamanente de
8h00 a 10h30, puis ils étaient maintenus a jeun jusqu’au repas de I'agrekemnitests se
déroulaient a partir de 14h00. De j1 a j4, 500 g MF du foin de dactyle aromatisé affaitnt
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aux animaux pendant 1 heure. La premiéere des 2 flaveurs téséeasfferte les jours pairs,
tandis que l'autre I'était les jours impairs. Chaque jour, autamh@eons étaient testés sur
les 2 flaveurs au sein d’'un groupe. A j5, les animaux étaient s@umomistest de choix de
courte durée (20 minutes) entre les 2 flaveurs, toujours disposdesis&ime foin de dactyle
mais offertes dans deux seaux distincts et adjacents. Lesd@uepos, il n'y avait rien en
début d’aprés-midi. Chaque jour, le dernier repas composé de foin de pesirianente était

offert & 16h30 de fagon a autoriser 10% de refus.

Il.4. Les mesures et les analyses statistiques

On a mesuré les ingestions pendant le test de début d’apres-njidia & On a également
peseé les refus a la fin des tests de choix afin de détertaimgrantité ingérée pour chaque
flaveur et ainsi calculer leurs préférences relatives, en propate la quantité ingérée totale
(en MS). On a moyenné les préférences des 4 semaines et ancbmparé a la valeur

théorique d’absence de choix (0.5) par le biais d’'un test de Wilcoxon.

[1l. RESULTATS ET CONCLUSIONS

Les ingestions pendant le test de j1 a j4 ont été équivalentedemflaveurs : 454 £+ 7 g MS
pour I'anis, 457 £ 8 g MS pour I'orange, 420 + 12 g MS pour le fenugtetl3%+ 8 g MS
pour le thym ; les moutons ont consommé en moyenne 442 + 5 g MS de foin aromatisé.
Pendant les tests de choix entre l'orange et l'anis, lesrenefgs exprimées ont été
équilibrées et stables sur I'ensemble des 4 périodes ddg-iggte( 9a). Sur le total des 4
périodes, les moutons n'ont pas exprimé de préférences signifipative’orange ou pour
I'anis (respectivement 0.47 et 0.53 (+ 0.04) non différent deF0>50.1).

Avec les animaux testés sur la combinaison thym - fenugreprdésrences ont été moins
stables au cours des 4 périodes de test (de 0.34 en période 1 a 0.68deneméme s'il
n'y a pas d’'effet période (FriedmaR,> 0.05) (Figure 9b), et en moyenne sur les 4 semaines,
les moutons n’ont pas exprimé de préférence pour le thym ou le éen(rgspectivement
0.51 et 0.49 (+ 0.05) non différent de 0.99> 0.1).

Ainsi les combinaisons de 2 flaveurs testées montrent, enoyenne, des préférences

équilibrées mais seule la combinaison orange - anis est stahblu cours des 4 périodes de
test.
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Figure 9 : Préférences relatives entre deux flaveurs egpsrors d'un test de choix de 20 min
répété sur 4 périodes (P1, P2, P3, P4) et sur la moyenne des depdiiotal). Les deux
combinaisons de deux flaveurs testées sont orange - anis (a) et thym eddbigr

La préférence relative est calculée proportionnellement @datit¢ ingérée totale de MS.
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Résumé Les caractéristiques sensorielles des aliments : quelgaoak#t-elles dans les aspects qualitatifs et
guantitatifs du comportement alimentaire des ovins ?

La compréhension du comportement alimentaire des rumieahtecessaire pour optimiser I'utilisation des ressources
fourragéres dans leur alimentation, en vue de satisfaige egeux zootechniques, incluant le bien-étre, et
environnementaux. Pour cela, nous nous sommes intgr@sséle des caractéristiques sensorielles des alimgsysiej

la probablement sous-estimé et restreint a celui d'agentindisant, dans les aspects qualitatifs (sélection) et
guantitatifs (ingestion) du comportement alimentaire des sovidous nous sommes focalisés sur leur role
indépendamment des conséquences post-ingestives destslifigne part, et en interaction avec les conséquences
dans les processus d’'apprentissage alimentaire d'autre pa

A conséquences post-ingestives similaires, les caractéestisgnsorielles n'ont pas influencé les quantités ingérées
journaliéres mais elles ont joué i/ sur les quantités ingéréesirt terme lorsque la motivation a ingérer un aliment est
plus forte que I'état de rassasiement de I'animal, et iilesucomposantes de I'ingestion (durée et vitesse d’ingégstion
Malgré cela, I'implication des caractéristiques sensorielles tlanégulation de l'ingestion volontaire reste a éclaircir
puisque les conclusions different selon le contraste de qualtré les aliments. Les caractéristiques sensorielles
influencent également les préférences alimentaires lorsquiEesedent une valeur hédonique ou une valeur latente
potentiellement indicatrice de conséquences positives ou végali'influence de la valeur hédonique est toutefois
soumise a une importante variabilité individuelle qui rend l2igdisation des résultats délicate. De plus, la valeur
hédonique peut elle-méme étre influencée par le contexteédentation des aliments. En effet, un aliment non préféré
peut le devenir lorsqu’il n'a pas été consommé récemniegijuant un certain attrait pour la diversité de l'offre
alimentaire et tout particulierement pour un changement d’atsydans le temps.

Lors des apprentissages alimentaires, la valeur hédodegi€aractéristiques sensorielles module la propension des
animaux a les associer a des conséquences post-iegegibsitives ou négatives. Lorsque les caractéristiques
sensorielles des aliments ont acquis une valeur latente,pellaent jouer le réle d'indicateur des conséquences et
permettre ainsi aux animaux d'étre plus performants ams apprentissages, notamment en milieu complexe, via un
processus de généralisation. Notre travail vient donc confartalidité de la théorie des apprentissages alimentaires
en milieu complexe. Certains godts primaires, tels que Foin& I'amer, possédent une valeur latente (positive et
négative respectivement) ; ils pourraient donc jouer cedriidicateur.

Les caractéristiques sensorielles, de par leur réle d'dgniminant, leur valeur hédonique et leur rdle d'indicadesr
conséquences influencent donc a différents niveauxnweodement alimentaire des ovins. Elles constituent alors une
perspective intéressante pour améliorer I'utilisation des alingamts les rations et le bien-étre des animaux d’élevage.

Mots-clés : caractéristiques sensorielles, conséguencemgestives, apprentissage, préférence, ingestion, ruminants

Abstract Food sensory characteristics: how do they influence quaditatid quantitative aspects of feeding
behaviour in sheep?

A better understanding of feeding behaviour of ruminamsld help optimising the use of forages by these animals
and improve their zootechnical performances, includinanee and environmental interests. We studied the role of
sensory characteristics of food in qualitative (diet selectiad)quantitative (intake) aspects of feeding behaviour in
sheep. Thus far these characteristics are believed ® drdy a discriminating role. We studied their role atilsim
post-ingestive consequences, on the one, and their raéfexent post-ingestive consequences, using food itegrn
paradigms, on the other hand.

At similar post-ingestive consequences, sensory fdwdacteristics did not influence voluntary daily intake betyth
influenced i/ short term intake when the motivation to eatégadwy the food overruled the satiety state of the animal,
and ii/ feeding activities (time spent eating and intake rat&rdstingly, results differed according to quality contrasts
between food items. Further studies are needed to elutidaéxact role of sensory characteristics in the regulafion
voluntary intake. Sensory characteristics influenced also fweferences when they possessed a hedonicapaari
value subjectively indicating positive or negative consegegeme the animal. The influence of the hedonic value was
however difficult to analyse because of a great inter-indadidiariability in animal response. The hedonic value was
furthermore influenced by the context of food presemationon preferred food item could become preferredwhi

not recently consumed, which indicates an attraction for étvetrsity and especially for a change in food.

During food learning, the hedonic value of sensory attaristics modulates the animal’s ability to associate them with
post-ingestive consequences. When sensory food ¢eestics had acquired anpriori value, animals could use them
as indicators of post-ingestive consequences. Conseguinay allowed animals to be more efficient in food learning,
notably in complex environments, via a generalisation psod@ar work is thus reinforcing the validity of the food
learning theory in complex environments. Some primary tastet umami and bitter tastes, possesa prori value
(positive and negative, respectively). It is expected tlestethastes have a role as indicator.

In conclusion, sensory food characteristics, becaugkeaf role as discriminator, their hedonic value or their ede
indicator, influenced different aspects of feeding behaviowsheep. Therefore, sensory food characteristics theve
possibility to improve the use of forage in animal diets tna certain extent, ameliorate farm animal welfare.

Keywords: sensory food characteristics, post-ingestiveerprences, learning, preference, intake, ruminants.



