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1. INTRODUCTION GENERALE

1) L’étude des émotions

1.1 Définitions et théories

“Tout le monde sait ce qu’est une émotion, jusqu’a ce qu’on en demande une définition.

Alors, il semble que plus personne ne sache.” (Fehr et Russell, 1984).

A premiere vue, il est vrai que définir une expérience émotionnelle subjective chez
I’animal apparait délicat, les animaux étant dépourvus de langage. Cependant, de nombreux
travaux conduits en psychologie ainsi qu’en neurobiologie humaine ont permis de mieux
comprendre et appréhender les émotions, notamment grace a 1’utilisation d’auto-évaluations
linguistiques. Le terme émotion, du latin ex movere, se traduisant littéralement comme
« mouvement en dehors », désigne le fait de « sortir de son état normal ». Une émotion est
définie comme une réponse affective de courte durée a un évenement, qui se traduit par des
changements corporels spécifiques. Cependant, il n’existe pas de réel consensus quant a la
durée d’un état émotionnel qui, selon Verduyn et al. (2011), peut durer de quelques secondes a
plusieurs heures et se termine lorsque 1’intensité de la réponse émotionnelle revient au niveau
de base. Depuis I’ Antiquité et la théorie de la scission du corps et de I’esprit proposée par Platon
ou encore Aristote et plus tard I’époque du « behaviourisme », les émotions ont été longtemps
mises de coté et considérées comme un dysfonctionnement de I’organisme (Duffy, 1941).
D’apres Darwin (1872), qui tout au long de son ouvrage décrit des traits émotionnels universels
communs a I’Homme et aux animaux, les émotions joueraient un rdle majeur dans la
communication aussi bien intra qu’inter spécifique. Etonnement, si Darwin ne mentionne a
aucun moment leur aspect adaptatif, il est aujourd’hui communément admis dans la littérature

que les émotions permettraient également de guider les actions de I’individu afin de protéger
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I’organisme et augmenter ses chances de survie (Broom, 1998; Fredrickson, 1998; Nesse,

1990).

Différentes approches ont été utilisées jusqu’a présent pour décrire et étudier les
émotions. En effet, certains auteurs insistent davantage sur leur classification (e.g. Plutchik,
1980), les circuits neuronaux en jeu (e.g. Ekman, 1984), ou bien alors abordent les différentes
composantes qui les définissent (e.g. Dantzer, 1988). Deux types de classifications s’opposent :
d’une part la théorie des émotions discrétes suppose qu’il existe un nombre limité d’émotions
dites « basiques » (i.e. joie, tristesse, peur, colére, dégout, surprise), et que chacune d’elle
correspond a un profil unique en terme d’expérience subjective, de physiologie et de
comportement (e.g. expressions faciales, Fig.1) (Ekman, 1984; Panksepp, 2007; Plutchik, 1980,
Fig.2). D’autre part, la théorie dimensionnelle des émotions propose qu’une émotion puisse étre
localisée dans un espace dimensionnel composé de deux axes: I’'un défini par la valence
(positive/négative) I’autre par I’intensité (haute/faible) de 1’émotion (Carver, 2001; Russell et

Barrett, 1999; Watson et al., 1999). Selon Lang (1969), un troisieme axe est défini par la
dominance.

A
4

Anger Disgust Fear Happiness Sadness Surprise

Figure 1 : Les expressions faciales exprimées selon les six émotions basiques

proposées par Ekman (1984).
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Figure 2 : Modele multidimensionnel des émotions proposé par Plutchik (1980),
construit a partir de 8 émotions basiques : la joie, la tristesse, la colere, le dégoilt, la peur, la
surprise, [’anticipation et la confiance. Un mélange entre ces émotions primaires peut aboutir

a des émotions secondaires, voire tertiaires.

Une émotion peut étre décrite par trois composantes principales : une composante
subjective (i.e. I’expérience émotionnelle ressentie par 1’individu), et deux composantes
expressives, 1’une motrice (i.e. le comportement et la posture adoptés par I’individu), et I’autre
physiologique (i.e. la réponse de I’organisme) (Dantzer, 1988). L expérience subjective d’une
émotion peut étre évaluée sur la simple base d’informations perceptuelles, mais peut aussi étre
traitée de facon cognitive plus complexe (Mendl et Paul, 2004; Nesse, 1990; Paul et al., 2005).
D’aprés Scherer (1987, 2005), I’émergence d’une €motion est toujours liée a un objet
identifiable, d’origine externe ou interne (e.g. un souvenir), qui stimule 1’organisme a produire

une réponse apres en avoir évalué sa signification. En effet, pour qu’un événement provoque

une émotion, il faut qu’il soit jugé pertinent par 1’individu. Cette évaluation réalisée par
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I’individu consiste a attribuer une signification émotionnelle au stimulus afin de déterminer une
réponse appropriée (e.g. approcher ou fuir) (Ellsworth, 1991; Frijda, 1987; Lazarus, 1991a).
Ainsi, ce traitement cognitif déterminerait la qualité d’une émotion (Frijda, 1987; Lazarus,
1991b; Scherer, 1999, 1984), permettant a I’individu de produire une réponse émotionnelle
adaptée dans le but d’agir au mieux face a un événement et augmenter sa fitness (Nesse, 1990).
Seulement, I’hypothése que les animaux soient complétement conscients et capables de
cognitivement appréhender leurs émotions est encore débattue par la communauté scientifique
(e.g. Forgas, 2000; Lane et al., 2000; Dawkins, 2001; Panksepp, 2003), et pour certains auteurs,
seules les émotions basiques/primaires seraient présentes (Damasio, 2000; Gray, 1999; LeDoux
et Bemporad, 1997). Cependant, des études ont montré que les animaux partageaient avec
I’Homme les mé&mes bases neurobiologiques responsables des émotions (Désiré et al., 2002).
Par ailleurs, plusieurs travaux ont pu mettre en évidence chez I’animal des paralleles
fonctionnels avec les mécanismes de traitement cognitifs conscients chez I’Homme (Broom,
2010; Mendl et Paul, 2004). Ces différentes preuves laissent ainsi supposer qu’il soit fort
probable que les animaux ressentent les émotions, qu’elles soient positives ou négatives, de la
méme maniere que nous (Boissy et al., 2007b). Rollin (1989) souligne d’ailleurs le paradoxe
suivant : « les scientifiques sont réticents a I’idée d’attribuer des états mentaux aux animaux
tels que la capacité a ressentir la peur, ’anxiété ou la souffrance, mais en méme temps des
travaux considérables sont menés dans le but de tenter de stopper la souffrance ou réduire

I’anxiété chez 1’animal ».

1.2 Les émotions positives

Pourquoi favoriser I’expression d’émotions positives ?

“Comme un poisson qui n’est pas conscient de I’eau dans laquelle il nage, les gens
prennent pour acquis un certain niveau d’espoir, d’amour, de joie et de confiance car ce sont

ces conditions mémes qui leur permettent de continuer a vivre" (Seligman et Csikszentmihalyi,

5
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2000). A travers cette phrase, les auteurs soulignent a la fois I'importance des émotions
positives pour la survie de I’individu, mais aussi sous entendent a quel point ces émotions sont
sous estimées. Et c’est en effet le cas. Pourtant, les émotions positives sont source
d’amélioration a plusieurs niveaux, et plusieurs études ont déja démontré par exemple des effets
significatifs d’une thérapie par le rire sur la santé¢ chez ’Homme (e.g. Diener et Chan, 2011;
Erdman, 1994; Martin, 2002; Nasir et al., 2005). Chez 1’animal aussi, I’induction d’émotions
positives semble avoir un intérét majeur, notamment lorsque I’on s’intéresse aux animaux
domestiques. Et ceci est vrai, que ce soit du point de vue de ’Homme, de I’animal ou de leurs

interactions.

Un rétablissement plus rapide chez des porcs soumis a une biopsie a par exemple été
démontré a la suite de la mise en place d’enrichissements basés sur des taches cognitives
récompensées en cas de succes (Ernst et al., 2006). De méme, une expérience menée chez des
rats déprimés et affichant des signes d’anhédonie a prouvé que 1’exposition réguliére a des
récompenses permettait de contrecarrer ces symptomes de mal-€tre (van der Harst et al., 2005).
Les auteurs ont ainsi suggéré que I’activation réguliére du systéme de récompense, qui implique
les systemes méso-limbiques dopaminergiques, permettait de limiter les effets du stress. Un
impact significatif de I’expression d’émotions positives sur la productivité des animaux de rente
a été également mis en évidence (vaches laitieres Bos faurus : Breuer et al., 2000; Rousing et
al., 2004; porcs Sus scrofa domesticus : Fiedler et al., 2005; Lensink et al., 2009; poules
pondeuses Gallus gallus domesticus : Edwards, 2009; pour une revue : Hemsworth et Coleman,
1998). A travers ces études, les auteurs ont principalement souligné 1’impact d’une bonne
relation entre les animaux et leurs éleveurs. En effet, d’un point de vue cognitif, 1’induction
d’émotions positives joue un rdle majeur sur I’animal et notamment sur sa perception des
humains qui I’entourent, et ce, a court (Sankey et al., 2010b) voire a long terme (Sankey et al.,

2010c). La mise en place de situations positives constituerait en effet un moyen de faciliter la
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manipulation des animaux, que ce soit au travail (moutons Ovis aries : Hutson, 1985; chevaux
domestiques Equus caballus : Lesimple et al., 2016a), lors de procédures vétérinaires (vaches
laitieres : Waiblinger et al., 2004), ou lors de situations stressantes pour les animaux (chiens
Canis lupus familiaris : Anderson et Gantt, 1966; Hennessy et al., 1998). Ainsi, induire une
perception positive de la situation constitue également un moyen de garantir la sécurité lors des
interactions homme-animal. A I’inverse, 1’utilisation majoritaire de renforcements négatifs peut
rendre les animaux hyper-réactifs et par conséquent augmenter les risques d’accidents (chevaux
: McGreevy et McLean, 2005). De nombreuses études ont notamment prouvé que 'utilisation
de renforcements positifs (e.g. nourriture) permettait de promouvoir la motivation et par
conséquent ’attention des animaux lors des sessions d’apprentissage. La valence émotionnelle
positive d’un stimulus peut en effet jouer un roéle majeur sur I’attention sélective des individus
(Phelps et al., 2006; Raymond, 2009) puisqu’elle augmentera sa motivation. Chez I’Homme,
des études ont démontré que la promesse de gain pouvait améliorer les résultats lors de taches
cognitives (e.g. Libera et Chelazzi, 2006). Une étude réalisée chez le cheval a montré que
I’utilisation de nourriture augmentait les performances des individus a répondre correctement a
un ordre vocal (Rochais et al., 2014). A I’inverse, d’apres Pavlov et sa théorie de la « tour
silencieuse » (1904), le stress peut perturber 1’apprentissage. En effet, grace a la construction
d’une aire de test completement silencieuse ou toutes les stimulations externes ont été
supprimées, Pavlov a pu analyser les procédures d’apprentissage chez le chien en limitant toute
perturbation extérieure. Une altération de la mémoire de travail spatiale a pu €tre observée par
ailleurs chez des rats et souris soumis a un stress important (e.g. Diamond et al., 1999; Woodson
et al., 2003). Chez le cheval, des individus stressés ont par exemple montré une mémoire de

travail plus courte (Valenchon et al., 2013).

Les différentes études évoquées ici démontrent ainsi les nombreux avantages a favoriser

des situations d’expressions d’émotions positives chez I’Homme et I’animal. Par ailleurs, au-
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dela d’incarner une source de motivation, les états émotionnels positifs seraient aussi un but

que I’on cherche a atteindre, guidant ainsi nos pensées et actions (Nesse, 1990).

Les émotions positives au ceeur du bien-étre

Les émotions sont le reflet de la perception subjective d’une situation par 1’individu.
Cette perception semble étre un élément clé dans I’évaluation du bien-étre animal (Boissy et
al., 2007a) puisqu’elle nous indique directement la fagcon dont I’individu évalue une situation,
selon ses attentes et ses besoins. Depuis ces dernieres années, une évolution importante en ce
sens a été de considérer, dans 1’évaluation du bien-étre, des critéres centrés sur 1’animal plutot
que sur I’observation des conditions de vie. Celles-ci peuvent nous informer sur les risques
d’altération du bien-Etre mais pas exactement sur 1’état chronique de I’animal en lui-méme
(Blokhuis et al., 2003; Whay et al., 2003; Wood, 1998). En effet, depuis I’attribution d’ « états
mentaux » aux animaux (Dawkins, 1990), la notion de bien-étre a évolué au profit de

I’importance d’évaluer les états affectifs et émotionnels de 1’animal.

Différentes approches ont jusqu’a présent été abordées pour définir le bien-étre animal.
En effet, bien que les auteurs s’accordent a dire que le bien-€tre est un état, chronique, de santé
a la fois physique et mentale, des divergences apparaissent en revanche quant aux criteres
permettant d’atteindre cet état. La notion d’adaptabilité a 1’environnement a d’abord été
énoncée. Si Hughes (1976) évoque le fait d’étre en harmonie avec 1’environnement, Carpenter
(1980) ou encore Broom (1991, 1986), eux, insistent sur la capacité d’un individu a faire face
et s’adapter a I’environnement qui lui est proposé par I’Homme lui permettant d’atteindre un
équilibre physiologique interne. Une autre théorie propose quant a elle qu’un animal est en état
de bien-étre s’il satisfait ses besoins comportementaux et physiologiques (Dawkins, 1990;
Duncan, 1998). Cependant, derriere ces différentes définitions est sous tendue la notion
d’absence de souffrance ou de stress, écartant alors toute idée d’expérience positive vécue par

I’animal. Plus récemment et suite aux ¢études menées en psychologie, I’évocation d’états
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émotionnels subjectifs apparait dans les définitions proposées par la littérature et, avec elle, la
mention d’émotions positives, partant du constat que I’évaluation d’une absence de stress et de
souffrance ne suffit pas. Et bien que jusqu’alors la présence d’états affectifs positifs n’ait été
que faiblement sous entendue, certains auteurs suggérent que 1’état de bien-€tre serait atteint
non seulement lorsque 1’animal ne ressent pas d’émotions négatives durables, mais surtout
lorsqu’il peut éprouver des émotions positives, et ce de maniere régulicre (Boissy et al., 2007b;
Dawkins, 1983; Fraser, 1995). Il reste néanmoins a définir de quelles émotions positives on
parle puisqu’il parait difficile de vivre en permanence dans des états émotionnels intenses,
qu’ils soient positifs ou négatifs (Boissy et al., 2007b). Le bien-étre pourrait correspondre a des
émotions positives de faible intensité, correspondant a un maintien d’une homéostasie (Korte
et al., 2007). Ainsi, ’agence nationale de sécurité sanitaire de 1’alimentation, de
I’environnement et du travail (ANSES) a proposé cette année la définition suivante : « le bien-
étre d’un animal est I’état mental et physique positif lié a la satisfaction de ses besoins
physiologiques et comportementaux, ainsi que de ses attentes. Cet état varie en fonction de la

perception de la situation par I’animal » (ANSES, 2018).

Des émotions négatives répétées, mais aussi surtout la souffrance et/ou le stress répétés peuvent
également induire des états affectifs prolongés (Ursin et Eriksen, 2004), appelés humeurs
(Mendl et al., 2010). Ces humeurs peuvent se caractériser comme 1’état affectif vers lequel un
individu reviendra en dehors d’une stimulation émotionnelle quelconque, puisqu’en effet il
n’est pas exclu qu’un individu en état de stress chronique puisse aussi expérimenter
temporairement un état affectif positif sous certaines conditions (e.g. lors de la consommation
d’un aliment particuliérement appétissant). Ainsi, a partir des systémes d’acquisition d’une
récompense d’une part, et d’évitement d’une punition d’autre part, le « core affect » proposé
par Mendl et al. (2010) et adapté de Russell (1980), se présente comme un espace

bidimensionnel dans lequel les humeurs des individus évoluent. Cet état durable serait en
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constante évolution, et résulterait de 1’accumulation des expériences (positives ou négatives)
passées de I’individu et de ses réussites a acquérir une récompense ou de ses échecs a éviter
une punition. Ainsi, si un individu réussit a éviter fréquemment des événements menacants ou
s’il est généralement exposé a un environnement sir, alors pourra émerger chez lui une humeur
positive de faible intensité (i.e. état relaché, calme ; quadrant Q2, Fig.3). A I’inverse, un
environnement faible en ressources associé a des échecs récurrents face a ’acquisition de
ressources convoitées pourrait résulter en une humeur majoritairement négative de faible
intensité (i.e. état déprimé, triste ; quadrant Q3, Fig.3). Ainsi, ces états affectifs ou humeurs
pourront influencer 1’appréciation d’une situation par 1’animal et les réponses émotionnelles
(neurophysiologiques, comportementales) qui en découlent. Les chercheurs ont caractérisé ce
phénomene de « biais cognitif », qui peut se décliner de trois facons selon la fonction cognitive
impactée par 1’état affectif. On trouvera alors des biais de mémoire, d’attention ou encore de
jugement (Paul et al., 2005). Dans le dernier cas, des études ont pu déja démontrer chez
différentes especes 'influence de 1’état chronique d’un individu sur sa perception d’une
situation (Harding et al., 2004). En effet, des individus en bien-étre évalueront plus
positivement une situation ambigiie (porcs : Douglas et al., 2012; moutons : Doyle et al., 2010;
chevaux : Henry et al., 2017; rats Rattus norvegicus : Rygula et al., 2012). Les auteurs suggerent
ainsi qu’un individu en état de bien-€tre, et qui par conséquent expérimente régulierement des
situations positives en accord avec ses besoins et ses attentes, aura plus de chances d’afficher

une humeur positive et donc d’exprimer des émotions positives face a un éveénement.
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punishment arousal
avoidance high
system
Searful x
excited
anxious
happy
=& +ve valence
sad
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Figure 3 : « Core affect ». Espace en deux dimensions défini par la valence

(positive/négative) et l'intensité (forte/faible) des émotions. Les mots en italiques indiquent la

position possible des états affectifs. Les fleches indiquent les systemes biologiques associés a

[’acquisition des récompenses (en vert) et [’évitement des punitions (en rouge) ; proposé par

Mendl et al. (2010), adapté de Russell (1980).
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2) Mesure des émotions positives

2.1 Un défi majeur

Malgré les différentes théories et concepts proposés dans la littérature, de nombreuses
difficultés existent encore face a la mesure des émotions positives et, par-dessus tout, il est
indéniable que trop peu d’éléments sont a ce jour disponibles pour étre capable de clairement
identifier un état affectif positif chez 1’animal (Boissy et al., 2007b; de Vere et Kuczaj, 2016;
Fredrickson, 1998; Seligman et Csikszentmihalyi, 2000). D’apres de Rivera et al. (1989) les
émotions positives seraient moins nombreuses et plus diffuses que les émotions négatives.
Selon d’autres auteurs, elles seraient également moins discernables les unes des autres,
comparées aux émotions a valence négative (Ellsworth et Smith, 1988). Selon la théorie
adaptative, la sélection naturelle aurait fagonné les émotions de telle sorte qu’elles se produisent
lors de situations constituant une menace ou au contraire une opportunité¢ d’augmenter la fitness
de I’'individu. Le déséquilibre existant entre les opportunités de se trouver face a chacune de ces
deux situations en faveur des situations menacantes, expliquerait selon Nesse (1990) pourquoi
beaucoup moins de recherches ont ét€¢ menées sur les émotions positives. Les émotions
négatives étant alors plus urgentes pour la survie, elles auraient primé sur les €motions positives
(Seligman et Csikszentmihalyi, 2000). D’apres Fraser et Duncan (1998), les processus évolutifs
auraient favorisé 1’expression d’émotions positives lors de « situations d’opportunités » ce qui

expliquerait pourquoi ces €émotions sont plus variables et difficiles a aborder.

Un changement émotionnel s’accompagne de changements neuronaux (e.g. activité
cérébrale), comportementaux (e.g. expressions faciales), physiologiques (e.g. rythme
cardiaque) et cognitifs (e.g. attention), qui sont tous objectivement mesurables (Mendl et al.,
2010). Si I’évaluation de 1’expérience subjective de I’animal n’est pas directement accessible,

en revanche les composantes physiologiques, comportementales et cognitives, elles, le sont car
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elles sont mesurables (Désiré et al., 2002; Paul et al., 2005). Cependant, certaines difficultés
apparaissent dans 1’évaluation des états émotionnels. Premi¢rement, une émotion est une
expérience affective aigiie de courte durée dont il est difficile d’estimer la longévité. Par
conséquent, il est évident que la temporalité constitue un facteur important lors de la mesure de
I’état émotionnel d’un individu & un moment T. Ainsi il n’est pas exclu que cet état affectif
évolue avec le temps. Ce flou temporel peut alors poser question par exemple quant a la fiabilité
de certaines mesures physiologiques (e.g. Schrader et Ladewig, 1999). Par ailleurs, bien
souvent la mesure des comportements ou réponses physiologiques émises en réponse a un
stimulus permettent une bonne évaluation quantitative de I’intensité ressentie par I’individu (i.e.
excité vs. calme). En revanche, il est plus délicat de discerner exactement la valence (i.e.
positive ou négative) des changements biologiques exprimés par les animaux. De plus, il est
particulierement difficile de distinguer I’intensité de la valence lors de la mesure d’un état
interne. En effet, créer une situation provoquant une réponse émotionnelle d’intensité similaire
mais de valence opposée est assez simple. En revanche, exposer des individus a des stimuli
générant des réponses de méme valence mais d’intensité opposée est plus délicat (Briefer,
2012). Cette limite fait partie entre autres des raisons pour lesquelles, depuis tres longtemps, la

majorité des études se sont concentrées sur les émotions négatives.

Nous détaillerons dans cette troisieme sous-partie les différents indicateurs d’émotions
positives déja évoqués dans la littérature et souleverons les quelques ambiguités qui y sont

reliées, afin d’essayer d’en déméler le vrai du faux.
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2.2 Des propositions d’indicateurs : perspectives et ambiguités

-Indicateurs physiologiques

L’activation du systéme nerveux autonome (orthosympathique et parasympathique) a été
beaucoup étudiée, via principalement I’évolution du rythme cardiaque (RC) lors d’un traitement
émotionnel. En effet, suite aux nombreuses études évaluant les réponses physiologiques au
stress (e.g. vaches laitieres : Hopster et al., 2002; chevaux : Stewart et al., 2003), nous pouvons
aujourd’hui affirmer que 1’activation de ce systeme est déterminée en grande partie par les
émotions. Ainsi, partant de ce postulat, I’évolution du RC a été mesurée en réponse a des stimuli
positifs. La plupart des états émotionnels positifs étudiés étant caractérisés par une forte
intensité, trés souvent les études ont conclu qu’une émotion positive se distinguait par une
augmentation du RC. Effectivement, I’observation d’une régulation du systéme nerveux
autonome serait particulierement révélatrice du niveau d’intensité de I’éveil émotionnel
(Cacioppo et al., 2000). Cette observation a été¢ par exemple réalisée lors de I’anticipation
d’évenements positifs (e.g. nourriture : Leliveld et al., 2016, brossage : Tamioso et al., 2018).
Cependant, le méme constat a été fait lors de ’anticipation d’événement négatifs (moutons :
Baldock et Sibly, 1990; vaches laitieres : Waiblinger et al., 2004), associés a une augmentation
du stress. Ainsi la mesure du rythme cardiaque n’apparait pas completement fiable et
difficilement associable a une valence spécifique (Imfeld-Mueller et al., 2011). Il semblerait en
revanche que la variabilité¢ du rythme cardiaque (VRC) soit plus fiable dans I’évaluation des
émotions (von Borell et al., 2007), et plusieurs études chez I’Homme ont corrélé une
augmentation de cette variabilité avec un état émotionnel positif (e.g. Lee et al., 2005). Une
augmentation de la VRC indiquant I’activation du systéme parasympathique a été mise en
¢vidence chez des brebis pendant et aprés un brossage, associée a une relaxation de 1’animal
(Tamioso et al., 2018), ou encore chez des agneaux se faisant caresser (Coulon et al., 2015). De

méme Langbein et al. (2004) ont constaté chez des cheévres une augmentation significative de
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la VRC lorsqu’elles avaient réellement appris a réaliser une tche de discrimination visuelle. La
thermographie infrarouge permet de mesurer de maniere indirecte les variations de flux sanguin
grace a la détection de changements de température de la peau, et constitue ainsi une jauge de
I’état d’activation du systeme nerveux autonome. De la méme maniere que pour le rythme
cardiaque, des résultats contradictoires ont été révélés selon les stimuli positifs utilisés (poules
pondeuses : Moe et al., 2012; vaches : Proctor et Carder, 2015; chiens : Travain et al., 2016),
suggérant une fois encore que cet indicateur physiologique reléve plus de ’intensité de que de

la valence de 1’état affectif.

L’activation du systéeme neuroendocrinien a été largement étudiée en réponse au stress,
associé a une augmentation de la concentration en cortisol (Selye, 1936). Néanmoins, certaines
contradictions apparaissent quant aux réponses observées dans le cas des émotions positives.
Une diminution de la concentration en cortisol salivaire a été mesurée chez I’Homme face a des
vidéos plaisantes (Watanuki et Kim, 2005) ou encore lors d’interactions positives avec
I’Homme chez le chien (Bergamasco et al., 2010), alors qu’une augmentation de la
concentration en cortisol urinaire a été mesurée chez le porc avant I’accés a une récompense
(Reimert et al., 2013) ou dans un environnement enrichi (de Jong et al., 1998). Par ailleurs, il
semblerait que des fluctuations de ce systeme neuroendocrinien soit davantage informative de
I’état chronique que d’un éveil émotionnel aigu (Boissy et al., 2007b; Mormede et al., 2007;

Pawluski et al., 2017).

Enfin, d’apres plusieurs auteurs, les corrélats neurophysiologiques des émotions seraient plus
fiables que les mesures réalisées au niveau des systemes périphériques (Izard, 2007; Panksepp,
2007). Ainsi, chez ’Homme, des études utilisant I’électroencéphalographie (EEG) ont permises
d’identifier des zones d’activation cérébrale en réponse a des stimuli positifs ainsi que des
gammes d’ondes prédominantes. Une activation du lobe frontal gauche a été par exemple

observée a la vue de vidéos (Watanuki et Kim, 2005) ou lors de I’écoute de musiques (Schmidt
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et Trainor, 2001) plaisantes. Une étude a récemment essayé, grace a la technique de
spectroscopie infrarouge fonctionnelle, de mesurer 1’activité cérébrale chez des animaux
¢veillés face a des stimuli positifs et négatifs, mais aucune différence n’a pu étre établie

(moutons : Raoult et Gygax, 2018).

-Indicateurs comportementaux et posturaux

Les expressions faciales sont depuis longtemps reconnues comme étant le reflet des émotions,
particulierement chez ’Homme (Darwin, 1872; Ekman, 1984). Si des grimaces de douleurs ont
été décrites (lapins : Keating et al., 2012; rats : Sotocina et al., 2011), plus rares sont les études
décrivant les expressions faciales associées aux émotions positives, bien qu'une « playface »
ait été caractérisée chez plusieurs especes notamment chez les primates non-humains (Palagi et
Mancini, 2011) et les chiens (Bekoff, 1974). Chez les bébés, un claquement des levres (lip
smacking), associé a un relachement des muscles du milieu du visage et parfois un sourire
accompagné d’un plissement du coin des yeux, est associ¢ a la perception d’un goit sucré
plaisant (Berridge, 2003). Un claquement des levres similaire est également observé lors de
toilettages mutuels chez les primates non-humains (Steiner et al., 2001; Van Hooff, 1967).
Cependant, I’étude des mimiques faciales est fastidieuse puisqu’elle nécessite de recueillir un
nombre important de photographies, difficiles a standardiser sur le terrain, et par la suite une
analyse tres détaillée image par image. De plus, il est parfois difficile de déméler ces
expressions des vocalisations et autres comportements émis simultanément (pour une revue :
Waller et Micheletta, 2013). Par ailleurs, deux expressions faciales peuvent se distinguer par

des nuances tres fines, difficilement visibles au premier regard (Van Hooff, 1967).

Les postures constitueraient en revanche des ¢léments cruciaux de 1’expression des émotions
(Darwin, 1872). Darwin décrit alors par exemple un dos arqué et une queue tout a fait raide
chez un chat « montrant son affection pour son maitre » (Darwin, 1872). Cependant une étude

réalisée chez le moutons a conclu que la posture de la queue ne permettait pas de différencier
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des contextes a valence positive ou négative chez cette espece (Reefmann et al., 2009). La
position des oreilles apparait en revanche étre particulieérement informative de 1’état émotionnel
de I’animal chez plusieurs espéces. Chez la vache, une fréquence plus importante d’oreilles
pendantes a été particulierement observée lors de grattage par un expérimentateur a des endroits
appréciés par I’animal (de Oliveira et Keeling, 2018; Proctor et Carder, 2014; Schmied et al.,
2008), de méme chez le mouton lorsqu’un repas, enrichi ou non, était délivré aux individus
(Reefmann et al., 2009). De la méme facon, lors d’une étude analysant la perception des
contacts tactiles donnés par des soigneurs a des agneaux, une corrélation positive a été établie
entre le temps passé proche du soigneur et la fréquence d’oreilles observée en position pendante
(Coulon et al., 2015). Enfin, une étude caractérisant les expressions faciales chez le rat a mis en
¢vidence un élargissement de 1’angle entre 1’oreille et I’axe de la téte lors d’épisodes de
« chatouillements », associant cette position a une relaxation des individus (Finlayson et al.,
2016) (Fig.4). Si une orientation des oreilles vers I’avant est synonyme d’attention, voire de
vigilance dans certain cas, envers un stimulus, et a été associée a des états émotionnels de forte
intensité tels que ceux exprimés lors de 1’anticipation d’un éveénement positif (chevres Capra
hircus : Briefer et al., 2015b; brebis : Tamioso et al., 2018), il semble qu’elle soit également
associée a une perception globalement positive de 1I’environnement (chevaux : Rochais et al.,
2016a; Sankey et al., 2010c). Par ailleurs, au-dela de la posture en elle-méme, la fréquence des
changements de posture d’oreille, mais aussi de queue semble €tre particulierement associée a
une émotion positive. En effet, une augmentation significative des mouvements de queue a été
constatée lors des phases de brossage (vaches : de Oliveira et Keeling, 2018; brebis : Tamioso
etal., 2018), mais également de jeu chez le porc (Marcet Rius et al., 2018), lors de 1’acquisition
d’une récompense suite a la réalisation d’une tache cognitive (McGowan et al., 2014) ou encore

d’alimentation chez le chien (Travain et al., 2016).
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Figure 4 : Position des oreilles observée chez le rat au cours d’un traitement positif (i.e.
« chatouillement » par un expérimentateur (a gauche) ou négatif (i.e. exposition a un nouvel

environnement incluant une diffusion intermittente de bruits intenses) (a droite), d’apres

Finlayson et al. (2016).

L’expression en elle-méme de certains comportements est décrite comme gratifiante pour
I’individu sur long terme, car hautement motivée, et n’apparaitrait que lorsque les autres besoins
sont satisfaits. Alors, I’état émotionnel des individus réalisant ces comportements sera évalué
comme positif (Boissy et al., 2007b). Ainsi, la présence de jeu est généralement considérée
comme associée a un état affectif positif, au moins chez le jeune, (Vanderschuren et al., 1997).
Le jeu constituerait un entrainement pour former les individus a faire face aux évenements
inattendus. Considérant que les animaux recherchent activement des opportunités de jeu, il est
communément supposé que ce comportement soit associé a un état de « plaisir » (Spinka et al.,
2001). Des comportements de jeu ont par exemple été observés aprés une augmentation de
I’espace disponible dans les enclos chez des porcelets (Chaloupkova et al., 2004) ou encore
apres 1’apport d’un bac a eau permettant le bain chez des visons juvéniles (Vinke et al., 2005).

Les comportements, postures et vocalisations émis dans ce contexte ont été ainsi analysés
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comme le reflet d’émotions positives (agneaux : Anderson et al., 2015; porcs : Marcet Rius et
al., 2018; rats : Panksepp et Burgdorf, 2003) et semblent se caractériser par des états de forte
intensité. Ceci pourrait étre différent chez I’adulte, par exemple, une présence anormalement
importante d’épisodes de jeux a ¢été observée en captivité chez des macaques rhésus
contrairement a une situation se rapprochant des conditions naturelles (Blois-Heulin et al.,
2015). De méme, une augmentation des épisodes de jeu a pu €tre mise en évidence dans des
situations restrictives et stressantes (chats Felis silvestris catus : Bateson et al., 1990; porcs :
Wood-Gush et al., 1990). Par ailleurs, une corrélation positive a ét€¢ démontrée entre la
fréquence de jeu et des indicateurs de mal-étre des individus. Il se pourrait en effet que le jeu
permette d’évacuer un stress lié a des conditions de vie sous-optimales (primates non-humains
: Blois-Heulin et al., 2015; chevaux : Hausberger et al., 2012). Ainsi, si ce comportement serait
associé a une émotion positive immédiate, il pourrait en revanche refléter un état chronique
altéré. Il devient alors difficile de définir si et de quelle maniere le jeu reflete des états affectifs
purement positifs (Ahloy-Dallaire et al., 2017). Aussi, suivant le méme raisonnement que le
jeu, la présence de comportements affiliatifs (Spruijt et al., 1992) a été proposée comme
indicateur d’états affectifs positifs. En effet, certaines évidences montrent que le toilettage
mutuel serait accompagné d’une diminution du rythme cardiaque chez I’individu receveur,
signifiant une décontraction de I’individu, et permettrait de maintenir les liens sociaux au sein
du groupe (Aureli et al., 1999; Dunbar, 1991; Sato et al., 1993). En revanche, I’interprétation
de I’occurrence de ce comportement ne semble pas si simple puisque certaines études ont mis
en lien une augmentation des comportements de toilettage mutuel avec le niveau d’anxiété des
individus (e.g. macaques Macaca sylvanus : Semple et al., 2013). D’autres auteurs ont souligné
une fréquence importante de ces comportements affiliatifs dans des environnements appauvris
en comparaison a des environnements enrichis (porcs : de Jong et al., 1998; Horrell et Ness,

1995). Ainsi, la présence de ces comportements en lien avec des états affectifs doit étre évaluée
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avec précaution et s’il semble qu’ils soient source d’émotions positives a court terme, il
semblerait également qu’ils s’expriment davantage chez des individus dont I’état de bien-étre

apparait plutdt préoccupant.

La latéralité est définie comme la préférence systématique d’un c6té du corps sur ’autre dans
la réalisation de taches motrices ou perceptuelles impliquant des organes perceptifs ou des
membres appariés (Rogers et Andrew, 2002). A la suite des différentes théories relatant
I’implication d’une latéralité hémisphérique dans le traitement des émotions (Campbell, 1982;
Davidson, 1995), plusieurs auteurs ont essayé de mettre en avant des biais de latéralité dans les
réponses comportementales des animaux a des stimuli positifs. Chez le chien, une prévalence
de I’hémisphere gauche a été par exemple observée lors du traitement de vocalisations
humaines positives (Siniscalchi et al., 2018). Par ailleurs une orientation majoritaire de la téte
vers la droite (traitement par hémisphere gauche) a pu étre démontrée en réaction a la diffusion
de vocalisations de congéneres chez différentes especes (lions de mer Zalophus californianus :
Boye et al., 2005; primates non-humains : Petersen et al., 1978; Poremba et al., 2004; chats :

Siniscalchi et al., 2016).

Les vocalisations ont ¢té largement étudiées en lien avec les émotions chez [’animal,
considérées comme un marqueur fiable de I’expression de 1’état interne de 1’individu (Briefer,
2012; Manteuffel et al., 2004a), notamment a cause de I’implication majeure du systéme
limbique dans leur production (Papousek et al., 1992; Seyfarth et Cheney, 2003). Des auteurs
ont propos€ que certains parametres acoustiques puissent refléter la valence d’une situation :
une situation positive serait associée a une diminution de la durée et de la fréquence
fondamentale (e.g. Briefer et al., 2015a; Taylor et al., 2009). Cependant, pour la plupart de ces
travaux, les situations positives étaient assumées par les auteurs sans réellement tester le point

de vue de I’animal. De plus, la mise en avant de vocalisations de hautes fréquences chez le rat,

assimilable selon les auteurs au rire humain, est contradictoire avec ces résultats (Knutson et

20



Chapitre 1 — Introduction / Chapter 1 - Introduction

al., 1998). Par ailleurs ces études ont davantage mis en évidence une variation de 1’intensité que
de la valence émotionnelle, et peu de recherches ont réussi a clairement distinguer I’encodage
des deux dimensions caractérisant les émotions (pour une revue : Briefer, 2012; Manteuffel et
al., 2004b). Au-dela des vocalisations, il semblerait que I’étude des sons non-vocaux constitue
également un champ de recherche intéressant en lien avec les émotions positives puisque
plusieurs exemples de ces productions sonores ont été relevés, notamment dans des contextes
positifs de faible intensité (e.g. Fichtel et al., 2001; Montenegro, 1998; Policht et al., 2008;

Scheumann et al., 2007) (voir chapitre 5).

Un des moyens les plus couramment utilisés pour évaluer les émotions positives chez 1’animal
consiste a créer artificiellement une situation spécifique supposée provoquer 1’état émotionnel
recherché chez I’individu étudié. Les comportements ainsi observés dans cette situation seront
considérés comme 1’expression d’un état affectif positif. Les comportements d’anticipation
d’un éveénement positif ont été largement proposés dans ce sens. Les auteurs justifient en effet
que le désir lié a I’arrivée pressentie d une récompense et les comportements qui y sont associés
correspondent a une phase appétitive médiée par la production de dopamine, impliquée dans le
circuit (central) de la récompense (Boissy et al., 2007b; Spruijt et al., 2001). Par ailleurs,
considérant qu’un état de mal-€tre est associ¢ a de I’anhédonie (i.e. perte de motivation pour
une ressource normalement fortement appétente), les auteurs considerent alors que I’expression
d’une forte motivation a obtenir une ressource positive traduit un état de bien-€tre chez
I’individu (Spruijt et al., 2001). Le contexte d’anticipation est ainsi réguliérement utilisé par les
scientifiques comme référence d’une situation source d’émotions positives (e.g. Baciadonna et
al., 2018; Briefer et al., 2015b; Leliveld et al., 2016; Maigrot et al., 2017). D’un point de vue
émotionnel, les réponses enregistrées dans ce contexte sont indéniablement caractérisées par
une forte intensité qui se traduit par une augmentation du rythme cardiaque et de la locomotion,

de nombreuses transitions comportementales et posturales ainsi qu’une attention accrue envers
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la source de récompense. En revanche, la valence associ€ée a ces comportements est plus
ambigiie. L’observation de comportements stéréotypiques, pourtant largement démontrés
comme un signe d’expression d’un état chronique altéré (Cooper et McGreevy, 2007; Lesimple
et al., 2016Db), est récurrente dans cette situation (dromadaires Camelus dromedarius : Aubé et
al., 2017; visons Mustela vison : Hansen et Jeppesen, 2006; Vinke et al., 2004; renards argentés
Vulpes vulpes : Moe et al., 2006; pour une revue : Rose et al., 2017). Par ailleurs, une étude a
montré que chez les dauphins, les individus pessimistes exprimaient davantage de
comportements d’anticipation avant les sessions d’entrainement (Clegg et Delfour, 2018).
Récemment, une étude a exploré le traitement hémisphérique de vocalisations émises chez la
chevre dans des contextes positifs (i.e. anticipation de nourriture) et négatifs (i.e. isolation,
frustration alimentaire, playback d’aboiement de chiens). Les chercheurs n’ont pas pu mettre
en évidence de différence concernant I’ orientation de la téte en réponse aux stimuli de différente
valence, et une dominance de I’hémisphére droit dans tous les cas (Baciadonna et al., 2018).
Cette ¢étude laisse ainsi penser qu’il se produit un traitement émotionnel identique pour les
vocalisations €émises en situation d’anticipation et en situation négative. Ces différents constats
posent question quant a I’interprétation réelle des comportements observés durant cette période
comme indicateurs d’émotions positives. Il semblerait ici que la temporalit¢ d’acces a la
ressource convoitée soit un facteur important a prendre en compte. On pourrait en effet penser
qu’un délai d’attente trop long par rapport aux attentes de 1’individu soit assimilé a une perte

de contrdle entrainant de la frustration (e.g. Johannesson et Ladewig, 2000) (voir chapitre 3).

-Indicateurs cognitifs

Un état affectif n’inclut pas seulement des émotions aigués, mais aussi des humeurs plus
durables dans le temps qui résultent de I’intégration des expériences émotionnelles a court
terme (Mendl et al., 2010). Aussi, plusieurs études chez I’Homme ont prouvé que 1’état affectif

pouvait influencer un certain nombre de processus cognitifs et ainsi induire des biais de
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mémoire, d’attention ou encore de jugement (Paul et al., 2005). L’hypothése voudrait qu’un
individu étant dans un état affectif positif plus durable évalue plus positivement les stimuli de
son environnement. Il semblerait que les réponses cognitives mesurées au cours de tests
d’attention, de mémoire ou de jugement soient de bons indicateurs de sélection d’animaux étant
plus ou moins disposés a ressentir des émotions positives. Par exemple, certaines études ont
permis de constater un biais optimiste pour des individus élevés en milieu enrichi (e.g. rats :
Brydges et al., 2011; porcs : Douglas et al., 2012). Au contraire, d’autres études ont montré une
évaluation plus positive des stimuli chez des individus tout juste libérés d’une situation
contraignante, soulignant 1’effet du contraste et le besoin de rétablir I’homéostasie (e.g.
moutons : Doyle et al., 2010). Un biais d’attention vers des stimuli a consonance négative a
déja été prouvé chez des patients déprimés (Paul et al., 2005), en revanche trés peu d’études ont

analysé I’impact d’un état affectif positif sur I’attention, notamment chez I’animal.

Nous avons pu voir a travers les différents exemples cités que si plusieurs des indicateurs
proposés par la littérature sont prometteurs, d’autres restent encore a valider voire apparaissent
clairement ambigus. Par ailleurs, ces exemples montrent a quel point il est difficile de distinguer
la valence de I’intensité des émotions tout comme il apparait délicat de discerner si les mesures
réalisées témoignent d’un état émotionnel aigu ou plutot d’un état affectif plus durable. Dans
tous les cas, la mise en lien de plusieurs types d’indicateurs combinés semble étre une solution

afin de tenter de mettre en évidence des indicateurs plus fiables (Hall et al., 2018).
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3) Problématique et objectif de la recherche

3.1 Problématique

Nous avons pu voir au fil de cette introduction les différents avantages a promouvoir
I’expression d’émotions positives a la fois chez I’Homme et I’animal, notamment dans 1’optique
d’améliorer les conditions de vie et le bien-Etre. Les émotions constituent effectivement la base
de la perception par un individu, de I’environnement qui I’entoure. Malgré tout, de nombreuses
ifficultés semblent entraver 1’évaluatio ces émotions. La recherche s’est jusqu’a prése
difficult mblent entraver I’évaluation de ces émot La recherche s’est ’ nt
concentrée sur I’identification d’émotions négatives si bien qu’aujourd’hui trop peu
d’indicateurs d’émotions positives ont pu étre mis en évidence. Ainsi, il est encore difficile de
pouvoir clairement indiquer dans quelles circonstances les animaux expriment des émotions

positives et de quelles fagons ces émotions se caractérisent.

Par ailleurs, d’'un point de vue purement appliqué, ce manque d’indicateurs représente
aujourd’hui un frein dans la mise en place de pratiques aspirant a améliorer les conditions de
vie des animaux domestiques. En effet, les flous persistants dans la littérature représentent un
risque de mauvaise interprétation des réponses exprimées par les individus dans certaines
situations. Pour le moment, seuls des tests de choix apparaissent réellement pertinents dans
I’identification de situations favorables aux animaux (e.g. Lee et al., 2011; Mejdell et al., 2016;

S¢ndergaard et al., 2011; van Rooijen, 1982).

Au cours de ce travail, nous avons tenté de clarifier la validité de certains indicateurs et identifier
des marqueurs fiables d’émotions positives, tout en mettant en avant des outils de mesures
pertinents. Ces recherches ont été réalisées dans 1’optique de pouvoir proposer aux utilisateurs

des techniques d’évaluation simple et facilement réalisables sur le terrain.
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3.2 Choix du modéele biologique

Le cheval fait partie des especes domestiques devant faire face a des conditions de vie
indéniablement déterminées par les choix et actions des humains qui les entourent, impliquant
des restrictions a plusieurs niveaux (e.g. alimentaires, spatiales, sociales), et bien souvent en
inadéquation avec ses propres besoins. De nombreux travaux ont déja démontré les
conséquences potentiellement déléteres de cette situation sur son état de bien-Etre (e.g.
Lesimple et al., 2016b). Or une altération de 1’état chronique est dommageable a différents
niveaux et peut conduire a une baisse de la fertilité (Benhajali et al., 2014), mais aussi des
capacités cognitives (Hausberger et al., 2007; Parker et al., 2008), particulicrement
attentionnelles (Rochais et al., 2016a, 2016b), et donc des performances. Par ailleurs, un état de
mal-étre augmente les risques d’accidents au travail (Fureix et al., 2010b; Lesimple et al., 2011;
von Borstel et al., 2009). 11 est donc temps d’optimiser ’utilisation du cheval en favorisant des
situations pergues positivement par I’individu et qui permettront d’améliorer a la fois son état

chronique mais également les relations qu’il entretient avec I’homme.

A I’'image de la littérature concernant les autres especes, trop peu d’études ont tenté de
mettre en évidence des indicateurs d’émotions positives chez le cheval et de méme, parmi les

propositions déja évoquées, beaucoup d’ambiguités existent.

-Indicateurs physiologiques

Une baisse du rythme cardiaque a par exemple été observée a la suite d’une imitation par
I’homme de toilettage mutuel (i.e. grattage au niveau du garrot) (Normando et al., 2003; Stewart
et al., 2011) ou en phase postprandiale (Ninomiya et al., 2007), interprétée alors par les auteurs
comme un état de relaxation. Cependant, a I’inverse une augmentation du rythme cardiaque a
été relevée dans une situation d’anticipation alimentaire, situation pourtant présentée par les
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auteurs comme source d’émotions positives (Peters et al., 2012). Par ailleurs, 1’utilisation de la
thermographie a infrarouge a conduit a des résultats contradictoires concernant 1’activation du
systéme nerveux autonome : une augmentation de la température de 1’ceil a été notée apres une
imitation de toilettage mutuelle (Stewart et al., 2011) mais également a la suite d’un
entrainement stressant (Hall et al., 2011). Une étude a par ailleurs récemment montré qu’un
taux anormalement bas de cortisol était un signe de mal-&tre (Pawluski et al., 2017). Enfin une
diminution du taux d’ocytocine a été observé chez des individus a la suite de plusieurs sessions
de grattages qualifié de « doux » en comparaison a un groupe de chevaux recevant des grattages

plus séveres (Lansade et al., 2018).

-Indicateurs comportementaux et posturaux

La caractérisation des expressions faciales est un sujet de recherche en vogue également chez
le cheval (e.g. Wathan et al. 2015). Cependant a I’heure actuelle, uniquement des traits
exprimant des émotions négatives telle que la douleur ont été mis en avant (Dalla Costa et al.,
2014; Gleerup et Lindegaard, 2016; Mullard et al., 2017; van Loon et Van Dierendonck, 2015).
Cependant une étude tres récente a caractérisé les expressions faciales de chevaux lors de
grattages visiblement appréci€s. Les auteurs ont alors relevé une élévation modérée de
I’encolure, des yeux mi-clos, un allongement de la Ievre supérieure et des oreilles pointées en
arriere presque en ligne avec le nez (Lansade et al., 2018). Cependant ces expressions n’ont été
mesurées que lors d’une seule session et mériteraient d’étre répétées afin de pouvoir tirer de

réelles conclusions.

La position des oreilles constitue un élément indispensable de la communication visuelle chez
le cheval (Waring, 2003; Weeks, 1996), reflétant par conséquent 1’état affectif de 1’animal. Si
les oreilles pointées vers ’avant peuvent €tre observées lorsqu’un cheval est attentif a une
stimulation distante (Rochais et al., 2017a), voire en état d’alerte (Waring, 2003), elles sont

aussi I’expression la plus couramment observée (avec la position sur le c6té) chez des animaux
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en alimentation (Waring, 2003), en observation calme de I’environnement (Rochais et al.,
2016a) ou en interactions positives avec des congéneres (McDonnell et Poulin, 2002; Waring,
2003). Par ailleurs, de nombreuses études ont révélé qu’une position avant des oreilles était
particulierement associée a une perception positive de ’homme, caractérisée par des

comportements d’approche et d’investigation, suite a 1’utilisation de renforcements positifs par

exemple (e.g. Hausberger et al. 2008; Sankey et al. 2010c; Ali et al. 2016).

De nombreuses croyances sont véhiculées a la fois dans le milieu équin mais aussi dans la
presse concernant les caractéristiques comportementales d’un cheval « joyeux ». La présence
de jeu fait partie de ces idées auxquelles les utilisateurs s’attachent a associer a un état
émotionnel positif. Cependant cette hypothese est contestée par certains auteurs. En effet, des
études ont révélé que les chevaux adultes qui jouaient souffraient de stress chronique et
exprimaient des comportements stéréotypiques (Blois-Heulin et al., 2015; Hausberger et al.,

2012).

En ce qui concerne les comportements affiliatifs tels que le toilettage mutuel, il semblerait
qu’il augmente au sein d’un groupe en cas d’instabilité sociale (Sigurjonsdottir et al., in prep).
Par ailleurs, il est intéressant de noter qu’il ne représente que 5% du budget temps du cheval en
conditions naturelles (Boyd et al., 1988; Waring, 2003). Christensen et al. (2002) ont en effet
constaté une augmentation de ces comportements mais aussi du jeu chez des étalons,
précédemment privés de contacts sociaux, au moment de la remise en contact avec des
congéneres. Selon les auteurs, ces observations inhabituelles seraient attribuables a un « effet

rebond » des suites des privations sociales.

Peu d’évidences de latéralité comportementale en réponse a des émotions positives ont été
démontrées chez le cheval, si ce n’est que Basile et al (2009) ont observé une prévalence de

I’orientation de ’oreille droite (hémisphére gauche) vers des hennissements familiers.
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Chez le cheval, des différences spectrales ont ét€ par exemple constatées dans certaines
vocalisations dans des contextes considérés comme positifs (i.e. anticipation de nourriture) ou
négatifs (i.e. séparation entre une jument et son poulain) (Pond et al., 2010). Inversement, la
production vocale pourrait induire un certain apaisement : la production d’hennissement chez
des étalons a été corrélée a une diminution du rythme cardiaque, permettant alors aux individus
de retrouver I’homéostasie (Lemasson et al., 2015). Certains parametres acoustiques pourraient
aussi étre associés a un état émotionnel positif, tels qu’une diminution de la durée ou encore de
la fréquence fondamentale moyenne des hennissements (Briefer et al., 2015a). Dans une étude
détaillée des vocalisations des ongulés, Kiley (1972) a proposé un gradient acoustique, incluant
a la fois des signaux vocaux et non-vocaux, selon I’intensité de 1’état interne des individus. Ce
gradient allait des soupirs aux longs hennissements en passant par les nickers, associés a des

situations positives.

Aujourd’hui une seule étude a tenté de caractériser les comportements d’anticipation chez le
cheval. Dans cette étude, les chevaux semblaient montrer une augmentation globale de
I’agitation (i.e. nombre important de transitions comportementales) et également des
comportements stéréotypiques pour certains individus (Peters et al., 2012). En effet, la phase
de nourrissage des chevaux en écurie est le meilleur moment pour observer des comportements
stéréotypiques (Fureix et al., 2011a; McGreevy et al., 1995, Mills 2005). Par ailleurs une étude
a montré dans cette méme situation I’expression conjointe de baillements et comportements
stéréotypiques (Fureix et al., 2011a), le baillement étant un signal ambigu pouvant exprimer de
la frustration (Tinbergen, 1952). Davantage d’études a ce sujet sont donc nécessaires pour

clarifier la valence de cette situation.

-Indicateurs cognitifs

Lockener et al (2016) ont démontré que des juments au préalable isolées en box individuels,

présentaient un biais de jugement optimiste une fois mises au pré en groupe avec des
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congéneres. Henry et al (2017) ont par ailleurs mis en évidence que des chevaux en état de bien-
étre étaient plus optimistes que des individus en mal-étre. Cependant, il semblerait que
I’interprétation de biais de jugement ne soit pas toujours si simple et que la motivation envers
une récompense joue un role important lors du test. En effet, Briefer-Freymond et al (2014) ont
mis en évidence un biais de jugement « optimiste » chez des juments entrainées a I’aide de
renforcement négatif (i.e. arrét d’une pression sur le flanc a 1’aide d’un stick). Parmi les
différentes hypotheses pouvant expliquer ce résultat inattendu, les auteurs ont proposé que ces
juments montraient probablement une plus grande motivation a obtenir de la nourriture
comparée aux juments ayant été récompensées par de la nourriture tout au long de leur
traitement (i.e. renforcement positif). Une augmentation de D’attention a été par ailleurs
observée avec |’utilisation de renforcement alimentaire lors d’un entrainement et globalement,
I’engagement attentionnel (observation calme de I’environnement) est plus important chez des
chevaux en bon état sanitaire (Rochais et al., 2014). Un état attentionnel calme (aussi associé a
des oreilles plus en avant) pourrait donc en tant que tel constituer un indicateur potentiel

d’émotions positives.
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Le cheval constitue ainsi un trés bon support pour tenter de surmonter les difficultés
décrites précédemment concernant la mesure des émotions positives. Par ailleurs, des
différences de bien-Etre ont déja été établies entre des chevaux vivants dans des conditions plus
ou moins favorables, associées a des comportements et postures caractéristiques (Henry et al.,
2017). Ainsi I’étude de différents panels de populations permettra d’identifier clairement chez

cette espece des individus plus ou moins enclin a ressentir des émotions positives.

Enfin, pouvoir identifier les états émotionnels des chevaux ainsi que les contextes qui
les induisent pourrait étre un moyen de mieux informer les propriétaires quant aux restrictions
environnementales et interactions homme-animal négatives auxquelles ils exposent leurs

chevaux par leur gestion quotidienne (Hétzel et al. 2018).

3.3 Objectifs de I’étude

Cette ¢tude, tournée autour d’un seul et unique axe, s’est focalisée sur la validation et

I’identification d’indicateurs d’émotions positives chez le cheval.

Considérant les différentes ambiguités évoquées autour des comportements d’anticipation,
pourtant majoritairement utilisés dans la littérature comme situations d’expression d’émotions
positives, nous avons tout d’abord décidé d’analyser cette situation en détails afin d’en clarifier

sa valence.

(1) Une premiere étude a ainsi €té€ réalisée en centre équestre. Des observations de la situation
d’anticipation alimentaire de routine ont été conduites. Apres avoir défini les différents
comportements exprimés au cours de cette période, nous avons étudié I'impact de différents
facteurs (e.g. présence de foin, rang de nourrissage, état de bien-€tre) pouvant moduler leur

expression (article 1).
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(i1) Dans une seconde étude expérimentale, nous avons tenté de caractériser le déclenchement
de I’anticipation et de tester I'impact de 1’imprédictibilité sur le comportement des chevaux

(article 2).

Dans un second volet, nous nous sommes particulierement intéressés aux liens existants entre

attention et émotion.

(1) Grace a I'utilisation d’un casque EEG permettant de mesurer les ondes cérébrales des
chevaux éveillés et en mouvement, nous avons tout d’abord tenté de caractériser des profils

neurophysiologiques selon 1’attention portée vers des stimuli de différentes valences (article 3).

(i1) Puis, considérant I’impact des facteurs intrinséques sur les caractéristiques attentionnelles,
nous avons tenté de caractériser les variations des parameétres attentionnels selon 1’état de bien-

étre des individus (article 4).

Enfin dans une derniére partie nous nous sommes focalisés sur l'utilisation des signaux
acoustiques, et plus particulierement les sons non-vocaux, comme indicateurs d’émotions

positives.

(1) Au cours de notre premiere étude, nous avons essayé de définir les contextes préférentiels
de production des ébrouements. Puis nous avons analysé le lien potentiel entre production

d’ébrouements et état de bien-étre (article 5).

(i1) Au cours d’une second étude, nous avons particulierement étudi€ les liens entre contexte de

production et variations des parametres acoustiques des ébrouements (article 6).

(ii1) Enfin, la production d’ébrouements a été analysée au cours de sessions d’équitation.
L’accent a été mis particulierement sur les positions des cavaliers et postures des chevaux

associées a la production d’ébrouements (article 7).
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2. METHODOLOGIE GENERALE

Cette partie, décrivant les caractéristiques de I’espéce cheval, a pour but de mieux comprendre
le choix du modele biologique étudié. Par ailleurs, les caractéristiques des différentes
populations observées tout comme les méthodes innovantes d’investigation y seront
développées. Les protocoles propres a chaque thématique abordée seront détaillés dans les

chapitres et/ou articles correspondants.
1) L’espeéce cheval
1. 1 Statut phylogénétique

Le cheval domestique (Equus caballus) est un mammifére ongulé appartenant a 1’ordre des
Périssodactyles (i.e. qui possedent un nombre impair de doigts aux membres postérieurs) et a
la famille des Equidés (regroupant les chevaux, les anes et les zebres) qui se caractérise par la
présence de membres postérieurs monodactyles. Il fait partie du genre Equus qui regroupe a
I’heure actuelle 2 especes domestiques, le cheval et 1’ane domestique (Equus asinus), et 7
especes sauvages réparties en Afrique et en Asie, parmi lesquelles le Kiang (Equus khiang), les
anes sauvages d’Afrique (Equus africanus) et d’Asie (Equus hemionus), le zeébre des plaines
(Equus burchelli), de montagne (Equus zebra), le zebre de Grévy (Equus grevyi) et le cheval
de Przewalski (Equus ferus przewalskii ou aussi nommé Equus caballus przewalskii, éteint a

I’état naturel) (Waring 2003).
1.2 Evolution et répartition géographique

Le cheval domestique est le résultat d’une longue histoire évolutive. L’évolution des Equidés a
débuté il y a plus de 55 millions d’années en Amérique et en Eurasie. Le plus ancien
périssodactyle sensu stricto est Hyracotherium, de la base de I’Eocéne d’Europe et d’ Amérique

du Nord (-53 M.A.) (Fig.1). Hyracotherium mesurait entre 25 et 50 cm au garrot et pesait 5 a
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10 kilos. 11 se nourrissait de feuillages, de graines et de fruits et était doté de membres graciles
avec des pieds a coussinets comportant 4 doigts aux antérieurs et 3 aux postérieurs. Le genre
Equus est apparu au Pléistocene (-3.5 M.A.) sur le continent nord-américain, puis a migré en
Asie, en Europe, en Afrique du Nord et en Amérique du Sud (McFadden 1992, cité par Waring
2003). II a disparu du continent américain a la fin du Pléistocene (~ 10 000 ans), mais a survécu
et s’est diversifié en Asie, en Europe et en Afrique, donnant ainsi naissance aux chevaux, anes

et zebres actuels.
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Figure 1 : Arbre évolutif des équidés depuis 55 millions d’année. Les premiers représentants
de la famille avaient trois doigts et mangeaient des arbustes (browsers), alors que les équidés
actuels ne possedent qu’un seul doigt et consomment de [’herbe (grazer).

35



Chapitre 2 — Méthodologie générale / Chapter 2 - Methodology

Aujourd’hui, les populations d’équidés sauvages sont en nette régression : sur les especes
sauvages, 5 sont en danger d’extinction (source: UICN). Aujourd’hui éteint a I’état naturel, le
cheval de Przewalski n’a survécu en tant qu’espéce uniquement grace a la reproduction en
captivité. Des projets de conservation et réintroduction de cette espece sont en place depuis une
dizaine d’années, en Mongolie notamment.

Les chevaux domestiques ont été introduits par ’homme sur I’ensemble des continents. Il existe
par ailleurs, a différents endroits du monde, des populations de chevaux issus du marronnage,
i.e. des chevaux d’origine domestique retournés a 1’état sauvage (e.g. mustangs de I’Ouest
américain, brumbies australiens) ou vivant en semi-liberté (e.g. chevaux de race Camargue dans
le sud de la France, Pottoks du pays basque). D’autres populations domestiques sont gérées de
maniere naturaliste telle que les Konik polonais, race jugée proche génétiquement des chevaux
tarpans, espeéce éteinte qui vivaient a 1’état sauvage en Europe de l’est. L’étude de ces

populations a permis d’appréhender les caractéristiques générales de 1’espéce.

1. 3 Caractéristiques de I’espece en milieu naturel

1.3.1 Budget temps et régime alimentaire

La répartition des activités chez le cheval se concentre principalement sur I’alimentation : sur
24 heures, les chevaux passent entre 15 et 16 heures a s’alimenter, soit 60% a 80% de leur
temps. La qualité et la quantité de nourriture disponible ainsi que les besoins énergétiques des
individus (gestation, lactation, etc.) peuvent influencer le temps consacré a cette activité.
L’alimentation, quasi continue, est toutefois interrompue par des périodes de repos ou
d’activités liées a d’autres types de comportement (comportement de maintenance, sociaux ou
de reproduction). Ainsi, les individus passent entre 5 a 6 heures a se reposer, 2 a 3 heures a se
déplacer et 2 a 3 heures a surveiller ’environnement (i.e. immobile, le cheval balaye son

encolure et sa téte afin de « scanner son environnement ») (Boyd 1988; Waring 2003). Par
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ailleurs, cette répartition temporelle des activités varie selon I’environnement, la saison, 1’age

et le sexe de I’animal (Boyd et Keiper 2005).

En milieu naturel, le cheval vit essentiellement dans des zones ou 1’alimentation est pauvre en
énergie mais variée (steppes, foréts, déserts) et se nourrit alors principalement d’aliments riches
en fibres (herbe, feuilles, glands, graines, plantes aquatiques, ...) (Slade et al. 1970; Crane et
al. 1997). Son estomac monogastrique lui permet une digestion rapide : I’estomac se vide au
bout de 2 a 3 heures (Martin-Rosset 1990), impliquant ainsi des prises alimentaires fréquentes
(51 bouchées a la minutes) (Waring 2003). Son mode d’alimentation crée des zones de pelouse
treés rases broutées intensément, et des zones de refus, ou I’herbe est plus haute. En effet, par le
moyen de processus attentionnels, le cheval est capable d’identifier et discriminer les ressources
dont il a besoin de celles qu’il doit éviter (association des caractéristique de I’aliment avec ses

conséquences post-ingestion) (Cairns et al. 2002).
1.3.2 Domaine vital et déplacements

Le domaine vital correspond a une aire géographique sur laquelle un individu évolue afin de
répondre a ces besoins vitaux (i.e. nourriture, eau, abris, partenaires sexuels) et dont la taille
varie notamment selon la disponibilité en ressources. Chez le cheval, cet espace peut aller
jusqu’a 300 km? dans certaines régions arides des Etats-Unis. Les frontieres de cet espace ne
sont par ailleurs pas défendues, il ne s’agit donc pas d’un territoire. En effet, il est possible
d’observer plusieurs groupes familiaux se retrouver autour de ressources limitées (e.g. de I’eau)

ou pour faire face a des prédateurs (Boyd et Keiper 2005).

Le cheval est une espéce tres mobile (il est possible que des individus parcourent jusqu’a 16
km en une journée pour atteindre une ressource €loignée, comme un point d’eau par exemple)
(Feist 1971). La locomotion représente environ 3 a 13 % de leur budget temps (e.g. chevaux

Camargue : 5.5 2 12.7 %, Duncan 1980; chevaux Konik : 3.5 %, Kownacki et al. 1978; chevaux
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de Przewalski : 8.5 a 14.1 %, Boyd 1988) et correspond essentiellement a des déplacements
lents. Ainsi, le pas exploratoire constitue 1’allure prédominante puisqu’il est associé¢ a
I’alimentation et facilite la recherche de nourriture (1 pas toutes les 12 secondes en moyenne,
Waring, 2003). Les allures plus vives comme le trot et le galop sont beaucoup plus ponctuelles
(e.g. 0.29 % du budget-temps, Duncan, 1980) et principalement observées lors d un événement

stressant ou pendant les séquences de jeu (McDonnell et Poulin 2002).
1.3.3 Structure et organisation sociale

Le cheval est une espece sociale ou les individus s’organisent principalement autour d’un
groupe familial ou harems constitué d’un ou deux (le plus souvent) étalons reproducteurs, de
une a cing juments ainsi que leurs progénitures de I’année en cours et de 1’année précédente
(Feist et McCullough 1976; Klingel 1982; Feh 2005; Fureix et al. 2012a). Généralement, les
harems sont formés d’une dizaine d’individus, méme si ce chiffre peut varier d’un groupe a
I’autre (de 2 a 20 chevaux) (Waring 2003). A 1’age de 2 ans en moyenne, les jeunes males et
jeunes femelles quittent le groupe familial (Rutberg et Keiper 1993; Monard et Duncan 1996;
Boyd et Keiper 2005). Les femelles, rejoignent un harem déja existant ou un male célibataire
pour former un nouveau groupe familial, tandis que les jeunes males rejoignent un groupe de
males célibataires composés d’étalons sexuellement matures, mais non reproducteurs (de 2-15
¢talons). Il s’agit soit de jeunes (3-5 ans) qui n’ont pas encore créé de famille, soit de vieux
étalons en fin de vie reproductive (Boyd 1988). Une autre forme moins courantes de groupe,
quoique peu stable et temporaire, formé de sub-adultes mixtes non reproducteurs et males

solitaires peut exister par ailleurs (Waring 2003).

L’organisation sociale d’un groupe repose sur I’établissement d’une hiérarchie de dominance
permettant de réduire les tensions entre individus. Les animaux dominants ont acces en priorité

a une ressource donnée quand elle est restreinte. Le statut hiérarchique de chaque membre du
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groupe étant connu, les épisodes agressifs sont peu fréquents et la plupart du temps des signaux
subtils (e.g. oreilles plaquées en arriere) suffisent pour éviter les conflits (Rutberg et Greenberg
1990; Heitor et al. 2006). Le rang de dominance peut étre influencé par différents facteurs dont
les principaux sont 1’dge (Tyler 1972; Feist et McCullough 1976; Wells et Goldschmidt-
Rothschild 1979; Houpt et Keiper 1982), I’ancienneté dans le groupe (Tyler 1972; Monard et

Duncan 1996) et pour les jeunes le rang de dominance de la mere (Feh 1999).

Des affinités particulieres entre certains membres du groupe s’établissent. Un individu a en
général entre un et trois partenaires préférés (Feh 2005) a coté desquels il est plus souvent
observé (proximité spatiale) et avec lesquels il effectue plus de toilettage mutuel et autres
contacts socio-positifs (Feh et de Mazieres 1993; Boyd et Keiper 2005; Feh 2005). La force de
ces liens peut cependant étre affectée par des changements affectant I’individu tels que le statut

reproducteur, le stade de maturation, la santé, ou encore I’expérience.

1.3.4 Communication

La socialité implique 1’établissement d’une communication entre les différents membres du
groupe. Chez le cheval, la communication est multimodale : impliquant a la fois les canaux
acoustique (Kiley 1972; Lemasson et al. 2009; Briefer 2012; Maigrot et al. 2017), olfactif
(Rubenstein et Hack 1992; Saslow 2002), tactile (Feh et de Mazieres 1993; Fureix et al. 2012a),
et visuel (Waring 2003). Le «langage corporel » fait partie intégrante de la communication
chez le cheval, basé sur des postures ol chaque partie du corps : port de téte, d’encolure,
naseaux, position des oreilles, etc., est porteuse d’informations sur [’émetteur et plus
particuliérement sur son état émotionnel (intensité et valence). Par exemple, lorsqu’un cheval
hennit, c’est-a-dire en cas de séparation sociale, son museau est légerement €élevé, sa bouche
ouverte, ses naseaux dilatés et ses oreilles pointées vers I’avant. En revanche, lors de la

production d’un nicker, souvent associée a une anticipation alimentaire, la bouche est fermée,
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les naseaux relachés, et les oreilles mobiles (Stevenson 1975). Les signaux visuels, plus
subtiles, impliquent particulicrement des variations de la position des oreilles, des mouvements
de bouche, de naseaux ou globalement de la téte qui permettent de transmettre des messages
allant de la menace a I’intention de contacts positifs. Par ailleurs, une certaine graduation

apparait dans 1’émission de ces signaux et le passage d’une posture a une autre est progressif

(Fig.2) (Waring 2003).

Figure 2 : Expression d’alarme (a gauche) et de plaisir sensuel (a droite) (d’aprés Waring,

2003).

1.4 Le cheval en condition domestique
1.4.1 La domestication

Biologiquement parlant, la domestication peut €tre considérée comme un processus évolutif
conduisant a 1’adaptation des animaux a leur environnement captif. Ce processus implique
I’apparition de modifications génétiques entre les générations, ainsi que d’événements
développementaux induits par I’environnement de fagon récurrente (Price 1999). En revanche,

du point de vue des archéologues, la domestication a longtemps été considérée comme un
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processus complexe, confiné a une aire géographique et une culture restreintes (Vila et al.
2001). Les premieres traces de domestication du cheval remontent a la fin du Néolithique
(environ 3500 ans avant notre ere), époque a laquelle vivaient la civilisation Botai, au nord du
Kazakhstan. Utilisé pour sa viande et également son lait (Outram et al. 2009), des traces
artistiques ou encore des vestiges osseux et d’équipement semblent indiquer que depuis tres tot
déja le cheval était aussi monté (traces d’usure des prémolaires inférieures attesteraient de
I’utilisation du mors) et servait de traction d’engins (Levine 2005). D’aprés Vila et al (2001),
I’ancétre commun des lignées de chevaux modernes vivait probablement entre il y a 630 000 et
320 000 ans, ce qui signifie qu’aujourd’hui les chevaux domestiques ne sont pas tous les
descendants d’une méme population et que plusieurs populations sauvages auraient ainsi
évoluées indépendamment les unes des autres, aboutissant a des ADN mitochondriaux distincts
pour chacune des lignées (Jansen et al. 2002). Cette domestication semblerait donc s’étre

produite en différents endroits d’Eurasie.

Apres avoir été utilisé de tres nombreuses années comme moyen de transport majoritaire ou
encore comme outil de guerre, 1’utilisation du cheval se résume aujourd’hui quasiment
exclusivement au sport, au loisir et depuis peu a la thérapie via la médiation animale. Dans
certaines régions du globe, les chevaux sont également toujours utilisés en agriculture comme
moyen de traction, et également comme moyen de transport (Pritchard et al. 2005). Son
utilisation dans les pays industrialisés se répartit aujourd’hui entre 1’équitation sportive et
récréative (689044 licenciés en 2014 en France, source : Fédération Francgaise d’Equitation),
I’¢levage et la production alimentaire (viande, lait) (Endenburg 2010). Il existe actuellement
plus de 200 races de chevaux et poneys domestiques, qui se distinguent par leur localisation

géographique, leur morphologie, leur taille, leur tempérament et leur utilisation.

Selon certains auteurs, la domestication n’aurait pas ou peu altérée les traits comportementaux

et physiologiques basiques de 1’espece, de sorte que les chevaux domestiques pourraient
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aujourd’hui aisément s’adapter a une vie sauvage (Kiley-Worthington 1997; Waring 2003).
Cependant, force est de constater que la vie domestique conduit a établir un compromis entre
la qualité de vie de 1’animal et les intéréts commerciaux et pratiques de son propriétaire et/ou
soigneur, aboutissant alors a une restriction globale et commune des besoins primordiaux de
I’espéce (alimentaires, sociaux, spatiaux) décrits précédemment. D’un point de vue
comportemental, ceci n’est pas sans conséquences et la présence de certains comportements,
ainsi que leur fréquence et durée, peuvent en étre modifiées (e.g. Benhajali et al. 2008;
Hausberger et al. 2012). De méme, des comportements non exprimés en conditions naturels
peuvent alors émerger, tels que les comportements anormaux répétés (Mason 1991; McGreevy

et al. 1995; Nicol 1999; Mills 2005).

Un ensemble d’études, réalisées sur un grand nombre de chevaux vivants en conditions
domestiques, ont permis d’établir un constat assez général des atteintes au bien-€tre directement
liés a aux conditions de vie apportées aux animaux. Ainsi, 34% des chevaux étudiés avaient au
moins un probleme de santé chronique, 18% étaient anémiés, 73% présentaient des problemes
de dos, 66% exprimaient au moins un comportement répété anormal et 29% étaient agressifs
envers I’homme (Jeffcott et al. 1999; Landman et al. 2004; Lesimple et al. 2010; Fureix et al.
2010b, 2011a; Hausberger et al. 2016). A cela s’ajoute une étude épidémiologique réalisée sur
306 individus observés dans 20 centres équestres différents démontrant que 68% des chevaux
étudiés avaient une blessure, 41% présentaient des symptomes de dépression et 35% réalisaient
des comportements anormaux répétés et des comportements stéréotypiques (Lesimple et al.
2016b). Ces différents aspects seront détaillés ci-dessous ot nous nous focaliserons uniquement

sur les chevaux adultes.
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1.4.2 Restriction alimentaire

En condition domestique, le régime alimentaire des chevaux est constitué principalement
d’aliments concentrés a forte valeur nutritionnelle et de peu de fourrage. Par ailleurs, le nombre
de repas par jour est tres limité (de 1 a 3), or le cheval étant pourvu d’un estomac monogastrique
qui se vide au bout de 2 a 3 heures, sa physiologie nécessite une alimentation quasi-constante
d’aliments riches en fibres et pauvres en énergie (Martin-Rosset 1990; Harris 2007).

Ce contraste évident entre besoins et réalit€ peut amener a de sérieux problemes
comportementaux et physiologiques. Tout d’abord, la nature de I’alimentation est cruciale dans
I’expression des comportements réalisés par le cheval. Augmenter I’apport en fibres permet par
exemple de réduire les comportements anormaux et augmenter les opportunités de réaliser des
activités propres a I’espéce (Haenlein et al. 1966; Willard et al. 1977; McGreevy et al. 1995;
Cooper et Mason 2010). De plus il a été montré que 1’apport de fourrage dans un paddock nu a
forte densité permet de rééquilibrer le temps consacré a ces différentes activités (augmentation
du temps d’alimentation et diminution du temps en locomotion, en repos et vigilance)
(Benhajali et al. 2009, 2014). De méme, 1’augmentation de la diversité alimentaire (plusieurs
types de fourrage) permet de réajuster le budget temps des individus en se rapprochant
davantage de celui observé en conditions naturels : cela permet d’augmenter le temps passé en
alimentation et de diminuer le temps passé a faire des comportements stéréotypiques et a se
déplacer dans le box (Ninomiya et al. 2004, 2007; Thorne et al. 2005). En effet, le temps dédié
au comportement alimentaire joue également un role majeur a la fois sur le budget temps des
comportements réalisés par I’animal, mais aussi sur son état de santé. Des prises alimentaires
limitées dans le temps vont induire un fonctionnement « a vide » du systeme digestif, et peuvent
provoquer une augmentation de 1’acidité dans I’estomac favorisant ainsi 1’apparition d’ulceres
et autres dommages stomacaux d’une part (e.g. Murray et Eichorn 1996; Tinker et al. 1997;

Nicol et al. 2002) et d’autre part de comportements stéréotypiques (McGreevy et al. 1995;
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Waters et al. 2002; Bachmann et al. 2003). Récemment une étude a comparé trois systemes
d’approvisionnement du foin dans le box (déposé sur le sol ; dans un sac accroché au mur ; dans
un bac « slow feeder », comprenant une plaque a trous permettant une ingestion plus lente de
la nourriture, placé dans un coin du box) et a démontré que 'utilisation d’un « slow feeder »
permettait non seulement d’augmenter le temps passer en alimentation, mais également de
diminuer les comportements indésirables tels que les stéréotypies et les comportements de

frustration et d’augmenter les réactions positives envers I’homme (Rochais et al. 2018a).

1.4.3 Restriction spatiale

Les conditions d’hébergement des chevaux domestiques adultes impliquent treés souvent des
restrictions spatiales. En effet, le type de logement le plus commun aux établissements équestres
reste le box individuel d’une surface inférieure & 10 m? la plupart du temps (Idéé, 2013 pour
I’Institut francais du cheval et de 1’équitation). Des variations existent dans 1’agencement de
ces espaces confinés permettant un acces plus ou moins limité (vue et contacts) aux partenaires
sociaux, tout comme a la quantité de lumiere recue. Le substrat fourni peut étre de différentes
natures également, allant du béton a la paille en passant par les copeaux de bois ou le papier.
Des tests de choix ont permis de montrer que des poneys montraient une préférence pour les
copeaux de bois en comparaison a une simple surface de béton (Hunter et Houpt 1989). De
méme, des chevaux choisissaient significativement plus souvent un box recouvert de paille
plutdt que de copeaux de bois (Mills 2000). Des espaces extérieurs de type paddock/pré peuvent
également é&tre disponibles, cependant leur surface demeure relativement petite (en
comparaison de la taille du domaine vital du cheval) et offre peu de stimulations sensorielles
car souvent dépourvues de ressources alimentaires (Benhajali et al. 2008). En revanche ils

permettent 1’exercice et les déplacements et une étude a montré, a 1’aide de tests de choix, que
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les individus préféraient 1’exercice libre en paddock a I’absence d’exercice en box (Lee et al.

2011).

Ces différentes restrictions découlant du type d’hébergement peuvent entrainer 1’apparition de
signaux de mal-étre et modifier completement le budget-temps habituel de I’espece. En effet,
Benhajali et al (2008) ont constaté qu’en paddocks a forte densité et dépourvus de fourrage, les
individus ne se roulaient pas et ne reposaient pas de fagon couchée. A I’inverse, I’augmentation
de la taille du paddock permet d’augmenter le temps passé en alimentation au pas exploratoire
et de diminuer le temps passé inactif (Jgrgensen et Bge 2007). De plus, lorsque la taille des
boxes est augmentée (2.5 fois la taille du cheval), les animaux passent plus de temps en repos
couché que lorsqu’ils sont placés dans de petits boxes (1.5 fois leur taille) (Raabymagle et
Ladewig 2006). Enfin, la diminution de 1’espace de vie disponible augmente le taux de
comportements anormaux répétés et stéréotypiques (Rivera et al. 2002; Parker et al. 2008),
’agitation au travail (Lesimple et al. 2016a) ou lors de la mise au paddock (Chaplin et Gretgrix
2010) et le temps nécessaire a ’apprentissage d’une tache (Rivera et al. 2002). En effet, a 1’aide
de tests de choix, Lee et al. (2011) ont pu démontrer que les chevaux préféraient généralement
étre dans un paddock, méme seul, plutdt qu’isolé dans un box. Le confinement est souvent
associé a une restriction sociale, qui peut elle aussi avoir un impact important sur le bien-€tre

du cheval.

1.4.4 Restriction sociale

La plupart du temps, I’environnement proposé par ’homme aux chevaux vivant en captivité
(i.e. box individuel dans la grande majorité des établissements équestres) réduit

considérablement les possibilités de contacts sociaux.

Or, les besoins de liens sociaux sont tres importants chez cette espece et se traduisent par une

recherche active d’un partenaire social en conditions naturelles (Waring 2003). En effet, dans
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une étude cherchant a tester la force de motivation de juments a accéder a des boxes leur
permettant des contacts sociaux, Sgndergaard et al (2011) ont montré que les individus
montraient une forte motivation pour un acces a tout contact social, quel qu’il soit (complet,
téte, museau), plutdt qu’aucun contact. De la méme maniére, Swann (2006) a démontré que des
anes utilisés au transport de matériaux en Inde, isolés socialement au cours de leur journée de
travail, préféraient en priorité interagir avec leurs congéneéres une fois relachés, avant méme
d’accéder a un point d’eau. Une étude visant a évaluer les réactions comportementales de
chevaux hébergés pour la premiere fois au box a comparé un hébergement individuel a un
hébergement en paire. Au bout d’une semaine déja, les individus isolés passaient moins de
temps en alimentation mais davantage de temps en vigilance ou au repos, et exprimaient plus
de comportements reflétant un stress (pawing, mordiller le mur et la mangeoire) (Visser et al.
2008). Il n’est donc pas surprenant de constater que I’environnement social peut avoir un impact
important sur le bien-étre des équidés et I’apparition d’indicateurs de mal-&tre. Des études ont
par exemple observé davantage d’agressivité entre des individus quotidiennement isolés une
fois confrontés les uns avec les autres, ou lors de séances de travail (Rivera et al. 2002;
Sgndergaard et Halekoh 2003a; Sgndergaard et Ladewig 2004). En effet, les conditions
domestiques induisent souvent des changements récurrents dans la composition des groupes au
paddock selon I’utilisation des chevaux (Grogan et McDonnell 2005). Or, les individus recevant
le plus d’agressions sont souvent les derniers arrivés dans le groupe (Arnold et Grassia 1982).
Ainsi, ce mode de fonctionnement augmente les chances d’épisodes d’agressions entre les
individus. Il a d’ailleurs été observé que, de maniere générale, les individus vivant en groupe
sont plus faciles a manipuler et entrainer (Rivera et al. 2002; Sgndergaard et Ladewig 2004),
probablement dii a un apprentissage via des interactions sociales avec les congéneres, les
chevaux étant alors plus attentifs aux signaux des autres, y compris ceux de l’entraineur

(Sgndergaard et Ladewig 2004). Enfin, la privation sociale peut conduire a I’apparition de
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comportements stéréotypiques (McGreevy et al. 1995; Redbo et al. 1998; Nicol 1999). Broom
et Kennedy (1993) ont d’ailleurs décrit que le taux de stéréotypies augmentaient dans cet
ordre de situation : chevaux regroupés dans un grand espace au pré, chevaux hébergés en
groupes en stabulation avec peu d’espace, cheval isolé en box avec possibilité de voir et de
toucher des congéneres, cheval isolé en box avec possibilité de voir et de toucher des
congéneres, cheval isolé en box avec possibilité de voir des congéneres sans possibilité de

contact, cheval isolé avec aucun autre partenaire social présent.

1.4.5 Interaction et relation a I’homme

Outre son action indirecte via le choix des conditions de vie de ’animal (alimentation,
hébergement, etc., ...), ’homme fait partie intégrante de la vie du cheval domestique de par son
omniprésence dans son environnement tout au long de sa vie. Il est donc indéniable que son
comportement et ses actions quotidiennes auront un impact sur la perception de ’homme par
le cheval et donc sur la relation établit avec 1’animal (Waiblinger et al. 2006; Hausberger et al.
2008). Une relation se définit comme le lien établit entre deux individus résultant d’une séries
d’interactions, basé a la fois sur des expériences passées et aussi sur I’attente des réponses de
I’autre (Hinde 1979). De la nature de cette relation découlera une perception soit positive, neutre
ou négative de ’homme par le cheval qui se traduira sur le plan comportemental par des
réactions différentes, telles que des approches et une recherche de contact si I’homme est source
d’émotions positives ou a I’inverse des évitements, voire des réactions agressives si I’homme
est percu comme une source d’émotions négatives (Hausberger et al. 2008; Fureix et al. 2009).
Les chevaux sont capables de généralisation de la « représentation » de I’homme comme source
d’émotion positive ou négative. En effet, des études ont mis en évidence des différences
interindividuelles de réaction émotionnelle a un expérimentateur non-familier. Les conditions
de vie des individus étant identiques entre les chevaux, les auteurs ont suggéré que le

comportement du soigneur envers son cheval pouvait avoir une influence sur ces réactions lors

47



Chapitre 2 — Méthodologie générale / Chapter 2 - Methodology
du test (Hausberger et al. 2004) et effectivement, des réactions similaires des chevaux d’un
méme soigneur ont été observées lors des tests de réaction a ’homme (Hausberger et Muller
2002). Dans le cas ou la présence humaine est associée a un stimulus positif, telle que de la
nourriture, la relation entre I’homme et 1’animal est positive. Cela peut se traduire par des
comportements d’approche, des recherches de contacts (Sankey et al. 2010b, c, a). A I’inverse,
une succession d’associations entre homme et stimuli négatifs, tels que des événements
stressants, pourrait aboutir a une relation négative, se traduisant par des comportements
d’évitement voire agressifs envers ’homme (Fureix et al. 2010b). Des études testant la réaction
des chevaux a des objets associés a différentes expériences vécues avec ’homme ont mis en
évidence une réticence a approcher des objets liés a des expériences négatives (soins
vétérinaires, travail) (De Boyer Des Roches et al. 2008; Fureix et al. 2009). Ces résultats
signifient que toute action de I’homme laisse un souvenir ou chaque événement est associé a sa
valence (Hausberger et al. 2008; Fureix et al. 2009). De plus, il semblerait qu’un souvenir
négatif d’une interaction avec I’homme soit d’autant plus marquant qu’un souvenir positif de
cette interaction, allant méme jusqu’a complétement gommer en mémoire I’expérience positive
précédemment vécue.

La réaction du cheval a un homme est par ailleurs un indice fiable de bien-étre. En effet, une
agressivité envers ’homme peut témoigner de douleurs chroniques, du dos notamment (Fureix
et al. 2010b; Hausberger et al. 2016), dues a un mauvaise ajustement et/ou usage des
équipements (selle, mors) lors des séances de travail (Cook 1999; Jeffcott et al. 1999;

McGreevy et McLean 2005). Les chevaux vont en effet ensuite associer le souvenir douloureux

ressenti au cours de la séance de travail a la présence de I’homme (Fureix et al. 2009).

1.4.6 Cheval et travail

De la méme maniere, le travail peut laisser une trace positive ou négative en mémoire, en

fonction de sa qualité. Une étude a d’ailleurs mis en avant des réactions négatives de chevaux
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a la vue d’objets liés au travail (i.e. selle, filet) (Fureix et al. 2009). Le type de renforcement
choisi peut étre alors capital dans I’encrage en mémoire des évenements au cours de
I’apprentissage : ’utilisation d’un renforcement positif a été reconnue comme étant un élément
permettant d’améliorer les performances attentionnelles, d’apprentissage et de mémorisation
(Sankey et al. 2010b, c, a; Rochais et al. 2014). Cependant, il semblerait que la nourriture soit
le renforcement le plus efficace. En effet, des études ayant testé I’impact des stimulations
tactiles (e.g. caresses, grattage au niveau du garrot) n’ont pas réussi a clairement montré
d’amélioration ni de la motivation a apprendre ni de la relation homme-animale avec ce type
de renforcement (Watson et McDonnell 2018), ou du moins ont démontré qu’il n’était pas aussi
efficace qu’une récompense alimentaire (Sankey et al. 2010a; Rochais et al. 2014). La plupart
des entraineurs continuent aujourd’hui a utiliser des renforcements négatifs (e.g. cravache) dont
I’utilisation peut amener a I’apparition de phénomeénes indésirables (stress élevé, risque

d’accident, (Boyd et Keiper 2005; Waran et Casey 2005)).

Par ailleurs, un lien direct a pu €tre établi entre type de travail et état de bien-étre chez le cheval :
bien que vivant dans les mémes conditions de vie, les chevaux de dressage expriment davantage
de comportements stéréotypiques que les chevaux de saut d’obstacle ou de voltige (Hausberger
et al. 2009, 2011), de méme que les chevaux montés de maniere traditionnelle (English style)
comparés au style western (Normando et al. 2011). Effectivement, les paramétres d’équitation
semblent avoir une influence majeure sur 1I’émergence des stéréotypies et comportements
anormaux répétés (Lesimple et al. 2016a). Aussi, Lesimple et al. dans une étude étudiant les
postures de cavaliers débutants lors de cours d’équitation, ont démontré que les troubles dorsaux
(problemes vertébraux) étaient directement liés aux postures du cavalier (e.g. hauteur des mains
et des talons, longueur des reines) : des mains et des talons hauts ainsi que des reines courtes
favorisent des problemes vertébraux chroniques au niveau du dos (Lesimple et al. 2010). Ceci

signifie que le cheval peut associer le travail (e.g. lecon d’équitation) avec un état émotionnel
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négatif (Lesimple et al. 2013, 2016a), si les techniques d’équitation sont inappropriées. De plus,
au-dela de la douleur ou de I’inconfort potentiellement vécus, le travail peut étre également
assimilé a d’autres événements négatifs tels que la séparation sociale, la contrainte physique,
des ordres contradictoires ou une mauvaise utilisation de la punition de la part du cavalier (e.g.
McGreevy et McLean 2005; Hausberger et al. 2008; Konig Borstel et al. 2017). Ces dommages
peuvent avoir ensuite un impact sur les capacités cognitives des individus. Les chevaux de
dressage capables de réaliser des exercices avancés comme le piaffer par exemple (i.e. trot sur
place diagonalisé, relevé, rond et suspendu dans lequel le cheval se projette en cadence d'un
diagonal sur l'autre) ont montré des capacités d’apprentissage moindres en comparaison a des
chevaux d’autres disciplines (e.g. saut d’obstacle, voltige), suggérant alors que le
conditionnement pour effectuer ce genre de tiche ne laisse plus de place a d’autres types

d’apprentissages (Hausberger et al. 2004).

Pour conclure, les conditions de vie domestique amenent de nombreuses restrictions, souvent
concomitantes, qui peuvent ainsi, du fait de leur accumulation, aboutir a une altération modérée
a sévere de 1’état de bien-étre des individus. Différents profils d’expression du mal-étre peuvent
alors se dessiner, allant parfois jusqu’a un comportement de résignation acquise voire a des
symptomes assimilables a ceux de la dépression chez I’Homme, se traduisant par de
I’anhédonie, de 1’apathie ou encore un retrait sensoriel (Hall et al. 2008; Burn et al. 2010; Fureix
et al. 2012b). Par conséquent, il est judicieux de se questionner quant a I’humeur et les
possibilités de ressentir des émotions positives chez ces chevaux, en comparaison a des
individus évoluant dans un environnement plus favorable. Par ailleurs, la relation que le cheval
domestique entretient avec I’homme, a travers le travail notamment, peut avoir un impact sur

la perception qu’il aura de son environnement ainsi que sur les caractéristiques intrinséques de
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I’animal, telle que ses capacités cognitives. Pour ces différentes raisons, le cheval domestique

constitue un modele biologique pertinent aux vues des objectifs fixés dans ce travail de these.

2) Méthode

Au cours de cette these, nous avons été amenés a étudier différentes populations de chevaux
aux conditions de vie variées. D’autre part, [’utilisation et le développement de méthodologies
innovantes ont été réalisés afin de répondre de la meilleure facon possible aux objectifs que

nous nous sommes fixés.

2.1 Animaux et sites d’étude

2.1.1 Des populations aux conditions de vie différentes

Trois types de populations ont été inclus dans ce travail de theése : un premier groupe de chevaux
vivants en conditions semi-naturalistes, une population de chevaux de centre équestre
maintenus dans des conditions domestiques classiques incluant de nombreuses restrictions, et
enfin une population expérimentale permettant un niveau de contrdle plus important des

parametres étudiés (Tableau 1).
e Des chevaux de loisir

Afin de disposer d’animaux vivant en conditions trés peu restrictives et donc plus favorables a
un état de bien-€tre et a I’expression d’émotions positives, nous avons observé 14 individus
adultes (7 étalons, 2 hongres et 5 juments, agés de 4 a 25 ans, de races diverses) vivants en
groupes stables de 2 a 4 individus dans de grandes prairies naturelles de 1 a 5 hectares,
composées essentiellement de graminées, de légumineuses (principalement des Fabacées, e.g.
genét, ajonc d’Europe) et de quelques coniféres et arbres a feuilles caduques (e.g. hétre) (Fig.

3). Les chevaux étaient occasionnellement montés pour de 1’équitation de loisir (mains basses,
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rénes longues) et habitués a &tre manipulés par I’homme. Par ailleurs régulierement observés
dans le cadre d’une formation continue dispensée par I’université de Rennes 1, les individus
¢taient parfaitement habitués a la présence d’un observateur dans leur prairie. L’ensemble des
chevaux ont été mis a disposition par deux propriétaires, dont la station biologique de
I’université de Rennes 1, et ont été observés a Paimpont en Bretagne. Ce travail de thése étant
concentré sur I’étude des chevaux adultes, les jeunes chevaux agés de 3 ans et moins n’ont pas

été pris en compte dans les observations de cette population.

Figure 3 : Population de chevaux vivants en conditions semi-naturelles, Paimpont, France.

e Des chevaux de centre équestre

Dans le but de pouvoir étudier des individus vivant dans des conditions plus restreintes a
plusieurs niveaux (alimentation, espace disponible, contacts sociaux) et dont I’état de bien-étre
et les chances d’exprimer des émotions positives sont par conséquent potentiellement plus
altérés, des chevaux vivants en centre équestres ont été inclus dans ce travail de these. En effet,
de nombreuses données déja récoltées par notre équipe de recherche lors des années précédentes

(Theses de C. Fureix, 2010 et de C. Lesimple, 2012) ont montré un état de mal-&tre avéré chez
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les individus de ce type de population. Cependant, ces travaux ont également révélé que 1’état
de bien-&tre était plus altéré chez certains chevaux que chez d’autres. Ce spectre d’individus
permet ainsi de disposer d’un gradient d’altération de 1’état de bien-étre, permettant d’affiner

nos analyses.

Les sites étudiés étaient représentatifs des conditions et de 1’état de bien-étre/mal-étre
rencontrés par les chevaux de centre équestres « classiques » en France (Lesimple et al. 2016b)
(Fig.4). En effet, les chevaux étaient hébergés la majorité du temps en box individuel
n’autorisant pas de contacts avec des congénéres, sortaient peu d’heures par jour au
pré/paddock, et étaient nourris de concentrés deux fois par jour. De plus, une portion de fourrage
(plus ou moins importante selon le centre équestre) €tait distribuée une fois par jour. Ce contexte
de vie inclus par ailleurs 1’utilisation des chevaux dans des reprises d’équitation, permettant
alors d’ajouter a la fois une condition d’observation supplémentaire, mais également un autre
type de relation a I’homme. Ainsi ont été intégré dans nos travaux 164 chevaux (89 hongres et
75 juments, agés de 3 a 30 ans, de races diverses) vivants dans 18 centres équestres différents,
travaillant de 4 a 14h par semaine (X=10.2+2.4 h). Parmi les 18 centre équestres concernés,
deux d’entre eux ont été particulierement étudiés (Fig.4) : CE1 (N=19) et CE2 (N=18), ou

I’ensemble des individus a été observé, a I’exception :

-des animaux présentant des génes respiratoires.

-des chevaux étant sur site depuis moins de 6 mois, afin d’homogénéiser les expériences des

animaux avec les lieux et les personnes du site.

-des chevaux devant quitter le site en cours d’étude.

Ainsi, 4 chevaux des centres CE1 et CE2 ont été exclus des observations.

Si les établissements de type centre-équestre présentent de nombreux avantages lorsque 1’on

s’intéresse a I’impact de différents modes de gestions sur le bien-étre du cheval, de fortes
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contraintes se sont aussi présentées, en particulier au niveau de la standardisation des animaux
évalués. En effet, il est difficile de contrdler parfaitement la race, le sexe et 1’age des chevaux
mis a notre disposition et il nous a été impossible de connaitre les expériences antérieures des
animaux. Enfin, d’un point de vue purement statistique, cette approche ne permet pas de
planifier a priori les effectifs des groupes considérés pour les analyses (e.g. animaux agressifs

envers I’homme ou non, chevaux exprimant des comportements stéréotypiques ou non).

s

Figure 4 : Conditions d’hébergement classiques observées dans les centres équestres étudiés.

e Chevaux de la station expérimentale de Chamberet (France)

Afin de disposer d’une population ou les conditions ainsi qu’un certain nombre de parameétres
(e.g. sexe, age, race) peuvent étre controlés et modulés a la demande, des chevaux de la station
expérimentale de Chamberet ont été étudiés dans le cadre de cette these, de février a avril 2017.
La station expérimentale des Haras Nationaux est un site appartenant a 1’institut frangais de
cheval et de I’¢équitation (IFCE). Cette station de recherche, majoritairement dédiée a I’élevage,

s’étend sur une superficie de 135 hectares (Fig.5). Située a Chamberet en en Correze, elle
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possede pres de 150 chevaux dont une soixante de juments et leurs poulains de 0 a 3 ans. Tout
au long de I’été les chevaux sont maintenus en groupes dans de larges patures, puis sont rentrés
en grandes stabulations pour I’hiver. Lors des mises-bas, les juments sont logées en box de

4x4m pendant environ 1 mois.

Ainsi, seize juments Anglo-arabes non gestantes agées de 8 a 12 ans ont été incluses dans nos
travaux, toutes issus d’un méme groupe vivant ensemble au pré la nuit et rentré en box
individuel le jour. Les juments étaient régulierement manipulées dans le cadre de procédures
de routine (e.g. pesée hebdomadaire), mais pas utilisées pour le travail. Toutes les juments

étaient présentes sur la station depuis leur naissance.

Figure 5 : Station expérimentale de Chamberet, Correze, France.

Au total, cette étude a porté sur 194 chevaux provenant de 20 sites différents comprenant 7 étalons, 91
hongre et 96 juments, agés de 3 a 30 ans, dont 11.3% d’Anglo-arabes, 6.7% de Selle-francais et 82%

de chevaux de races diverses ou non constatées.
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Tableau 1 : Récapitulatif des sujets étudiés en relation avec le contexte expérimental. m=mdle, j=jument, h=hongre, AA=anglo-arabe, SF=selle francais,
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PFS=poney francais de selle, PSA=pur-sang anglais, VAT=test d attention visuelle, EEG=¢électroencéphalographie.
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2.2 Méthode de travail

L’un des objectifs principaux de cette thése a été de mettre en avant des indicateurs d’émotions
positives chez le cheval. Comme nous I’avons vu en introduction, encore peu de marqueurs ont
¢été clairement identifiés au jour d’aujourd’hui. Ainsi, ce travail s’est caractérisé par I’utilisation
de méthodologies innovantes, notamment concernant les travaux menés dans les axes 2 et 3,
c’est-a-dire lors de 1’étude des comportements d’anticipation (chapitre 4) ainsi que celle des
caractéristiques attentionnelles (chapitre 5). Les protocoles plus détaillés propres a chacune des

études seront développés dans les chapitres correspondants.

Par ailleurs, 1’évaluation de 1’état de bien-étre des individus s’est dressée comme toile de fond
de ce travail de these, utilisée pour chacune des thématiques abordées. Nous commencerons
alors avant tout par une description détaillée de la méthodologie utilisée pour cette évaluation

de I’état chronique des chevaux.

2.2.1 Evaluation de I’état de bien-étre/mal-étre

L’état de bien-étre / mal-étre d’un individu pouvant se traduire par des modifications a
différents niveaux de 1’organisme (i.e. sanitaires, physiologique, posturaux et
comportementaux), nous avons opté pour une approche multidimensionnelle basée sur des
indicateurs associés a ces différents niveaux afin d’obtenir une évaluation fiable de cet état
chronique (Tableau 3). En effet, les résultats obtenus au cours des différentes theses déja
menées sur le bien-etre du cheval (Theses de C. Fureix, 2010 et de C. Lesimple, 2012) ont
permis d’ajuster et d’affiner la méthodologie appliquée. Par ailleurs, le calcul d’un score
composite total de stress chronique a été réalis€é sur la base de certains indicateurs
comportementaux (comportements répétés anormaux et comportements agressifs envers

I’homme) et posturaux (position des oreilles en alimentation et orientation du cheval vers un
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mur plein du box) afin de disposer d’une évaluation plus globale de I’état chronique des

individus.

e Mesures sanitaires

Dans le but de pouvoir réaliser nous méme une €évaluation objective de 1’état sanitaire des
chevaux, un score de condition corporelle (BCS) a été mesuré selon 1’échelle de mesure créée
par Arnaud et al. (1997). Une évaluation de la masse de graisse présente a cinq endroits
spécifiques du corps (bord supérieur de 1’encolure, garrot, arriere de 1’épaule, cotes, attache de
la queue, Fig.6) a d’abord été réalisée par palpation manuelle. De plus, une évaluation visuelle
de sept sites anatomiques (bord supérieur de I’encolure, garrot, arriere de 1’épaule, ligne du dos,
cotes, croupe, attache de la queue) a été conduite. Une note de 0 a 5 a ainsi été attribuée pour
chacun des sites corporels évalués selon le bareme de notation décrit (Tableau 2). Ainsi un score
BCS a été attribué pour chacun des individus, résultant de la moyenne des scores obtenus pour
chaque site anatomique. Ce score pouvait aller de 0 (émacié) a 5 (obese), en passant par un

optimum (entre 2.5 et 3.5 selon la race).
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Chignon

Garrot Attache de la queue

Arriere Cotes
de I'epaule

Figure 6 : D apres Arnaud et al. (1997), appréciation de [’état corporel : zones de maniements
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Tableau 2 : D’apres Arnaud et al. (1997), grille de notation du score de condition corporelle.

Site

Note

Encolure

Chignon
inexistant

Chignon a peine
apparent

Chignon visible, leger
sillon a sa base

Chignon bien dessiné

Chignon
relativement epais,
préhensible
a pleine main

Chignon arrondi et
noye dans la masse
de I'encolure, saisi
d'une main
largement ouverte

Garrot Arriere épaule
Tres saillant Forte
depression,
épaule saillante
et tres seche
Saillant, haut des En creux
omoplates visible
Legerement
Rl ec concave, présence
d'un mince depot
adipeux
Ressort Devient plat,
légerement depot adipeux
bien delimite
Noye Legerement
convexe, dépot
adipeux épais
et mou
ZO%@ dans Nettement
une masse ~ bombe,
graisseuse Importante
arrondie masse de gras

qui tremble au
palper

Cotes

Tres fort creux
intercostaux

Cotes tres

apparentes, peau

collee

Se devinent sous
une peau souple

a peine
palpables

Impalpables sous
le depot adipeux

Recouvertes d'un
«6épais matelas»
roulant sous la
main

Ligne du dos

Apophyses épineuses
trés apparentes

Apophyses marqueées

Apophyses épineuses
peu couvertes mais a
peine individualisables

Apophyses épineuses
non individualisables,
un leger depot
adipeux les enrobe

Apophyses épineuses

recouvertes d'un depot

adipeux faisant une
«barre horizontale»

Apophyses épineuses
noyées dans le gras
recouvrant les cotes

Croupe

Tres emaciée

Contours concaves

Pointes des fesses
et des hanches
discernables

Peu arrondie
contour convexe

Bien arrondie,

pointes des fesses et
des hanches noyées

o

o

Attache de la queue

Les vertebres ressortent ;
ligaments sacro-
tubéraux bien dégages

Vertebres et ligaments
sacro-tuberaux
legerement saillants

Bien détachee, vertebres
et ligaments sacro-
tubéraux a peine visibles

Relativement dégagée, un
leger depot adipeux efface les
reliefs des vertebres et des
ligaments

Se deétache peu, dépot adipeux
épais et mou

Rebondie, un «sillon» Massive, noyée dans un depot

median peut
apparaitre
(«croupe double»)

de tissu gras formant un rond
ferme («coussin»)



Chapitre 3 — Les comportements d’anticipation / Chapter 3 — Anticipatory behaviours

Les problemes de dos sont par ailleurs tres fréquents chez les chevaux de centre équestre (e.g.
Lesimple et al. 2016a) et constituent une source de mal-&tre majeure. Si peu d’indices visibles
in situ de ce probleme existent, il a ét€ montré que la forme d’encolure pouvait refléter I’état de
la colonne vertébrale (Fureix et al. 2011b; Lesimple et al. 2012a). Sur la base de mesures
d’angles entre la ligne de dos, I’encolure, et la téte du cheval (Fig.7), Lesimple et al. (2012a)
ont mis démontré qu’une encolure de forme creuse ou plate pouvait indiquer des tensions
musculaires dans différentes parties de la colonne vertébrale, alors qu’une encolure ronde était
plutot synonyme d’un dos sain. Ainsi la forme d’encolure des individus de nos études a été

classée selon les deux catégories suivantes : creuse/plate ou arrondie (Fig.8).

Figure 7 : D’apres Lesimple et al. (2012a), représentation des angles de la mesure de la
forme d’encolure. o représente l’élévation de l’encolure, f représente la courbe de [’encolure

ety (angle 0 + o) représente [’angle M3-M5 (angle téte-encolure).
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Figure 8 : D’apres Lesimple et al. (2012a), exemples d’un cheval a [’encolure ronde (a

gauche) ou creuse (a droite).

e Indicateurs posturaux

-Position des oreilles en alimentation

Nous avons pu voir en introduction que la position des oreilles relevée dans un contexte habituel
et en dehors de toute perturbation (e.g. phase d’alimentation) pouvait étre considérée comme
un reflet fiable de I’état chronique des chevaux (Lesimple et al. 2016b). Ainsi la position des
oreilles en alimentation a été relevée au box, concernant les chevaux de centre équestre, et au
pré pour tous les individus. Les quatre positions suivantes ont été relevées en accord avec de
précédentes études (Reefmann et al. 2009; Lesimple et al. 2016b): en avant (pavillons orientés
vers I’avant, extrémité des oreilles positionnée en avant de la perpendiculaire a I’axe téte-

croupe), en arriere (pavillons orientés vers I’encolure, extrémité des oreilles positionnée en
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arriere de la perpendiculaire a 1’axe téte-croupe), sur le coté (pavillons orientés de 90° de la

position axiale (i.e. oreilles perpendiculaires a I’axe téte-croupe), perpendiculaires a la téte) et

asymétriques (1’oreille gauche et I’oreille droite sont orientées différemment) (Fig.9).

Figure 9 : Positions des oreilles, de gauche a droite : en arriere, en avant, asymétriques, sur

le coté.

-Orientation dans le box

Le « retrait sensoriel » traduit par une orientation vers un mur plein du box, associé¢ a une
absence de réponse envers les signaux de I’environnement, est souvent exprimé chez les
chevaux « dépressifs » (Fureix et al. 2012b) mais aussi chez des chevaux souffrant de problemes
de santé comme une anémie par exemple (Hausberger et al. 2016). Le pourcentage de temps
passé par les chevaux de centre équestre dans cette position (hors temps d’alimentation) a donc
été calculé par cheval. Pour cela nous avons relevé I’orientation des sujets dans leur box
individuel, en dehors de I’alimentation. Les orientations suivantes ont été distinguées : vers un

mur plein, vers la porte, vers le couloir.

Pour ces deux parametres posturaux, 1’échantillonnage a été réalisé selon la méthode du
pointage (scan sampling) (Altmann 1974), a raison d’un scan toutes les deux minutes. Deux

sessions de 30 minutes par contexte (box et pré) et par individu ont été réalisées sur une journée,
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et cette opération a été répétée a nouveau le jour suivant, permettant d’obtenir 62 scans par

contexte pour les oreilles ainsi que pour les orientations dans le box.

e Indicateurs comportementaux

-Comportements répétés anormaux et stéréotypies

L’expression de comportements stéréotypiques est un témoin récurrent d’un état de mal-étre
chez des individus vivant dans des conditions restreintes. On distingue les comportements
anormaux répétés, séquences comportementales peu (ou pas) décrites et reconnues (Mills
2005), des stéréotypies qui sont des s€quences comportementales connues du milieu équin (e.g.
tic a I’ours, tic a ’appui). Comme nous ’avons déja décrit précédemment, ces comportements
ont été associés a des restrictions de type alimentaire, sociales et spatiales ou encore a un travail
intensif ou inadapté (e.g. McGreevy et al. 1995; Cooper et al. 2000; Wickens 2009; Hausberger
et al. 2009). Ainsi, nous avons mesuré le nombre de ces comportements exprimés par cheval au
cours de 6 sessions de 10 minutes d’observations en toute occurrence (60 minutes au total par
individu) (Altmann 1974). Les observations ont été réalisées dans les écuries lors de périodes
calmes (en dehors des heures de cours et des perturbations liées a des procédures de routine
dans les locaux), au cours de trois moments différents de la journée (2 sessions d’observation
par phases) : le matin entre 9h et 11h ; ’aprés-midi entre 14h et 17h ; et enfin dans les 30
minutes précédant les repas de concentrés (période favorable a I’expression des comportements
anormaux ; Cooper et al. 2000; Fureix et al. 2011a). L’expérimentatrice était placée au milieu
du couloir de telle maniere a pouvoir observer six chevaux en méme temps. En effet,
généralement les chevaux expriment des comportements stéréotypiques avec la téte au niveau
de la porte du box. Les comportements stéréotypiques ainsi que les comportements répétés

anormaux ont été identifiés selon les descriptions fournies par Lesimple et Hausberger (2014)

et Mills (2005). Pour qu’un comportement identifié soit considéré comme une stéréotypie ou
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comme un comportement répétitif anormal, il faut que ce dernier soit répété au moins trois fois
successivement et ceci doit €tre observé au moins 5 fois, indépendamment de la période

d’observation.

-Réactions envers I’homme

L’agressivité d’un cheval envers I’homme peut témoigner d’un état de mal-étre de 1’animal, da
a des douleurs chroniques au niveau du dos par exemple (Fureix et al. 2010b), ou encore dii a
un manque de contacts sociaux avec des congéneres et un espace de vie insuffisant (Rivera et
al. 2002). Différents tests de réaction a I’homme ont été développés dans la littérature (pour
une revue : Waiblinger et al. 2006; Hausberger et al. 2008). Parmi ces derniers nous avons
choisi d’en réaliser trois afin de mesurer I’agressivité des chevaux envers un homme non
familier. Ces tests suivants ont ét€ menés par une méme expérimentatrice en box individuel
pour les chevaux de centre équestre et au pré pour les chevaux de la population semi naturaliste.

Les tests ont été conduits dans 1’ordre suivant :

= Le test de présence passive, est tres couramment utilisé dans la littérature (e.g. Visser et
al. 2001; Seaman et al. 2002, Henry et al. 2005; Fureix et al. 2009, 2010b, Sankey et al.
2010b, c, a). Lors de ce test, ’expérimentatrice entrait dans le box, restait immobile
pendant Smin, dos a la porte, les bras le long du corps en regardant le sol, sans chercher
a interagir avec les animaux, le cheval étant donc libre d’interagir ou non avec lui.

= Le test d’approche-contact, est également utilisé chez de nombreuses especes, mais les
angles d’approche et les zones approchées, lorsqu’elles sont spécifiées, varient
fortement entre les études (encolure : Sgndergaard et Halekoh 2003b; épaule : Fureix et
al. 2009, 2010b; téte : Pritchard et al. 2005). Le mode d’approche a été ici standardisé :
I’expérimentatrice entrait donc dans le box, s’immobilisait a 1.5m de I’animal jusqu’a
ce qu’il recommence a s’alimenter, puis s’approchait de I’épaule, les bras le long du

corps, a un rythme de 1 pas par seconde, jusqu’a toucher 1’épaule du cheval avec la
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main, lorsque le cheval permettait le contact. Si le cheval refusait le contact, et menacait
I’expérimentatrice ou s’¢éloignait, celle-ci se replacait a 1.5m du cheval et un nouvel
essai débutait. Le test prenait fin lorsque I’expérimentatrice réussissait a caresser
I’épaule du cheval pendant 2s, ou au bout de 3 essais infructueux. Le choix de la zone
d’approche a été fait sur la base d’une étude montrant que pour des chevaux entrainés,
cette zone était moins a méme d’induire des comportements de fuite ou de retrait
(Sankey et al. 2011). Les deux cdtés de chaque cheval ont été testés de fagon aléatoire
(i.e. test réalisé deux fois par cheval dans un intervalle de 2h).

= Le test d’approche soudaine (Hausberger et Muller 2002; Fureix et al. 2009, 2010;
Rochais et al. 2018a) consiste en une apparition brusque de 1I’expérimentateur devant la
porte du box du cheval. Dans un premier temps, I’expérimentatrice marchait lentement
dans le couloir des écuries, puis apparaissait brusquement a la porte du box lorsque le
cheval avait la té€te en position basse (e.g. en alimentation). A chaque fois, la toute
premigére réaction de I’animal en termes de mimiques faciales (position d’oreilles) et de
réaction motrice (approche ou éloignement était prise en compte, avec la notation

proposée par Hausberger & Miiller (2002):

* Score A : le cheval s’approche, les oreilles orientées vers I’avant

* Score B : Le cheval regarde I’homme les oreilles en avant mais ne bouge pas

* Score C : le cheval ne modifie pas son comportement (ne regarde pas ’homme et ne bouge

pas les oreilles, il reste donc indifférent).

* Score D : le cheval regarde I’homme les oreilles en arriére, mais ne se déplace pas

* Score E : le cheval s’approche de I’homme avec les oreilles en arriere
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Cette notation prend donc en compte différentes attitudes du cheval envers I’homme, passant

d’une attitude trés positive (A) a une attitude trés agressive (E), en passant par 1’indifférence

©).

Au cours de ces trois tests, tout comportement agonistique (oreilles couchées en arriere,

menace, tentative de morsure) dirigé vers 1I’expérimentateur a été relevé et les occurrences

retenues sur les trois tests ont été additionnées.

Tableau 3 : Récapitulatif des mesures réalisées lors de I’évaluation de I’état de bien-étre des

individus.

Indicateurs Mesure

Description

Score de condition corporelle

Sanitaires

Forme d'encolure

Position des oreilles
en alimentation
Posturaux
Orientation vers un mur
du box

Comportements anormaux
répétés et stéréotypies
Comportementaux
Comportements agressifs
envers 'homme

Score allant de 0 a 5 basé sur évaluation par palpation manuelle de la masse de graisse présente a cing endroits spécifiques du corps
(bord supérieur de I'encolure, garrot, arriere de 'épaule, cGtes, attache de la queue) et sur évaluation visuelle de sept sites
anatomiques (bord supérieur de I'encolure, garrot, arriére de I'épaule, ligne du dos, cotes, croupe, attache de la queue).

0: émacié; 1: tres maigre; 1,5 : maigre; 2 : insuffisant; 2,5¢<BCS<3,5 : optimum selon le type d'animaux; 4 : gras; 4,5 : trés gras; 5 : obese.

Encolure creuse/plate : 'encolure forme un angle concave ou plat par rapport a une ligne imaginaire tracée entre le garrot et la base
des oreilles;
Encolure arrondie : I'encolure forme un angle convexe par rapport a une ligne imaginaire tracée entre le garrot et la base des oreilles.

Pourcentage de temps passé les oreilles en arriére en alimentation, mesuré en scan sampling toutes les 2 minutes pendant 60 minutes
(2 sessions de 30 minutes).

Pourcentage de temps passé vers un mur plein du hox (hors phase d'alimentation), mesuré en scan sampling toutes les 2 minutes
pendant 60 minutes (2 sessions de 30 minutes).

Nombre de comportements anormaux répétés et/ou stéréotypies mesurés en toute occurence durant 60 minutes (6 sessions de 10
mintes). Un comportement anormal doit étre répété au moins 3 fois successivement et observé au moins 5 fois pour étre considéré.

Nombre de comportements agressifs (oreilles plaquées vers 'arriére, menace, tentative de morsure) émis lors des 3 tests de réaction a
I'homme : présence passive, approche contact, approche soudaine.
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Afin de disposer d’une évaluation plus globale de 1’état chronique des individus, un score
composite de stress chronique (TCSS), adapté de Hausberger et al. (2012) et Henry et al. (2017),
a été calculé pour chaque individu sur la base des données obtenues pour les différentes mesures
précédemment décrites. Ainsi, chaque cheval a été classé selon 1) le pourcentage de temps
passé les oreilles en arriere en alimentation, 2) le pourcentage de temps passé orienté vers un
mur plein du box, 3) le nombre de comportements stéréotypiques et anormaux répétés exprimés
durant les 60 minutes d’observation, ainsi que 4) le nombre de réponses agressives dirigées vers
I’expérimentateur au cours des tests de relation a I’homme. Pour toutes ces variables, plus la
valeur obtenue était grande, plus ’état de bien-étre était altéré, et le plus le rang attribué a
I’individu était haut. Les rangs obtenus pour chaque parametre ont été additionnés pour chaque
cheval. Ainsi, plus 1’état de bien-étre était altéré, plus le score total de stress chronique (TCSS)
obtenu était important. A titre d’exemple, un cheval ayant obtenu le 5™ plus petit pourcentage
de scans passé les oreilles en arriere, la 8™ position concernant le pourcentage de scans orientés
vers un mur plein du box, ayant exprimé le moins de comportements stéréotypiques et ayant
¢été classé deuxieme cheval le moins agressif envers I’homme, aura un TCSS de 16. Ce score
est supérieur, et donc reflete un état de bien-€tre plus altéré qu’un cheval qui aurait été classé

premier pour tous les parametres.

Cette évaluation de I’état de bien-€tre/mal-€tre a été réalisée sur I’ensemble des chevaux de
la population de loisir ainsi que sur les individus des deux centres équestres CE1 et CE2. Elle
nous a permis d’obtenir un gradient d’altération de 1’état de bien-étre des individus a partir
duquel nous avons pu ensuite établir des corrélations avec nos différentes mesures, dans le
but de mettre en évidence des indicateurs d’émotions positives.
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2.2.2 Des méthodologies innovantes

Notre objectif principal étant de mettre en avant des marqueurs d’émotions positives chez le
cheval, nous avons exploré différentes pistes proposées par la littérature parmi lesquelles les
signaux acoustiques non-vocaux (chapitre 3), les comportements observés en situation
d’anticipation alimentaire (chapitre 4) et pour finir I’attention (chapitre 5). Afin d’approfondir
au mieux ce dernier élément plus particulierement, nous avons eu recours a des méthodologies

et technologies innovantes.
-Mesure de Pactivité cérébrale d’un cheval attentif en éveil

La mesure de I’activité cérébrale semble particulierement intéressante non seulement pour
déterminer I’état attentionnel d’un individu, mais aussi pour tenter de définir son état
émotionnel. En effet, chez I’Homme 1’¢électroencéphalographie (EEG) a permis de caractériser
les différents niveaux d’éveil allant jusqu’au sommeil (Rodenbeck et al. 2006), et depuis
quelques dizaines d’année son utilisation est apparue extrémement prometteuse dans la
classification des émotions humaines (e.g. Ko et al. 2009; Nie et al. 2011). Effectivement, cette
technique a le potentiel de pouvoir mesurer a la fois la valence, via la latéralité hémisphérique,

et également I’intensité, via le type d’onde produite, d’une réponse comportementale.

Depuis peu cette technique est également utilisée chez I’animal, et notamment chez les équidés,
a des fins vétérinaires, comme pour vérifier 1’état d’éveil d’un individu sous anesthésie par
exemple (Grint et al. 2015), ou encore étudier des maladies cérébrales telle que 1’épilepsie
(Lacombe et al. 2012; Wijnberg et al. 2013). Cependant ’application de cet outil chez I’animal
présente de nombreuses contraintes étant donné qu’il est quasiment impossible d’éviter les
mouvements chez un animal éveillé, pouvant alors hautement perturber les signaux enregistrés.
Pour cette raison, les mesures EEG chez I’animal ont été réalisées de manicre invasive a ’aide

d’¢lectrodes implantées en profondeur (e.g. Dallaire et Rucklebusch 1974; Boeijinga et Lopes

69



Chapitre 2 — Méthodologie générale / Chapter 2 - Methodology

da Silva 1988), pouvant alors laisser un souvenir négatif en mémoire ; ou de maniere moins
invasive ou I’animal est gardé immobile, les électrodes collés sur la té€te, et ol un mouvement
imprévu peut avoir des conséquences négatives (Williams et al. 2008). Par ailleurs, ceci
implique que les poils de I’animal doivent étre rasés, ce qui peut également étre percu

négativement chez un cheval non-habitué.

Le développement trés récent d’un casque EEG (brevet n°R23701WO, Fig.10) permettant de
mesurer ’activité cérébrale d’un cheval éveillé et libre de ses mouvements (Cousillas et al.
2017; Rochais et al. 2018b) apparait étre alors un outil précieux dans I’avancée des recherches
concernant I’état attentionnel et émotionnel chez le cheval. Effectivement les études menées
par Cousillas (2017) et Rochais (2018b) ont mises en évidence un lien entre état attentionnel et
type d’onde produite, en interaction avec une latéralité hémisphérique. Par ailleurs, il semblerait

que les profils observés soient relativement sables sur deux jours consécutifs d’enregistrement.

Ainsi, dans le cadre du troisiéme axe de cette thése, I'utilisation de ce casque s’est avérée tres
pertinente. En effet, notre but étant d’étudier les processus attentionnels en jeu lors du traitement
d’un stimulus selon sa valence, 13 chevaux de la population de loisir ont été équipés du casque
lors d’un test cognitif de biais de jugement. L’activité cérébrale des individus a ainsi été
enregistrée tout au long du test cognitif, comprenant le traitement de stimuli positifs, négatifs
et ambigus (Fig.10). Les signaux EEG étaient enregistrés a la fois directement sur une carte SD
placée dans un boitier fixé sur le casque, mais aussi sur un ordinateur placé a I’extérieur de
I’aire de test via un systetme d’enregistrement télémétrique connecté a un transmetteur
Bluetooth. Apres un traitement des artefacts, dus principalement aux mouvements des chevaux
lors du test, I’analyse des signaux enregistrés a été réalisée a I’aide d’un logiciel de traitement
créé spécifiquement pour le casque utilisé. Nous avons ainsi pu étudier 1’évolution des

différents types d’ondes produits par les hémisphéeres droit et gauche selon la valence du
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stimulus présenté a I’animal. Par ailleurs, I’ensemble du test étant filmé a 1’aide d’une caméra

grand angle, nous avons pu corréler les comportements exprimés aux signaux EEG enregistrés.

Figure 10 : (A) Casque EEG utilisé, (B) Test du biais cognitif de jugement et enregistrement

simultané de [’activité cérébrale.
-Mesure des caractéristiques attentionnelles en absence d’un expérimentateur

Un test d’attention visuelle a été récemment développé par notre équipe dans le cadre de la
these de Céline Rochais visant a mettre en évidence les caractéristiques attentionnelles
individuelles des chevaux ainsi que leurs facteurs de modulation. Ce test, congu pour une
application facile sur le terrain, est basé sur la diffusion d’un stimulus lumineux non familier,
en mouvement, de couleur verte issue d’un pointeur laser, par un expérimentateur présent dans
le box du cheval (Rochais et al. 2017b). En effet, les chevaux ont une capacité élevée a détecter
les mouvements et a discriminer la couleur verte (Blackmore et al. 2008). Si ce test apparait
tres efficace dans la mesure des caractéristiques attentionnelles individuelles des chevaux, en
revanche, il n’est pas exclu que la présence d’un expérimentateur dans le box au moment du
test ai influencé les réponses des sujets. En effet, I’effet de la présence méme passive d’un

humain lors d’une tache cognitive a déja été décrit chez plusieurs especes dont le cheval (chiens
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: Jakovcevic et al. 2012; chevaux : Lesimple et al. 2012b; chevres : Nawroth et al. 2015). Par
exemple, des chevaux se trouvant en échec face a une tache cognitive (e.g. ouvrir une boite)

montraient un intérét plus important vers I’humain présent a coté d’eux (Lesimple et al. 2012b).

Ainsi, dans le but de se soustraire d’un potentiel effet d’audience dii a la présence d’un humain
dans le box lors du test, nous avons développé au cours de cette thése un nouveau test
d’attention visuelle permettant de mesurer exactement les mémes parametres attentionnels que
lors du test classique, mais sans expérimentateur présent a I’intérieur du box. Cette fois, le
stimulus (identique a celui utilisé pour le test classique, i.e. point vert en mouvement) était
diffusé sur un écran noir fixé a la porte du box (Fig.11). L’écran était reli¢ a un ordinateur a
partir duquel 1’expérimentatrice pouvait déclencher le stimulus, placé hors de la vue de
I’individu testé. Le mouvement, la vitesse de déplacement ainsi que la durée totale de diffusion
du stimulus était strictement identiques a ceux du test classique. Deux caméras, I’une placée a
I’intérieur et I’autre en face du box, permettaient de mesurer toutes les séquences de regards et

leur durée associée.

Ce test a été réalisé sur un échantillon de 9 individus de la population d’un des centres équestres

inclus dans ce travail de thése.
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Figure 11 : Photo extraite du test d attention visuelle avec écran, en absence d’un

expérimentateur.

-Mesure automatisée de ’activité motrice

Le second axe de cette thése visait a étudier en détails les comportements d’anticipation des
chevaux a la venue d’un événement positif (i.e. nourrissage dans le cas de notre étude). Afin de
pouvoir standardiser les différents parametres en jeu (e.g. heure de distribution, ordre de
distribution), une expérimentation a ét€ menée a la station expérimentale de Chamberet sur une
période totale de 10 semaines. Comme nous 1’avons développé en introduction, les
comportements d’anticipation se caractérisent principalement par une augmentation de
I’activité locomotrice des individus (e.g. visons : Vinke et al. 2004; renards argentés : Moe et
al. 2006 ; chevaux : Peters et al. 2012). Ainsi, dans le but d’évaluer cette activité chez les
chevaux observés lors de notre expérimentation de manicere simple et standardisée, une

collaboration a été créée avec Anne Aupiais de I’Institut de 1’¢levage (IDELE) afin d’utiliser
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des accélérometres dotés de capteurs triaxiaux 4Hz (IceQube®) (Fig.12). Leur utilisation a déja
¢été validée chez plusieurs espéces domestiques dans le cadre d’études mesurant le temps passé
couché par les animaux (Shepard et al. 2008; Robert et al. 2009; de Mol et al. 2013; Finney et
al. 2018), dont le cheval (DuBois et al. 2015), ol une corrélation claire entre les comportements
observés en direct ou filmés et les mesures recueillies par les accélérometres a pu E€tre

démontrée.

Cet outil permet de pouvoir mesurer en continu a la fois les macros (déplacement d’un
membre=pas) et micros mouvements (changement d’appui) des chevaux dans leur box, et ce
sans I’aide de caméras ni d’observations en direct, permettant alors d’économiser un temps
considérable. Un accélérometre est capable de mesurer les mouvements verticaux dirigés vers
le sol (axe-x) ainsi que les mouvements effectués a I’horizontale en direction caudale (axes-y)
et médiane (axe-z). Cela résulte en un indice de mouvement, d’unité arbitraire, basé en grande
partie sur le nombre de pas effectués et reflétant I’activité locomotrice exercée par 1’animal.

Les mesures réalisées sont amassées par tranche de 15 min.

Notre expérimentation consistait a mettre en place une routine alimentaire chez des chevaux
vivant en grand partie au pré et donc peu habitués a un régime alimentaire rationné et prédictible
dans le temps. Aussi, des la deuxieme semaine de routine alimentaire, des accélérometres ont
été posés sur le membre antérieur gauche de chaque jument des leur entrée dans le box, apres
avoir été activés en amont par I’expérimentatrice. Des enregistrements en continu nous ont alors
permis d’évaluer I’activité locomotrice quotidienne des chevaux par tranche de 15 min tout au
long des différentes phases expérimentales, de 1’entrée a la sortie du box. En effet, les capteurs
étaient retirés et désactivés chaque soir avant la sortie des juments. Les données ainsi récoltées

étaient ensuite transférées vers un ordinateur a I’aide d’un boitier lecteur.
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Figure 12 : Accéléromeétre utilisé lors de [’expérimentation.
2.2.5 Considérations statistiques

L’approche de terrain utilisée ici en testant des animaux en situation réelle (centre équestre,
population « naturaliste ») était majeure pour notre problématique, mais présente des
inconvénients d’un point de vue statistique. Nous avons vu qu’il était impossible de contrdler
parfaitement les effectifs des groupes, tant sur les variables indépendantes invoquées (e.g. sexe)
que sur les données obtenues lors des observations (e.g. le fait d’étre agressifs envers ’homme
ou non). Une telle approche ne permet donc pas (en comparaison avec une approche purement
expérimentale) de planifier a priori les effectifs des groupes considérés pour les analyses. De
plus, certains groupes étaient constitués d’un faible nombre d’individus. Enfin, la majorité des
données obtenues n’était pas répartie suivant une distribution normale. L’ensemble de ces
caractéristiques nous a donc amené a réaliser des tests statistiques non paramétriques (Siegel et

Castellan 1988). Les analyses statistiques ont été réalisées sur les logiciels R© et Statistica©.
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3. Les comportements d’anticipation

INTRODUCTION

Nous avons pu voir en introduction que, parmi les différentes propositions avancées
dans la littérature concernant les indicateurs comportementaux d’émotions positives, les
comportements exprimés lors de 1’anticipation d’un événement positif (souvent ’acces a de la
nourriture) s’imposent particuliecrement. En effet ces derniers sont notamment couramment
associés a un état hautement motivé de I’individu (Boissy et al., 2007b). Caractérisés comme
étant le reflet d’un état émotionnel positif de forte intensité, les comportements d’anticipation
seraient par ailleurs informatifs de 1’état chronique des individus. En effet, I’intensité des
comportements exprimés lors de cette phase permettrait de définir la sensibilité des individus a
une récompense (Spruijt et al., 2001). Cependant, chez de nombreuses especes dont le cheval,
les comportements observés dans ce cadre s’averent particulierement ambigus (Peters et al.,
2012). Outre le questionnement sur la validation des comportements d’anticipation comme
indicateurs d’émotions positives, se pose aussi de fait la question de I’importance et des
conséquences de la gestion humaine, généralement associée a une forte prédictibilité de

I’environnement (e.g. heures de nourrissage) (e.g. Lima et al., 2017; Rose et al., 2017; Watters,

2014).

Que ce soit dans la nature ou en captivité, les individus peuvent €tre soumis a des
évenements prédictibles tels que les saisons, la disponibilité en lumiere ou en ressources
alimentaires. En conditions domestiques, les ressources étant moins distribuées dans le temps
et I’espace, 1’environnement des animaux sera alors d’autant plus prédictible (Krebs et al.,
2017). Effectivement, tous les besoins élémentaires (e.g. acces a 1’eau, a la nourriture, a un abri,
aux partenaires sexuels) sont programmés et dépendants de ’homme, et généralement se

produisent de facon répétée et identique de jour en jour. Les animaux vont ainsi montrer des
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capacités a former des associations entre le temps ou un certain signal, et I’apparition de ces
évenements (Mistlberger, 2011). Ce mécanisme d’anticipation leur permettra alors de fournir
une réponse comportementale adaptée a leur environnement (Daan, 1981; Williams et al.,
2014). En conditions naturelles, dans la plupart des cas il n’y a pas de raison a priori de penser
qu’un événement donnée sera périodique. Mais lorsque les événements se reproduisent de fagon
réguliere, les animaux, qu’ils vivent en conditions naturelles ou domestiques, sont capables de
comprendre la rythmicité, voire méme d’évaluer, de facon consciente ou non, la récurrence de

ces évenements (Antle et Silver, 2009).

D’apres Rosen (1985), les animaux sont dotés d’un « systeme anticipatoire » leur permettant
de s’adapter a une situation en fonction des prédictions établies par rapport aux situations
précédentes. Ce modele inclus a la fois des mécanismes cognitifs et non-cognitifs. Sur le plan
cognitif, les animaux vont étre capables de former une association entre un stimulus spécifique
et I’événement qui s’en suit. Cet apprentissage associatif est aussi connu sous le nom de
conditionnement Pavlovien classique (Pavlov, 1927). Ainsi, les chevaux vont par exemple
apprendre a associer un signal extérieur spécifique (e.g. bruit des granulés versés dans la
brouette par le soigneur) a une issue probable (e.g. distribution de nourriture dans leur
mangeoire). Cette situation se répétant dans le temps, une certaine anticipation des événements
pourra alors se développer graduellement, au fur et a mesure des associations apprises entre
I’apparition d’un éveénement et sa derniére occurrence. Puisque les intervalles séparant deux
évenements routiniers (e.g. sortir au paddock) sont réguliers, les animaux vont étre capables de
les mémoriser et les regrouper dans une catégorie « intervalles de temps ». Alors, le temps
écoulé entre la fin d’un éveénement et le début de ce méme évenement répété ultérieurement
sera stocké en mémoire de travail. Plus tard, lorsque ce méme évenement est rencontré, le temps

¢coulé est comparé a I’intervalle de temps stocké en mémoire. Selon la comparaison de cette

durée au seuil construit en mémoire, des comportements d’anticipation pourront alors apparaitre
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dans le cas ou cette durée est « homogene » (Balsam et al., 2009). D’autres mécanismes, non-
cognitifs cette fois, peuvent aussi étre impliqués dans 1’anticipation de nourriture. Le rythme
circadien endogene, coordonné par le noyau supra-chiasmatique, pourrait étre a 1’origine des
comportements d’anticipation (Mistlberger et al., 1996). Cependant, dans le cas ou la
distribution de nourriture se cantonne a un moment précis de la journée, il semblerait que
I’activité anticipatoire ne dépende pas de I’horloge circadienne interne mais plutot d’autres
oscillateurs circadiens (e.g. chez le rat : Storch et Weitz, 2009). L’anticipation d’un événement
constitue ainsi un systeme complexe impliquant a la fois des signaux externes et internes,
faisant appel aux mécanismes d’apprentissage et de mémoire, ainsi qu’a des processus
homéostatiques (Balsam et al., 2009). En revanche, la part d’implication de chacune de ces

composantes dans le processus d’anticipation chez le cheval reste encore méconnue a ce jour.

Les animaux sont ainsi capables d’anticiper la venue d’événements positifs ou négatifs,
impliquant respectivement les circuits neuronaux de la récompense ou de la punition et générant
alors différents états émotionnels. Ces derniers apparaissent en effet en réponse a des stimuli
ou situations ayant une valeur de récompense ou de punition pour ’individu, résultant en un
état émotionnel respectivement positif ou négatif (Mendl et al., 2010). De ce fait, la notion de
« récompense » se retrouve intrinsequement liée aux études cherchant a mettre en évidence des
indicateurs d’émotions positives chez I’animal, les chercheurs partant du principe qu’ « étudier
ce que les animaux veulent sera indicatif de ce que les animaux aiment » (Yeates et Main,
2008). Une récompense présente par définition un avantage pour 1’individu, entrainant par
conséquent 1’activation du systeme motivationnel et I’apparition de comportements motivés.
Ces derniers sont divisés en deux catégories : d’un c6té, les comportements se produisant au
cours de la phase appétitive, et de I’autre ceux apparaissant lors de la phase consommatoire de
la récompense. Les comportements d’anticipation, définis comme une réponse suscitée par un

stimulus récompensant dont la survenue est éminente (Spruijt et al., 2001), sont par définition
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caractéristiques de la phase appétitive. De ce fait, ils sont considérés par de nombreux auteurs
comme étant le reflet d’un état émotionnel positif (Boissy et al., 2007b; Spruijt et al., 2001) et
le contexte d’anticipation est alors utilis¢é comme une situation de référence, source d’émotions
positives (e.g. Briefer et al., 2015b; Leliveld et al., 2016; Maigrot et al., 2017). De plus, certains
auteurs stipulent que, chez des individus conditionnés, le systeme des opioides normalement
associ¢ a la consommation d’une récompense (Burgdorf et Panksepp, 2006), pourrait s’activer
avant méme 1’acquisition de cette dernieére rendant alors les comportements appétitifs eux-
mémes récompensant pour I’animal (Watters, 2014). Liés a Dactivit¢ dopaminergique
(Berridge, 2007), les comportements, exprimés lors de la période d’anticipation d’un
éveénement positif pour 1’animal, seraient par ailleurs un gage de non-anhédonie (i.e. perte de
motivation pour un stimulus habituellement percu comme hautement positif) (van der Harst et
al., 2005), un des aspects pouvant étre observé chez des individus dépressifs (e.g. chevaux :
Fureix et al., 2015). Selon certains auteurs, les comportements d’anticipation pourraient ainsi

également étre un indicateur de I’état de bien-étre des individus (Spruijt et al., 2001).

En effet, d’apres Spruijt et al. (2001), le niveau d’intensit¢ des comportements
d’anticipation observés permettrait de définir la sensibilité des individus a une récompense.
L’anticipation serait alors « une expression momentanée d’un état affectif positif offrant un
apercu de 1’équilibre général entre les états affectifs positifs et négatifs de la vie récente de
I’individu » (Watters, 2014). Si I’on considére que les animaux sont hédonistes, a la recherche
de plaisir, on peut supposer que 1I’accumulation d’expériences négatives puisse renforcer la
motivation a vouloir vivre une expérience positive. Plusieurs études conduites chez le rat ont,
en effet, montré des comportements d’anticipation de plus forte intensité (e.g. augmentation de
la locomotion) chez des individus vivants dans des conditions sous optimales (i.e. socialement
isolés, vivant dans un environnement pauvre) en comparaison a des individus maintenus dans

des conditions favorables (i.e. contacts sociaux, environnement enrichi) et donc ayant plus de
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chances d’étre dans un état de bien-étre (van der Harst et al., 2003a, 2003b; van der Harst et
Spruijt, 2007). Dans un méme ordre d’idée, une étude récente a mis en évidence chez le dauphin
une augmentation de D’activité anticipatoire avant les sessions d’entrainement chez des
individus pessimistes en comparaison aux animaux jugés optimistes. Les auteurs suggerent
alors que les dauphins exprimant un biais de jugement négatif placeraient une valeur plus
importante sur la récompense a venir, reflétant probablement un manque récurrent d’autres
évenements positifs dans leur environnement (Clegg et Delfour, 2018). Par contre, un
déséquilibre trop important entre la survenue d’événements positifs (rares) et la survenue
d’éveénements négatifs (majoritaires) peut aboutir a un état de stress chronique et induire, dans
certains cas, un état d’anhédonie et par conséquent une absence de comportements appétitifs
(Fureix et al., 2015; Walker et Mason, 2011; Willner et al., 1992). Selon certains auteurs, ceci
se traduirait par une chute drastique des comportements d’anticipation (partie grisée de la
courbe sur Fig.1). Dans le cas inverse, lorsqu’un individu est constamment exposé a des
expériences positives, sa motivation d’obtenir une nouvelle récompense serait moins intense
(partie gauche de la courbe sur Fig.1). L’intensité des comportements d’anticipation pourraient
alors constituer un outil de mesure de 1’état chronique des individus (Spruijt et al., 2001;

Watters, 2014).
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- - - Fréquence des épisodes
d’activité anticipatoire

Chronic  —— Intensité de 1’activité
Stiess anticipatoire

+ -

Equilibre entre la fréquence des expériences
positives (+) et négatives (-) (bien-Etre)
Figure 1 : Modele prédictif du comportement d’anticipation d’aprés Van der Hart et

Spruijt (2007) et modifié par Watters (2014).

Dans les faits, les comportements d’anticipation s’observent essenticllement en
conditions domestiques et de captivité, treés souvent en période de pré-repas. Etudiés chez de
nombreuses especes, allant des poissons aux oiseaux, en passant par les mammiferes, les
comportements d’anticipation d’un événement positif (e.g. acces a de la nourriture, a un jouet,
augmentation de 1’espace, environnement enrichi) se caractérisent majoritairement par une
augmentation de 1’activité locomotrice (agneaux : Anderson et al., 2015; porcelets : Dudink et
al., 2006; visons : Hansen et Jeppesen, 2006; Vinke et al., 2004; pandas roux Ailurus fulgens :
Krebs et al., 2017; chevaux : Peters et al., 2012; renards argentés : Moe et al., 2006 ; ménés
jaunes : Reebs et Lague, 2000 ; rats : van den Bos et al., 2003), excepté chez quelques especes
(dauphins Tursiops truncatus : Jensen et al., 2013; gorilles : Krebs et al., 2017; chats : van den
Bos et al., 2003). Cette augmentation d’activité se traduit notamment par de nombreuses
transitions comportementales et est logiquement associée a une diminution du temps passé au
repos (pandas roux : Krebs et al., 2017). Les animaux montrent par ailleurs une augmentation
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de leur niveau d’attention (gorilles : Krebs et al., 2017), voire un état de vigilance (agneaux :
Anderson et al., 2015 ; dauphins : Jensen et al., 2013; chevaux : Peters et al., 2012) envers la
source de la récompense, souvent associée a une orientation prépondérante de I’animal vers
cette méme source (porcelets : Dudink et al., 2006; ménés jaunes : Reebs et Lague, 2000;
renards argentés : Moe et al., 2006). Certains auteurs décrivent également, chez les jeunes
individus uniquement, I’apparition de comportements de jeu lors de I’anticipation (dauphins :
Cleggetal., 2017; porcelets : Dudink et al., 2006). Si les comportements d’anticipation reflétent
indéniablement une augmentation d’intensité, s’exprimant souvent sur le plan physiologique
par une augmentation du rythme cardiaque (porcs : Leliveld et al., 2016; chevaux : Peters et al.,
2012) et/ou de la fréquence respiratoire (chevres : Briefer et al., 2015b), une étude a mis en
évidence, chez la poule domestique, une augmentation des comportements dits de confort (e.g.
lissage des plumes, battements des ailes) associée a un état de relaxation et donc par conséquent

a un état de plus faible intensité au cours de 1’anticipation.

En revanche, la valence associée aux comportements d’anticipation reste ambigiie.
Effectivement, la mention récurrente de comportements stéréotypiques (dromadaires : Aube et
al., 2017; visons : Hansen et Jeppesen, 2006; Vinke et al., 2004; renards argentés : Moe et al.,
2006; chevaux : Peters et al., 2012; pour une revue : Rose et al., 2017) observés durant
I’anticipation d’éveénements positifs pose question quant a I’état émotionnel mesuré lors de cette
phase. Plus particulierement chez le cheval, plusieurs auteurs ont déja montré que I’anticipation
alimentaire était un moment privilégié pour 1’observation de comportements anormaux répétés
et de stéréotypies (i.e. mache a vide, tic a ’appui, tic a ’ours) (Cooper et McGreevy, 2007;
Mills, 2005) ainsi qu’une expression accrue de baillements (Fureix et al., 2011a) considérés
chez différentes especes comme des activités redirigées potentielles (Mason, 1991). La
frustration de voir d’autres étre nourris pourrait étre la source de ces expressions

comportementales (Cooper et al., 2005; Fureix et al., 2011a). En effet, ’augmentation des
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comportements précités n’a pas été observée si tous les animaux étaient nourris simultanément

(Fureix et al., 2011a).

Ces constats souleévent alors quelques questionnements quant a la fiabilité de considérer les
comportements d’anticipation d’un événement positif comme le reflet réel d’émotions
positives. S’ils traduisent la sensibilité des animaux pour la « récompense » prédite, alors peut-
étre que ces comportements seraient plutot le reflet d’un « manque » a combler. De plus, le
terme de « récompense » faisant référence a un renforcement immédiat en conséquence d’une
action (Skinner, 1976), on pourrait alors se demander si I’association de cette notion a
I’anticipation d’un événement positif ne serait pas malencontreuse. Effectivement, le temps
¢coulé entre I’apparition d’un signal annongant 1’arrivée d’un éveénement positif et sa survenue
effective est, dans la plupart des études conduites a ce sujet, de plusieurs minutes (e.g. 4min :
Vinke et al., 2004; 10 min: Moe et al., 2006; Peters et al., 2012; van der Harst et al., 2005),
alors qu’une récompense est habituellement délivrée a trés court terme (i.e. de I'ordre de
quelques secondes) (Anliker et Mayer, 1956). On pourrait alors supposer que 1’état émotionnel
des individus évoluerait au cours de la phase d’anticipation, d’une valence certainement

positive a la perception du signal vers une valence négative au fur et a mesure du temps écoulé.

Considérant cela, un autre questionnement se pose concernant I’impact des conditions
de vie, et donc d’un environnement plus ou moins prédictible, sur le bien-étre des individus.
Tres souvent, la vie domestique implique des restrictions spatiales, sociales, alimentaires, avec
en particulier une perte du contrdle des individus sur les événements (e.g. s’alimenter quand ils
ont faim). En contrepartie, les soigneurs, pour assurer a minima les besoins de I’animal, vont
par exemple leur distribuer plusieurs repas a heures fixes au cours de la journée. Par conséquent,
les évenements quotidiens (e.g. nourrissage) peuvent se reproduire régulierement chaque jour.
Ces conditions spécifiques rendent 1’environnement hautement prédictible pour les animaux

(Rose et al., 2017; Watters, 2014), dont les chevaux (Cooper et McGreevy, 2007; Nicol, 2005).
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La question de I’impact de ces pratiques de gestion sur 1’état de bien-étre des animaux vivants
en captivité est encore aujourd’hui débattue. En effet, certains auteurs proposent que la
prédictibilité des éveénements permette de réduire a la fois le stress d’une certaine soudaineté
(i.e. écart entre les attentes des individus et la réalité) ou d une durée d’attente incertaine (Boissy
etal., 2007a) et de promouvoir des comportements positifs (e.g. jeu chez les porcelets : Dudink
et al., 2006) dont les comportements d’anticipation (van der Harst et al., 2005), favorable au
bien-étre. D’autres auteurs au contraire démontrent que la création d’un environnement par
moment imprédictible favoriserait I’expression de comportements appropriés de I’espece (i.e.
exploration alimentaire) (chimpanzés Pan troglodytes : Bloomsmith et Lambeth (1995), ours
Helarctos malayanus : Schneider et al., 2014), et par la méme réduirait les comportements
anormaux (e.g. stéréotypies, grattage intense autodirigé) et de frustration (Rose et al., 2017).
En effet, Johannesson et Ladewig (2000) avancent méme que la création d’un environnement
tres prédictible « bloquerait » incontestablement les animaux dans des cycles d’anticipation
d’éveénements réguliers, alors qu’au sein d’environnements moins prédictibles, ces individus
montreraient une plus grande motivation a explorer et rechercher de la nourriture. Dans ce cas,
les comportements d’anticipation refléteraient davantage un manque et une frustration dus a
I’inadéquation entre la réalité et les besoins de I’espece. Ces différents postulats remettent ainsi
en cause les pratiques habituelles de gestion, impliquant inévitablement une prédictibilité et
donc une attente importante des éveénements, et ce particulicrement chez le cheval. En effet
nous savons que, chez cette espece, le besoin d’une alimentation quasi-continue est primordial
sur le maintien de son état de bien-étre (e.g. Bachmann et al., 2003; McGreevy et al., 1995;

Nicol et al., 2002; Tinker et al., 1997).

Aujourd’hui, une seule étude s’est focalisée sur la caractérisation des comportements
d’anticipation en tant que telle chez le cheval (Peters et al., 2012). Dans cette étude, une

augmentation significative de 1’activité locomotrice et des transitions comportementales a pu
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étre observée, reflétant une certaine excitation. Par ailleurs, bien que les auteurs aient mentionné
I’expression de comportements stéréotypiques chez certains individus, ces observations ne
relevaient, selon eux, pas de la situation d’anticipation en elle-méme mais plutot de 1’ontogénie
de comportements s’étant développés au moment du sevrage. Pourtant, une autre étude avait
déja évoqué I’apparition importante cooccurrente de comportements stéréotypiques et
baillements au moment de la distribution des repas chez cette espece, résultant selon les auteurs
d’une frustration due a I’attente en elle-méme mais aussi liée au fait de voir d’autres congéneres
étre servis avant. En effet, lorsque les chevaux étaient, en revanche, tous servis en méme temps
grace a un systéme automatisé, 1’augmentation de ces « activités déplacées » n’a plus été

observée (Fureix et al., 2011a).

A travers ce chapitre, nous tenterons de 1) caractériser le déclenchement de 1’anticipation (i.e.
anticipation temporelle ou signalée) ; 2) tester I'impact de la prédictibilité¢ de I’environnement
et 3) I'impact du rang de distribution sur les comportements d’anticipation ; et enfin 4) analyser
I’impact des caractéristiques individuelles des individus (sexe, age, race, état de bien-&tre) sur

I’expression des comportements d’anticipation.

Ainsi, nous testerons de maniére expérimentale I’implantation d’une routine alimentaire (i.e.
repas a heures fixes) sur des juments vivant majoritairement au pré et nous évaluerons, via la
mesure automatisée de 1’activité locomotrice grace a des accélérometres, le déclenchement de
I’activité anticipatoire. Puis nous analyserons les effets d’une modification de ce schéma
quotidien (i.e. ordre de distribution ou horaire de nourrissage) sur les comportements
d’anticipation mais également 1’activité locomotrice globale des juments sur la journée (article
1). Ensuite, nous étudierons les comportements d’anticipation chez le cheval a travers 1’étude
observationnelle d’épisodes quotidiens de distribution de concentrés chez des chevaux de centre
équestre. Apres avoir décrit les caractéristiques comportementales de cette phase afin de mieux

en définir sa valence, nous étudierons plus particulierement les différents facteurs de
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modulation de I’expression de ces comportements, parmi lesquels (i) I’apport de fourrage avant
la distribution de concentrés, (ii) le rang de nourrissage, impliquant un temps d’attente plus ou
moins important de la récompense, pour les différents chevaux de I’écurie et (iii) I’état de bien-

étre des individus (article 2).
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Synthése de P’article 1

Question
Si I’apparition de comportements d’anticipation a déja été décrite chez le cheval avant la distribution
de repas, il reste a définir si cette anticipation est basée sur un apprentissage associatif ou 1’intégration
d’intervalles de temps entre deux éveénements. Par ailleurs, nous nous sommes interrogés sur 1’impact
du temps d’attente sur 1’activité anticipatoire, pouvant potentiellement étre source de frustration. De
plus, considérant le débat actuel concernant I’impact de la prédictibilité de 1I’environnement sur les
individus vivant en conditions domestiques ou de captivité, nous nous sommes intéressés aux
conséquences de la mise en place d’horaires imprédictibles de nourrissage sur 1’activité locomotrice
des chevaux.

Méthodes

Dix juments anglo-arabes, vivant la plupart de I’année en prairie, ont été placées en boxes individuels
disposés en ligne. Leur activité locomotrice a été ensuite mesurée a I’aide d’accéléromeétres triaxiaux
lors de trois phases expérimentales. En premier lieu, les juments ont été soumises a une routine
alimentaire (i.e. horaire et ordre de nourrissage identiques chaque jour, arrivée du soigneur en voiture
dans les 3 minutes précédant la distribution) (expérience 1). La seconde phase a consisté a inverser
I’ordre de distribution tout en gardant le méme horaire de nourrissage (expérience 2). Enfin, au cours
de I’expérience 3, les individus ont été soumis a des horaires imprédictibles de nourrissage, cependant
I’ordre de distribution initial a été conservé.

Résultats

En phase de routine alimentaire, une augmentation significative de I’activité locomotrice a été
observée dans les 15 minutes précédant le nourrissage. L’activité mesurée lors de cette phase
d’anticipation était clairement supérieure a I’activité basale des juments au box, mesurée hors
nourrissage. De nouveau, un pic clair d’activité a ét¢ mesuré dans les 15 minutes précédant le
nourrissage lors de I’inversion de 1’ordre de distribution. Par ailleurs, celle-ci a engendré une
augmentation significative de I’activité locomotrice des cinq juments habituellement servies en
premier. Cependant, aucune différence significative n’a été mise en évidence entre 1’activité des cinq
premieres et des cinq dernieres juments lors des différentes phases expérimentales. Enfin, face a des
horaires de nourrissage imprédictibles, le pic d’activité précédemment observé a disparu et 1’activité
des juments est apparue davantage distribuée au cours de la journée. Globalement, les expériences 2
et 3 ont conduit a court terme (i.e. une semaine) a une augmentation de ’activité basale des individus,
hors phase d’anticipation.

Conclusion

La mise en place d’une routine alimentaire a trés rapidement conduit a une augmentation de I’activité
locomotrice dans les 15 minutes précédant les repas, suggérant que les juments ont appris a associer
un signal de I’environnement au nourrissage et que donc I’anticipation serait plutdt signalée que
temporelle. L’expérience d’inversion de 1’ordre nous a permis de constater que le temps d’attente
pouvait étre une source de frustration pour les juments. Enfin, si la mise en place d’horaires
imprédictibles de nourrissage semble avoir supprimé les comportements d’anticipation, elle a
également entrainé une augmentation de 1’activité basale des juments a court terme.
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GENERAL MATERIAL AND METHODS

During the study, the mares were successively subjected to three different managements of food
distribution where they were either able to show anticipation of the feeding time (i.e. with
predictable feeding time; experiments 1 and 2) or not (i.e. when exposed to an unpredictable
feeding time planning; experiment 3) (Fig.1). During the predictable schedule experiments,
mares could have associated different potential environment cues (e.g. noise of the caretaker’s
car, view of the wheelbarrow) as a signal for the feeding time. Each of the three experimental

procedures was applied for 2 weeks 5 days a week (i.e. when mares were stalled).

Preliminary Experiment1 Experiment2 Preliminary weeks Experiment3

week \ ] J ‘_V_) \_141

| |

x
©
)
e
S
Feeding time « Identical every day » Changing every day
Order of
distribution M1 = M10 M10 = M1 M1 = M10 M1 = M10

Figure 1: Experimental design of the study.

El=experiment 1, E2=experiment 2, E3=experiment 3, W1=first week of treatment, W2=second
week of treatment, P(1 to 3)=preliminary weeks (i.e. setting up of a feeding routine), M=mare
(n°1 to n°10).

Subjects & management conditions

Ten Anglo-Arabian mares, aged 8 to 12 years (X+SE=10.1%1.3), all born and living under
similar conditions at the IFCE experimental station of Chamberet (France), were included in

the study. Mares were kept as one group out in large pastures (with grass) and were fed with
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one meal concentrates in a shed located on a corner of the pasture every day at 17:00. The mares

were regularly handled by humans for routine procedures (e.g. weighing) but not used for work.

For the purpose of the present study, mares were housed 5 days a week from 8:30 to 16:00 in
straw bedded 4x4m individual stalls, equipped with automatic drinkers, and made of full
concrete walls (no social contacts between horses neighbouring but opening on the top of doors
that allowed the horses to look outdoors). The ten lined up stalls were placed in an outlying part
of the station, away from any disturbance. All individuals had a view on a pasture (without
horses) and were able to see the main road, i.e. arrival of the caretakers every day to feed the
mares (see further) (Fig.2). Hay (5kg) were provided every morning (8:30). At night and during

week-end days, the mares were kept outdoors.

Food storage room 9@
Outdoor T @

6

112 (3|14]|5
Entrance door — 1

Arrival of the car ‘ Road

Pasture

Figure 2: Plan of the stalls line.

Triaxial acceloremeters and Data recording

As anticipatory behaviour is reported to be characterized by an increase in locomotor activity

(among other behavioural changes), we used triaxial accelerometers (IceRobotics®, Edinburgh,
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Scotland) to record the locomotor activity of the 10 mares during the three following
experiments. The triaxial accelerometer recorded acceleration levels on three axes in space with
a frequency of 4 Hertz and thus allowed to continuously monitor an animal’s locomotor (e.g.
duration of time spent standing, number of steps performed) and lying behaviour (i.e. duration
of lying bouts) without relying on live observations or video recordings. The use of such
technology has already been validated in various domestic species (e.g. cattle: Robert et al.
2009; dairy cows: de Mol et al. 2013; dairy calves: Finney et al. 2018) including domestic
horses (DuBois et al. 2015; Merkies et al. 2016). For instance, in horses, clear correlations were
observed between the data, such as lying duration, recorded with accelerometers and such

behaviours measured though direct observations (DuBois et al. 2015).

Every morning, the experimenter (M.S) attached the accelerometer on the left forelimb of each
horse and activated the accelerometers. The devices remained attached as long as the horses
were in their stall. Consequently, the horses’ locomotor activity was recorded continuously
from 08:30 to 16:00 when horses were in stall. The raw data were stored on a micro SD card
and transferred to a computer thank to a wireless data download reader after removal (Kokin et
al. 2014). The accelerometer design used in the present study allowed a recording precision of
about 15 minutes. Data were summarized in 15-minute blocks and expressed through a motion
index score (arbitrary unit) reflecting the horses’ locomotor activity per 15 minutes. This
composite score is automatically calculated based on the number of steps performed by the
horse. Thus a low score indicates a low locomotor activity and a low number of steps performed
by the horse, whereas a high score means that the individual performed a high number of steps

and thus an important locomotor activity.
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Data analysis

As the mares usually exhibited a high level of arousal each time they were kept for the first day
of the week in individual stalls (probably due to the confinement and the social isolation from
their social partners), we excluded of the analysis all data recorded on Mondays. Indeed, the
motion indices recorded on this day were clearly higher than those recorded in the rest of the
week (Friedman test, N=10, df=4, 9.9<y><24.4, 0.0001<p<0.01; post-hoc Wilcoxon tests,
p<0.05 in all cases except in comparison to Fridays). Moreover, data from Fridays were
excluded too due to some disturbances on the experimental site (i.e. recurrent passage of horses
on the road in front of the stalls) resulting in a higher level of arousal too compared to Tuesdays,
Wednesdays and Thursdays (Friedman test, N=10, df=4, 9.9<y?><24.4, 0.0001<p<0.01; post-
hoc Wilcoxon tests, p<0.05 in all cases except in comparison to Mondays). Thus, data recorded
on Tuesday, Wednesday and Thursday of each treatment were considered for the subsequent
analysis. Thus, in order to study globally the mares’ locomotor activity performed on a week
of treatment, data recorded on these three days were summed per individual per hour for the
experiments 1 and 2. For the experiment 3, as feeding times were changing each day, every day

was studied here independently.

In order to get an idea of the basic level of the mares’ locomotor activity (i.e. when they are in
stalls, outside feeding time), we calculated an activity baseline per individual. To do so, motion
indices recorded during the experiment 1 on the time interval [-2h45; -1h45] before feeding (i.e.
[11:45; 12:45]), which corresponded to a quiet period without any disturbance, were used. We
then summed the three days considered. Additionally, the motion indexes recorded on this time
interval during weeks of experiment 2 and 3 were also added for comparison purposes. Lastly,
in order to compare the baseline activity with the activity recorded around feeding, we added
the motion indexes recorded on the time interval [-Oh30; +0h30] around feeding, on the three

days considered, per week.
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Finally, the total locomotor activity of a day has been determined per horse by adding all the
motion indexes recorded from 8:30 to 16:00. An average of the three days considered have been
then calculated per week in order to compare the different conditions under which horses were

subjected to.

Statistical analysis

As data were not normally distributed, we used nonparametric statistical tests (Siegel and
Castellan 1988).

In order to test whether mares showed a modification of their locomotor activity before feeding,
we first compared the horses’ locomotor activity between the different times of day for each
stage of each experiment (e.g. week 1, week 2) using Friedman tests per week. Post-hoc
comparisons with FDR corrections were moreover conducted in cases of significance to
highlight the differences between hours. Then, the locomotor activity recorded around feeding
(i.e. [-Oh30; +0h30]) has been compared to the baseline activity recorded out of any particular

stimulation (i.e. [-2h45;-1h45]) using Wilcoxon tests.

Furthermore, we tested whether the locomotor activity of the first five and the last five mares
recorded at feeding time was different using one Mann Whitney test per week of experiment.
Moreover, we compared the mares’ average motion index between weeks using Wilcoxon tests,

considering the first and the last five mares independently.

Finally, Wilcoxon tests were conducted with the aim of testing whether the baseline activity
recorded for each week of experiment was different from that recorded during the first week of

the routine schedule.

All statistical analyses have been conducted using R software 3.3.1 (alpha threshold set at 0.05).
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e Experiment 1: Anticipatory activity in a routine procedure

Procedure

In order to create a feeding routine, the ten mares were set up to a predictable feeding time
schedule during two weeks (E1W1, E1W2) in their individual stalls. Mares were fed at the same
time, i.e. 14:30, and in the same distribution order, i.e. from the mare 1 (M1) to the mare 10

(M10) (see Fig.1).

The procedure was as follows: at 08:30 mares were led in their individual stalls (after having
spent the night outdoors) in which hay (5kg) and water ad libitum were available, were fed
concentrates at 14:30 and led back outdoors at 16:00. The caretaker arrived by car (NB: the
same car was used all along the study) three minutes prior to the feeding (i.e. concentrates)
time, from the main road crossing the station, parked in front of the main door, entered into the
food storage room (placed in the middle of the stalls line; see Fig.2), took the wheelbarrow
filled with concentrates out of sight of the horses, went out from the room and started to feed
the first mare (M1) and the following ones until the last stall (M10). The caretaker spent

between 3 and 7 minutes (X£SE=4.6+1 minutes) to feed all individuals.
Results

As soon as the first week of the experiment 1, there was a significant increase of the locomotor
activity in the 15 minutes preceding food distribution (i.e. [14:15; 14:30]), i.e. the time when
the caretaker arrived in front of the stall, went out of the car and took the food, showing that
mares clearly anticipated the arrival of food, as early as the first week of experiment. This
phenomenon was observed over all three days of the first and second week of the experiment
1. The average motor index recorded at that time was indeed significantly different from that
observed at all the other hours (i.e. from -4h45 to +2h00) in both weeks (Friedman tests and
post-hoc comparisons, ¥* [EIW1] = 127.9, df = 27, p<0.001; > [EIW2] = 115.86, df = 27,
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p<0.001) (Fig.3). A particular contrast was noted between the last average motion index
recorded before feeding time (i.e. —0Oh15) and that measured at feeding time per se. Indeed,
activity at feeding time (E1W1: X+SE=803.8+129.4; E1W2: X+SE=642.8+88.8) was more
than twice higher than that recorded just before that the one recorded just before (E1W1I:
X+SE=323.1£114.3; EIW2: X+SE=335.5£50.1). There was no significant difference between
the five first and five last mares neither on the first (Mann Whitney test, N1=5, N2=5, W=13,

p=1) nor the second week (W=18, p=0.3) of experiment.
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Figure 3: Individuals’ average motion index according to the feeding time, recorded on the a)
first and b) second week of experiment 1. Indicated hours are related to the feeding time (i.e.
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Furthermore, we found that the mares’ locomotor activity baseline, recorded out of any specific
stimulation, i.e. [11:45; 12:45] on the first week of experiment 1, was clearly lower to the
locomotor activity recorded at the feeding time more or less 30 minutes (i.e. [-Oh30; +Oh30])
for each week of the experiments (Wilcoxon tests, N=10, Z=2.8, p=0.005 in both cases), 2

(Z=2.8, p=0.005) and 3 (Z=2.8, p=0.005) (Fig.4).

Experiment 1 Experiment 2 Experiment 3

* %k
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Figure 4: Comparison of the average routine baseline activity recorded on experiment 1 with the
average activity recorded at the time interval [-0h30; +0h30] according to the week experiment.
Wilcoxon tests, **p<0.01 comparisons of the baseline situation to each week of experiment

(either 1, 2, or 3).

Conclusion
Mares showed a clear anticipation in the 15 minutes preceding the feeding time, suggesting that
anticipation was triggered by the apparition of an environmental signal (e.g. caretaker’s car

arrival). The locomotor activity recorded at that time was higher to that recorded out of the
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feeding time, and this was true for each week of experiment. Thus, feeding time anticipation

was characterized by a significant increase of locomotor activity.

e Experiment 2: Impact of rank order on anticipatory response

Procedure

The regular order of distribution experienced during the routine (i.e. from mare M1 to mare
M10) was reversed (i.e. from mare M10 to mare M1) for two weeks (E2W1, E2W?2): the horse

served the latter was now served first (see Fig.1) but there was no other change in routine.
Results

Similarly to the first experiment, a significant peak of activity was recorded in the 15 minutes
preceding the feeding time both in the first and second week of treatment (Friedman tests and
post-hoc comparisons, ¥*> [E2W1] = 111.1, df = 27, p<0.001; > [E2W2] = 110.3, df = 27,
p<0.001). However, when considering the five first and five last mares independently, it
appeared that there was an impact of the feeding order on the horses’ activity. Horses served
later appeared to show a higher locomotor activity than the others served first, but no significant
difference has been highlighted between the two groups of horses during all the weeks (Mann
Whitney tests, N1=5, N2=5, 6<W<19, p>0.05 for all the weeks). However, we found that the
locomotor activity recorded for M1 to M5 mares at feeding time of experiment 2 was
significantly higher during both the first (Wilcoxon tests, N=5, Z=2, p=0.04, except in
comparison with EIW1: Z=1.2, p=0.2) and the second week (Z=2, p=0.04 in all cases, except
in comparison to P3, V=1.7, p=0.07) compared to experiment 1 and preliminary weeks P3 and
P4. On the contrary, activity of M6 to M10 mares did not significantly differ between order

reversal’s and experiment 1’s weeks (9<V<12, p>0.05).
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Figure 5: Average activity (+SE) recorded at feeding time in the first five mares (black bar) and
in the last five mares (grey bar) according to the experiment. Wilcoxon tests, 7' 0.05p<0.1,

#p<0.05.

Conclusion

The order reversal appeared to increase the locomotor activity of the mares used to be fed first,

suggesting a potential impact of the waiting time on anticipatory behaviours.

e Experiment 3: Impact of predictability of food distribution on

anticipatory behaviour

Procedure

In order to study the impact of an unpredictable feeding schedule time on the horses’
anticipation, we exposed the mares to different feeding times randomly assigned for each day
during two successive weeks (E3W1, E3W2) (see Fig.1). The five following feeding times were
applied depending on the staff members’ constraints: the former routine hour (i.e. 14:30), three

hours preceding (i.e. 11:30; 11:50; 13:30) and one hour succeeding (i.e. 15:30) the original
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routine feeding time, making in all cases the feeding time unpredictable. The distribution order
was unchanged compared to the first “routine’ experiment (i.e. from the mare M1 to the mare
M10). This third experiment was conducted after one week of break (i.e. mares were kept
outdoors in their familiar pasture without any additional treatment) and after two weeks
following the scheme of the first experiment (two preliminary weeks, P2 and P3; see Fig.1).
Thus, the mares got used again to both the initial feeding schedule and order of distribution and

thus had expectation about the feeding time prior to starting to change on a daily basis.

Results

We found that setting up an unpredictable feeding time schedule after seven weeks of regular
feeding routine had an impact on the mares’ locomotor activity. Indeed, the peak of activity
observed previously 15 minutes within the feeding time (i.e. at 14:30) disappeared on all days
of Experiment 3. Thus, the activity recorded at 14:30 did not differ significantly anymore from
the other hours, except on Tuesday of the first week, where the feeding time was identical to
the routine one (Friedman tests and post-hoc comparisons, df=27, 43.8<y?><124.6, p>0.05)

(Fig.6).
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related to the actual feeding time (=Feeding).

Individuals’ average locomotor activity according to the actual feeding time recorded

on a) Tuesday, b) Wednesday and ¢) Thursday of the second week of Experiment 3. Hours are

Figure 6
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Conclusion

When the feeding schedule became unpredictable, the mares did not show any increase of their
locomotor activity in the 15 minutes preceding the actual feeding time. This result suggests that

the setting up of an unpredictable environment removed anticipatory behaviours.

Additionally of all these observations, we found that a change in one of the routine’s
parameter had globally an impact on the baseline activity recorded out of feeding time, i.e., [-
2h45; -1h45]. Indeed, we noted an increase of the locomotor activity baseline recorded during
experiments 2 and 3 compared to the routine one (i.e. baseline, experiment 1), but only for the
first week of each experiment (Wilcoxon tests, N=10, E2W1 and E3W1: Z=2.8, p=0.005 in

both cases; E2W2: Z=0.56, p=0.57; E3W2: Z=1.68, p=0.09). (Fig.7).

b
5000 -
5
< .QUUU-
x
Q
©
£
3000-
S b I
o a
£ ‘ |
Q 2000 -
& a
Q
>
< |
T
0- ; i v V '
baseline E2W1 E2W2 E3W1 E3W2

Figure 7: Comparison of the average routine baseline activity with the average baseline activity
recorded at the time interval [-2h45; -1h45] for each week of experiment. Wilcoxon tests,
comparison of the activity baseline recorded in experiment 1 with each activity baseline of the

other experiments’ weeks, two different letters means a significant difference.
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General conclusion

The setting up of a regular feeding schedule rapidly triggered anticipatory behaviours in the
mares in the 15 minutes preceding the feeding time, suggesting that individuals learned to
associate an environmental cue with the food distribution. Additional behavioural observations
would be necessary to confirm this suggestion and try to determine the actual trigger signal.
Moreover we showed that the waiting time during the feeding distribution appeared to be a
source of frustration for the mares since an increase of that time was associated with an increase
of their locomotor activity. However, given that on one hand the time took by the caretaker to
feed all the horses was comprised between 4 and 7 minutes and that on the other hand
accelerometers’ data were summarised in 15 minutes blocks, further behavioural analysis would
be useful to confirm the suggested pattern observed here. Finally, whether the unpredictability
of the feeding time removed anticipatory behaviours, we showed that globally changes of one
of the “routine” parameters had a negative impact on the mares’ daily behaviours since it
increased their baseline level of activity. However, it seemed that individuals rapidly got used
to each treatment given that their level of activity recorded out of feeding time returned to the
“routine” baseline level for each second week of treatment. Prolonged experimental treatment

would be interesting to evaluate whether this pattern would stabilize in time.
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Synthese de P’article 2
Question

Partant du postulat que les comportements d’anticipation d’un événement positif traduisent un état
hautement motivé de I’animal sous-tendu par I’activation du systéme de la récompense, plusieurs auteurs
proposent que ces comportements soient le reflet d’émotions positives. Si les comportements d’anticipation
ont été décrits chez plusieurs espeéces, jusqu’a présent une seule étude a tenté de les caractériser chez le
cheval. Les comportements observés lors de I’anticipation d’une ressource convoitée se traduisent
généralement par une augmentation de la locomotion, une attention accrue envers la source de 1I’éveénement
positif, mais aussi, trés souvent, par I’apparition de comportements anormaux répétés et stéréotypiques. Ces
observations posent alors question quant a la prise en compte des comportements observés lors de cette
phase comme indicateur d’émotions positives.

Méthodes

Dix-neuf chevaux d’un centre équestre ont ¢été observés lors de deux sessions (i.e. matin et soir)
d’anticipation des repas de concentrés. Contrairement au soir, une portion de foin était délivrée le matin 30
minutes avant la distribution des concentrés. Tous les comportements exprimés dans les 30 secondes suivant
I’apparition du signal (i.e. arrivée du soigneur dans la piece de stockage des aliments) et les 30 secondes
précédent la distribution de nourriture de chaque individu ont été particuliecrement analysés. En parallele,
une évaluation de 1’état de bien-étre des individus a été réalisée, en dehors des phases d’anticipation, en
mesurant des indicateurs comportementaux (e.g. taux de stéréotypies) et posturaux (e.g. position des oreilles
en alimentation) validés.

Résultats

Lors de la phase d’anticipation, les individus ont été principalement observés avec une attention visuelle
vers le couloir et en alimentation (foin). Conformément a la littérature, des comportements plus rares ont été
¢galement observés tels que des comportements d’excitation/frustration ou encore des comportements
stéréotypiques. Une augmentation des comportements d’excitation/frustration et comportements anormaux,
ainsi que de I’attention envers la nourriture, a été décelée dans les 30 secondes précédant la distribution
effective de nourriture. De plus, une augmentation de ces comportements a été mise en évidence lors de la
session du soir en comparaison a celle du matin. Le rang de distribution a eu aussi un impact sur les
comportements observés : le soir, plus les chevaux étaient servis tard, plus ils exprimaient un €état interne
négatif. Une corrélation positive a ét€ observée entre le temps passé dans I’établissement et le temps passé
avec une attention visuelle vers le couloir, téte dehors, et le temps passé en locomotion lors de I’anticipation.
Enfin de nombreuses corrélations ont été établies entre 1’état de bien-étre et les comportements observés en
anticipation, particulierement le matin. Globalement, plus 1’état de bien-étre était altéré, plus les chevaux
ont exprimé des comportements d’excitation/frustration et comportements anormaux, associé€s a un temps
pass€ majoritairement les oreilles en arriere.

Conclusion

La phase d’anticipation s’est caractérisée par 1’apparition de comportements rares pouvant traduire de la
frustration, d’autant plus a I’approche de la distribution effective du repas. La présence, ou non, de foin est
apparue importante sur I’expression de ces comportements. Il semblerait que I’augmentation d’épisodes
d’anticipation augmente la sensibilité des individus a exprimer des comportements de frustration une fois
exposés a une ressource convoitée. Enfin, plus 1’état de bien-étre était altéré, plus les chevaux ont montré
des comportements typiques de I’anticipation. L’ensemble de ces résultats semblent suggérer que les
comportements d’anticipation ne constituent pas un indicateur fiable d’émotions positives.
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MATERIAL AND METHODS

Ethical note

The study was carried out in 2017 in accordance with the European Parliament and the
European Union Council directive 2010/63/UE relative to the protection of animals used for
scientific purposes and complied with the current French laws related to animal experimentation
(decree n°2013-118 of 1 February 2013 and its five implementation orders (JO of 7 February
2013), integrated in the Code rural and the Code of the maritime fishing under n° R. 214-87 a
R.214-137). Being only observational, our study did not require any further ethical
authorization. The private owner of the riding school allowed our research to be conducted on

his site. Animal husbandry and care were under the management of the riding school staff.

Subjects & management conditions

Nineteen horses (14 geldings and 5 mares), aged 4 to 15 years (X+se=10.5+3), from different
breeds (Thoroughbreds: 25%, French Saddlebreds: 15%, and unregistered animals) living in a
French riding school in Brittany were studied. All animals had been in the same facility and
under the same conditions for at least one year (1 to 6 years). Horses were kept in a barn, in
straw bedded 3.40m x 3.30m individual stalls, with door openings and grids in the wall allowing
some contacts (e.g. olfactory, visual, tactile) with conspecifics. Each day, they were fed
concentrates twice (at 9:30am and 6:00pm) and hay (6-7kg) once (at 9:00am). Hay was laid
directly on the ground whereas pellets were dropped off in troughs located at one of the frontal
corners of each stall. All horses went out to paddocks (with grass) one to four hours per day,
with variable social partners. They were also used for riding lessons with typical English riding
style (riders from beginners to experienced) 4—12 hours per week under the supervision of a

riding teacher.
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Data collection & analysis

Observations of anticipatory behaviours

Anticipatory behaviours have been recorded before two concentrate meals, one in the morning
(N=19) (i.e. 9:30) and one in the evening (N=17) (i.e. 18:00). Among the different stimuli
present around feeding time, the entrance of the caretaker into the room where the concentrates
are stored constituted the main cue signalling the arrival of food. Preliminary observations
showed that the arrival of the caretaker into the feeding room triggered an increase of activity
in horses, thus we considered this cue as a signal of the arrival of food highly predictable for
the horses. In order to record the anticipatory behaviours, video surveillance cameras (Axis®
M1065-L Fixed Network Camera) were placed in front of each stall, so that the whole inside
of the stalls was visible, and horses were videotaped from the appearance of the signal until

feeding.
Behavioural analysis

The behavioural transcription of the video recordings was made by a single experimenter (C.L.)
blind of the welfare assessment, using the Behavioral Observation Research Interactive

Software (BORIS v6.3.6, a free and open source software, DOI: 10.1111/2041-210X.12584),

following the “all occurrences” method (Altmann 1974). All expressions as well as the duration

of each behaviour were recorded.

The following behavioural categories were recorded: Foraging; Maintenance; Locomotion;
Observation of the environment; Exploration of the environment; Looking towards the back of
the stall; Visual attention; Threats; Excitement/frustration behaviours; Licking the lips /

Chewing; Abnormal repetitive behaviours; Vocalizations (see Table 1).
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Some postural elements were also measured:

-Ears position: backwards, forwards, sidewards (see also Stomp et al. 2018).

-Orientation in the stall: towards a wall, towards the back, towards the door.

-Head position: inside or outside the stall.

Table 1: Behaviours recorded during the study.

Behavioural category Description
Foraging Eating the straw, the hay
Maintenance Urination, Defecation, Scratching

Movement of the horse in the stall, excluding the stereotypic “box walking” (i.e.
Locomotion
repetitive tracing a route within the stall).

Observation of the corridor in a calm quiet attitude (i.e. standing motionless with the
Observation of the
neck horizontal or slightly elevated, ears and neck mobile, and slowly scanning the

environment
environment by moving the head laterally)
Exploration of the Smelling the bars, Extension of the head and neck towards an object of the
environment environment
Looking towards the
Turning the neck and head to look at the back of the stall or at the window
back of the stall

-Towards food: Looking at the trough or at the food, Sniffing the trough, Looking at

the caretaker carrying the food.
Visual attention

-Towards the corridor: Sustained attention towards the corridor, ears pointed

forwards with the head and neck in an elevated position
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Threats

Threatening humans or congeners, Aimless threats

Excitement/Frustration

Lateral shaking of the head (not repetitive), Pawing, Startling

Abnormal repetitive

behaviours
Licking the lips / Licking the lips
Chewing Chewing
Stereotypic &

Tongue movement, weaving, head shaking/nodding

behaviours (SB/ARB)
-Nicker: Low/medium amplitude call given with the mouth shut but the nostrils
extended, commonly heard in specific social context (e.g. close greeting between a
mother and her young, stallion meeting an oestral mare or stable mates) (Kiley 1972)
Vocalizations

-Whinnies: High amplitude call characteristic of isolation from conspecifics,
particularly social partners, (e.g. stable mates, an oestral mare from the stallion, or

mother from young) (Kiley 1972)

The first horses to be fed were housed close (i.e. 10m) to the storage room and fed 30 seconds

in average after the caretaker arrival. Thus, for each horse, we analysed the first 30 seconds

following the caretaker entrance in the room (i.e. post signal period, PS) and the last 30 seconds

before the food distribution into the trough of the focal horse (i.e. pre meal period, PM),

resulting in Imin analysis in total. For the horses fed 30s after the signal (N=3), the video

recording was considered as PM only. Hay was provided 30 minutes before the concentrate

meals in the morning, while there was little or no hay remaining in the evening. Therefore,

morning and evening sessions were analysed separately.
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Behavioural data were analysed as the total number of each behaviour displayed per time period
(PS and PM) (i.e. number of occurrences per 30s), as well as the total percentage of time over
the entire time period considered. Postural data were analysed as the total time spent in the

different positions as well as the total number of position changes.

Considering that less abnormal repetitive behaviours were observed before meal time when all
the horses were fed simultaneously with an automatic feeder (Fureix et al. 2011a), we attributed
a feeding rank per horse according to the order of distribution followed by the caretaker. Thus

the horses’ anticipatory behaviours were additionally analysed according to their feeding rank.
Welfare assessment & data analysis

Welfare assessment was similar to that used by Stomp et al (2018) and was based on an array
of validated behavioural (i.e. abnormal repetitive behaviours and aggressiveness towards
humans) and postural (i.e. ears position while eating and orientation towards a full wall of the
stall) indicators. All observations and tests were performed by one trained experimenter (M.S.)
during week days and most of the time during quiet hours (i.e. outside teaching activities). Two

weeks were required to conclude all the observations.

e Stereotypic behaviour (SB) and other abnormal repetitive behaviour (ARB) (see Table

2)
Stereotypic behaviour (defined as ‘repetitive behaviour induced by frustration, repeated
attempts to cope and/or brain dysfunction’; Mason et al. 2007) and other abnormal repetitive
behaviours are known in horses to increase with inappropriate living conditions (e.g. Mills
2005) and chronic stress (Mason and Rushen 2006) in horses. Six sessions of 10-min
observation (i.e. 60 min in total per horse) were performed when horses were in their home

stall. Observations were made during three time periods (twice for each time period): morning
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([10:00-12:00]), afternoon ([14:00-17:00]) and 30 min before the evening meals (i.e. [17:30-

18:00]) (favourable for observing abnormal repetitive movements (e.g. Mills 2005; Fureix et

al. 2011a; Lesimple and Hausberger 2014). The sampling was on an all-occurrence basis (e.g.

Hafez 1962; Visser et al. 2008), with half of the horses being observed simultaneously, which

means that the behaviours concerned were scored each time they occurred together with the

horse identity.

Data recorded were the number (per hour) of stereotypic behaviours and other abnormal

repetitive behaviours displayed by each individual.

Table 2: Type, classification and description of recorded abnormal repetitive behaviours,

from Mills (2005).

SB/ARB behavioural description Type
head tossing / nodding: vertical movements of head and neck motor
striking with forelimb: the horse hits the door or wall with one of its forelegs motor
box walking: repetitive tracing a route within the stable motor
head movements (other than head tossing / nodding): movement of the head motor
lips shivering : shivering of the lower lip motor
repetitive displacement of the saddle support on the stall's door motor
cribbing / windsucking: the horse grasps a fixed object with its incisors, pulls backwards and oral
draws air into its oesophagus

tongue movements: movements of tongue, inside or outside the mouth oral
repetitive biting: biting of the same object in its environment (except the trough) oral
repetitive licking: licking of the same object in its environment (except the trough) oral

¢ Human-directed aggressiveness during human-horse relationship tests

Aggressiveness in horses is indicative of a negative chronic state often resulting from

discomfort or pain for example (Fureix et al. 2010b, 2012a) and it is used in a variety of welfare

and pain scales (e.g. Ashley et al. 2005; reviewed in Hausberger et al. 2016). Social isolation
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has been shown to lead to aggressive behaviours towards human, while working for instance
(Rivera et al. 2002). In order to test individual aggressiveness, horses were submitted in their
home stalls to three standardized human-animal relationship tests (e.g. Hausberger et al. 2008;
Fureix et al. 2009) performed in the following order: a sudden approach test, repeated on five
occasions (e.g. Hausberger and Muller 2002; Rochais et al. 2018a), a motionless person test
(e.g. Henry et al. 2006) and an approach-contact test (e.g. Henry et al. 2005). Data recorded
were the total number of agonistic behaviours (including ears laid back, threats and attempts to

bite) displayed by horses during the three tests (as in Fureix et al. 2009; Henry et al. 2017).

e Ear backwards position while feeding in stall
Ear pointing backwards is associated with negative emotional states in horses, including pain
(e.g. Ashley et al. 2005; for a review: Hausberger et al. 2016) or agonistic interactions (e.g.
Waring 2003). Observations were made in the stables in calm conditions (outside pellets meal
times, day off, 2 to 5 pm, no wind). In order to have homogeneous conditions, the observer
recorded ears positions only if the horse did not show any reaction (i.e. no change in behaviour)
when she was observing, and in a single context: the horse had to be foraging on hay or straw
or grass, head down as it has been shown to be a reliable context for assessing welfare (Fureix
etal. 2010a; Lesimple et al. 2016; Henry et al. 2017). Four ears position were defined: forwards,
backwards, sidewards and asymmetrical (for more details see: e.g. Lesimple et al. 2016). Ears
position while feeding were scored using an instantaneous scan sampling method (Altmann
1974) with a scan every 2 minutes for 30 minutes (i.e. a total of 16 scans). Two sessions, one
in the morning, one in the afternoon, were conducted per individual during two consecutive
days during quiet hours where all the horses were eating, leading to a total of 64 scans per horse.

The percentages of scans including backwards ear position were calculated for each horse.
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e Orientation in the stall
The orientation towards the wall in the stall has been shown to reflect a lack of interest towards
the environment and has been associated with potential health (e.g. anaemia) problems
(Hausberger et al. 2016) while observation of the environment is more related to “positive”
welfare (Rochais et al. 2016a). The horse's orientation in their home stalls was noted using
instantaneous scan sampling method (Altmann 1974) for 30 minutes with 2-min intervals (i.e.
a total of 16 scans), outside feeding time, as follows: towards either a full wall (back wall,
partitions) or outside (window or door top). Two sessions, one in the morning, one in the
afternoon, were conducted per horse during two consecutive days (a total of 64 scans per horse).
The percentages of scans including an orientation towards a full outside feeding time wall was

calculated.

e Opverall welfare assessment
We calculated for each horse a total chronic stress score (TCSS), adapted from Hausberger et
al. (2012)' and Henry et al (2017)'s studies, reflecting how much the chronic welfare state was
altered (see also Stomp et al. 2018). TCSS calculation consisted in ranking the horses according
to 1) the number of human-directed aggressive responses during the three human-horse
relationships tests, 2) the number of abnormal repetitive behaviours (including stereotypies)
displayed in an hour, 3) the percentage of scans spent with ears backwards while feeding, and
4) the percentage of scans spent facing the wall outside feeding times. For all of variables, the
higher the value, the poorer the welfare state and the higher the rank attributed to the horse was.
TCSS was then computed by summing for each horse the four calculated ranks, so that at the

end, the poorer the welfare of the horse, the higher its TCSS.
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Statistical analyses

As data were not normally distributed, we used nonparametric statistical tests (Siegel and
Castellan 1988).

The differences between the observation periods (PS vs PM) and the meal time (morning vs
afternoon) were assessed using Wilcoxon tests. Mann Whitney tests were conducted in order to
test the sex effect on anticipatory behaviours. Spearman correlations were used to test the
relationships between the anticipatory behaviour and the horses’ 1) feeding rank, 2) age, 3) time
spent in the facility and 4) welfare state. Given that races were too diverse, we did not test the

impact of this intrinsic parameter.

All statistical analyses have been conducted using R software 3.3.1 (alpha threshold set at 0.05).

RESULTS

1) Anticipatory behaviours

Both in the morning (M) and the evening (E) sessions, classical behaviours were observed:
forage (Nm=11, Ng=5), moving inside the box (Nm=5, Ng=7), exploring the environment (e.g.
smelling the bars) (Nm=7, Ng=4), quiet observation of the environment (mostly the corridor)
(Nm=9, Ne=11) and maintenance patterns (e.g. urinating, scratching) (Nm=4, Ng=3). Horses
also expressed behaviours related to the food arrival (e.g. looking at the caretaker, looking at
the wheelbarrow, looking at and smelling the through) (Nm=9, Ng=11), or related to a high
emotional context: excitement behaviours (e.g. whinnies, startles, pawing, swishing tail)
(Nm=7, Ng=7), stereotypic/abnormal repetitive behaviours (e.g. weaving, head and lips
movements) (Nm=4, Ng=6), chewing (Nm=7, Ng=38), licking lips (Nm=6, Ng=2), nickers (Nm=9,

Ng=12), threats (Nm=4, Ng=2). Some horses were also seen having looks at the back of the stall
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(Nm=5, Ng=5), and facing a wall (i.e. the head stuck against the wall) (Nm=2, Ng=2). It is to

note that two horses were seen resting in the evening, but not in the morning.

Before the morning meal, horses spent most of their time with visual attention towards the
corridor (X+se:22.3+4.5%), foraging on hay (X+se:20.77+6.4%) or observing the environment
(X+se:19.78+6.4%). Less than 10% of time was dedicated to the attention towards food (X=+se:
9.8 £3.77%) and rare behaviours such as Threats, Nickers, Excitement behaviours, Licking the
lips and Chewing (X#se: 9.5+2.5%). Around 5% of the time was spent looking at the back of
the stall (X+se: 5.6+2.2%) and facing a wall (X+se: 5.4+4%) and smaller amount of time was
dedicated to maintenance behaviours (3.1£2.3%) and moving (2.9+1.2%). Stereotypic and
abnormal behaviours represented only 0.8+0.6% of the horses’ time (Fig.1).

Before the evening meal, horses spent as well most of their time paying attention to the corridor
(X#se: 27.36+5.5%) and observing the environment (X+se: 24.6+5.9%). Around 20% of the
time was divided between foraging activity (X+se: 11.745.1) and attention towards food (X+se:
11.7£2.2%). Smaller amounts of time (<5%) were dedicated to looking at the back of the stall
(X+se: 5.242.6%), moving (X+se: 3.5+1.6%), facing a wall (X+se: 3.3%1.7%) and maintenance
behaviours (X+se: 2.6+1.6%). Finally, horses were observed less than 1% of the time exploring
their environment (X#se: 0.6+0.6%). Stereotypic and abnormal repetitive behaviours

represented 2.1+2.3% of the horses’ time (Fig.1).
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Morning session Evening session
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Figure 1: Average time budgets recorded over the entire anticipation phase according to
the session: morning (on the left) or evening (on the right).

2) Factors of influence

2.1 Extrinsic factors

Time of the day

Globally horses were more attentive to the food (V=0, p=0.0003), looked more often at the back
of the stall (V=0, p=0.006) and produced more nickers (V=8.5, p=0.0005) in the evening
compared to the morning. Moreover, an increase of the excitation was observed in the evening
as horses exhibited more changes of orientation in the stall (V=69.5, p=0.022) and head position
(V=28.5, p=0.04), expressed significantly more excitation/frustration (Wilcoxon test, N=13,

V=13, p=0.02) and SB/ARB (V=L1.5, p=0.02) (Fig.2).

In the post-signal period, horses changed more often their orientation in their stall (Wilcoxon

test, N=13, V=3, p=0.003), but expressed less changes in ears position (V=78, p=0.002) in the
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evening. Moreover, in the pre-meal period, horses exhibited more abnormal behaviours in the

evening compared to the morning (Wilcoxon test, N=15, V=0, p=0.03).

kkok
% ok I * % *
I I : I
— ﬁ — —_— .
Looking towards the  Attention to the food Nicker Excitation/Frustration Abnormal Behaviour Changesin orientation Changesin head
back of the stall in the stall position

W Morning Evening

Figure 2: Number of behaviours occurrences according to the time of the day. Wilcoxon
tests, T 0.05<p<0.1, *p<0.05, **p<0.01, **#p<0.001.

Temporal “distance” from meal

During the morning session, horses looked more towards the back of the stall (Wilcoxon test,
N=13, V=0, p=0.05), were more attentive to the food (V=0, p=0.01), produced more nickers
(V=1.5, p=0.02) and changed significantly more often of orientation in the stall (V=0, p=0.001)
during the pre-meal period (i.e. within the 30s before feeding) than the post-signal one (i.e.

within the 30s after the caretaker entered in the room) (Fig.3A).

Similar results were observed in the evening with again a significant increase of attention
towards the food (Wilcoxon test, N=13, V=0, p=0.005), of nickers production (V=3.5, p=0.009)
and of gazes towards the back of the stall (V=0, p=0.05) during the last 30s of anticipation
compared to the first 30s after the signal appearance. But additionally, in the evening, horses

exhibited more excitation behaviours (V=1, p=0.03), ears (V=2.5, p=0.01) as well as head
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position changes (V=60.5, p=0.01) and tended to exhibit more abnormal behaviours (V=0,

p=0.05) during the pre-meal than the post-signal period of anticipation (Fig.3B).
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Figure 3: Number of behaviours occurrences (X+se) recorded during (A) the morning
and (B) the evening according to the anticipation phase, PS=post-signal, PM=pre-meal.
Wilcoxon tests, T 0.05<p<0.1, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Feeding rank

Globally in the morning, feeding rank was negatively correlated to the number of movements
in the stall (Spearman correlation, N=14, r=-0.52, p=0.05) and the frequency of maintenance

behaviours (r=-0.63, p=0.01). Furthermore, more specifically in the PS period, the higher the
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feeding rank (i.e. the later they received food), the less time they spent with ears backwards (r=-
0.55, p=0.04) and body orientation towards the wall (r=-0.59, p=0.02), and the less they
exhibited ears position changes (r=-0.57, p=0.03) and stall orientation changes (r=-0.62,

p=0.01).

In the evening, the latest the horses were fed, the more they explored the environment
(Spearman correlation, N=13, r=0.60, p=0.02), spent time oriented towards the back of the stall
(r=0.53, p=0.04), spent time with ears backwards (r=0.84, p=0.0001) and expressed ears
position changes (r=0.64, p=0.01). Besides, during the PS period we noted that the more horses
were fed late, the more they observed the corridor (r=0.56, p=0.03) and the less they ate straw
(r=-0.52, p=0.05). Considering the PM period only, we saw that horses fed later spent more

time oriented towards the back of the stall (r=0.6, p=0.01).

2.2 Horses’ characteristics

Age, Time spent in the facility

No sex effect was highlighted in regards to the behaviours exhibited during anticipation (Mann

Whitney test, Ngeldingzlo, Nmares:4, 'O.7<Z<O.8, p>0.05).

No correlation has been found in regards to the horses’ age with the expression of anticipatory

behaviours (Spearman correlations, N=14, 0.1<p<0.9).

However, in the morning we highlighted positive correlations between the time spent in the
facility and the time spent in visual attention towards the corridor (Spearman correlation, N=14,
r=0.62, p=0.01) and the time spent with the head outside (r=0.59, p=0.02) during anticipation.
In contrast we found a negative correlation between the time spent in the facility and the time

spent with the head inside the stall (r=-0.57, p=0.03) during anticipation.
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In the evening, there was a positive correlation between the time spent in the facility and the

number of movements in stall (Spearman correlation, N=14, r=0.54, p=0.04).

Welfare state

There were clear relationships between the chronic welfare state and the behaviours expressed

during anticipation. Thus, globally in the morning, there were positive correlations between:

-the TCSS and the prevalence of abnormal behaviours (Spearman correlation, N=14, r=0.56,
p=0.04), the number of movements in stall (r=0.59, p=0.03) and the number of nickers produced
(r=0.6, p=0.02), the time spent with ears backwards (r=0.61, p=0.02), the time spent oriented
towards the back of the stall (r=0.61, p=0.02) and the number of head position changes (r=0.63,

p=0.02) during anticipation.

-the frequency of stereotypic and abnormal repetitive behaviours recorded outside feeding time
and the number of nickers produced (r=0.55, p=0.04), the time spent with ears backwards (r=

0.68, p=0.01) and the number of head position changes (r=0.57, p=0.03) during anticipation.

-the number of aggressive behaviours during human-horse relationship tests and the number of
movements in stall (r=0.71, p=0.004), the time spent oriented towards the back of the stall

(r=0.59, p=0.03) during anticipation.

-the time with ears backwards in pasture and the number of abnormal repetitive behaviours
r=0.66, p=0.01), the number of movements in stall (r=0.58 p=0.03), the number of gazes
towards the back of the stall (r=0.63, p=0.02) and the time spent oriented towards a wall (r=0.67,

p=0.01) and towards the back of the stall (r=0.76, p=0.001) during anticipation.

Moreover, we highlighted negative correlations between:
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-the frequency of stereotypic and abnormal repetitive behaviours recorded outside feeding time

and the time spent with the head inside the stall (r=-0.61, p=0.02) during anticipation.

-the number of aggressive behaviours during human-horse relationship tests and the time spent

eating straw (r=-0.58, p=0.03) during anticipation.

In the evening, there were positive correlations between:

-the TCSS and the number of gazes towards the back in the stall during anticipation (Spearman

correlation, N=13, r=0.64, p=0.02).

-the time spent with ears backwards in pasture and the number of gazes towards the back of the
stall (r=0.63, p=0.02) and the number of abnormal repetitive behaviours (r=0.62, p=0.02) during

anticipation.

Finally, there were negative correlations between:

-the number of aggressive behaviours towards a human and the number of ears position changes

during anticipation (r=-0.57, p=0.04).

-the time spent time with ears backwards in stall and the time spent eating straw during

anticipation (r=-0.55, p=0.04).

CONCLUSION

In this study we showed that the time budget observed during anticipation was quite different
to the usual one observed outside feeding time. Indeed, during anticipation, horses have spent
around 20% of the time eating hay in the morning, even when an important portion of hay was
provided, and only 11% in the evening while they have been shown to usually dedicate between

20% and 50% of time to this activity in stall (e.g. Rochais et al. 2018a). Moreover, we showed
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that the anticipation phase was associated with the high expression of rare behaviours reflecting
a negative internal state including excitement/frustration behaviours and abnormal repetitive
behaviours, as already observed in different studies (e.g. Nicol 1999; Cooper and McGreevy
2007; Fureix et al. 2011a) and this was particularly true during the last 30 seconds before meal.
Moreover, similarly to the results found in the literature, we observed that horses spent the
majority of the time attentive to the corridor during anticipation (Peters et al. 2012) while they
spent less time in quiet observation. Indeed, the time spent observing the environment was
identical to the one usually recorded in the literature outside feeding time (i.e. around 21%)

(e.g. Rochais et al. 2016a).

Moreover we found that the horses exhibited more excitement/frustration behaviours, postural
changes as well as more abnormal repetitive behaviours in the evening compared to the
morning. This supports the result found by Fureix et al. (2011a) who suggested that this
difference could be explained by the hay availability in stall. Indeed, as in the present study,
only one hay portion was provided in the morning, thus increasing the horses’ frustration in the
afternoon. However, this difference could be explained as well by the time of the day and the
time since the last meal. Further researches need to be conducted in order to test the real impact

of hay availability on anticipatory behaviours.

If no correlation was found between anticipatory behaviours and the age of the horses, we
showed however that the longer horses had been living in the facility, the more they were
attentive to the corridor, head outside, and the more they moved in the stall during anticipation.
This result suggests that the accumulation of anticipation bouts increased the horses’
anticipatory arousal before meals, contrary to the hypothesis suggested by Spruijt et al (2001)
who proposed that the more animals are exposed to reward opportunities (i.e. anticipation

bouts), the less they would show a vigorous behavioural responses to obtain a reward.
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Finally, we showed for the first time in horses that the individuals’ welfare state was correlated
to their anticipatory activity. Indeed, the more horses’ welfare state was altered, the more horses
expressed typical anticipatory behaviours. This suggests that horses showing an alteration of
the chronic state, due to sub optimal living conditions, were probably more prone to express

frustration when exposed to food anticipation.
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DISCUSSION

Jusqu’alors, une seule étude avait ¢ét€ conduite au sujet des comportements
d’anticipation chez le cheval (Peters et al., 2012). Si des convergences avec cette étude ont pu
étre établies, d’autres observations issues de notre recherche en revanche divergent. Nos
travaux, combinant a la fois des observations en conditions réelles et des expérimentations,
nous ont permis tout d’abord de montrer que les comportements d’anticipation se mettaient en
place trés rapidement a la suite de I’implantation d’une routine alimentaire. Cette anticipation
s’est caractérisée par une augmentation nette de 1’activité locomotrice des individus, modulée
par la rythmicité des repas. Effectivement, nous avons pu observer qu’une mise en place
d’horaires imprédictibles de nourrissage engendrait une disparition de ce rythme calqué sur la
distribution du repas. Par ailleurs, nous avons pu noter que cette modification temporelle
semblait avoir un impact négatif sur les individus puisqu’une augmentation globale de 1’activité
en dehors des repas a pu étre observée. Cependant, un retour au niveau d’activité habituel s’est
opéré en deuxieme semaine d’expérience, suggérant peut-€tre une habituation sur le plus long

terme.

Ensuite, nos travaux ont permis de caractériser ces changements comportementaux exprimés
lors de ’anticipation alimentaire. Ainsi, dans le contexte de 1’étude, 1’activité anticipatoire des
chevaux était caractérisée par une augmentation de ’activité locomotrice, une attention accrue
vers la source d’alimentation mais aussi des comportements d’excitation et des comportements
anormaux répétés, ces derniers €tant plutdt caractéristiques de la frustration que du plaisir. Il
est possible que ceci soit li€é pour partie aux conditions de vie appauvries, impliquant
notamment une restriction des ressources alimentaires et une alimentation non continue. En
effet, une augmentation des comportements d’anticipation a été remarquée lors du repas du soir,
lorsque la portion de foin distribuée le matin avait déja ét€ consommée par les chevaux. Surtout,

notre étude a permis de démontrer pour la premiere fois chez le cheval que les comportements
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exprimés pendant 1’anticipation différaient selon 1’état de bien-étre des individus : plus I’état
de bien-étre des chevaux était altéré, plus les individus exprimaient des comportements de forte

excitation et des comportements anormaux.

A travers ces études, nous avons pu mettre en évidence que les chevaux montrent des
capacités d’apprentissage trés rapides puisque un pic d’activité locomotrice a été enregistré
dans les 15 minutes précédant le nourrissage, et ce des la premiere semaine de notre étude
expérimentale. Si ces résultats semblent confirmer les capacités d’apprentissage associatif
démontrées chez les chevaux (Cooper et al., 2005; Nicol, 2005), il est en revanche difficile ici
de conclure quant a la nature des déclencheurs des comportements d’anticipation. En effet, dans
notre étude les accéléromeétres ayant une précision de 15 minutes et I’arrivée du soigneur ayant
lieu dans les 3 minutes précédant le nourrissage, nous n’étions pas en mesure de confirmer que
le début de I’anticipation soit apparu exactement a ’arrivée du soigneur. Des analyses plus
précises des comportements sont actuellement en cours et nous permettront de définir si
I’anticipation est réellement signalée ou plutdt temporelle. Dans le deuxieme cas, des

modifications comportementales devraient déja apparaitre avant I’apparition du signal.

L’état émotionnel des chevaux lors de I’anticipation d’un événement positif, ici de la
nourriture a forte appétence, s’est caractérisé par une forte excitation traduite par un pic
important d’activité. Effectivement, 1’activité enregistrée dans les 15 minutes précédant la
distribution de concentrés était significativement différente de ’activité basale des individus
hors nourrissage. Par ailleurs, nos observations en centre équestre ont mis en évidence une
augmentation particuliérement importante des comportements d’excitation et de
comportements anormaux répétés dans les 30 secondes précédant la distribution. De la méme
facon, une augmentation de la production de nickers a été observée. Ceci est d’autant plus vrai
lorsque peu de foin était encore disponible dans le box. Aussi, nous avons pu noter une mobilité

importante des oreilles et un grand nombre de mouvements d’entrée et de sortie de la téte entre
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I’intérieur et I’extérieur du box dans cette situation. Les comportements exprimés ici reflétent
plutdt des états négatifs (comportements stéréotypiques et de frustration comme le pawing)
(Mills, 2005; Odberg, 1973), tels que ceux déja observés dans 1’étude de Peters et al. (2012).
La frustration se définit comme un état motivationnel aversif qui résulte, dans un contexte
connu de récompense, de I’absence d’une récompense attendue, de sa réduction ou de son retard
(Amsel, 1992). Odberg (1978) ainsi que Fureix et al. (2011a) ont suggéré que ’émergence de
stéréotypies pourrait €tre liée a la frustration. Le stress peut, par ailleurs, sensibiliser le systeme
dopaminergique qui, en interaction avec le systeme des opioides, va entrainer une
« exagération » des réponses comportementales face a un événement positif et conduire a
I’expression de stéréotypies (Spruijt et al., 2001; Spruijt and van den Bos, 2008; Tidey et
Miczek, 1997). Ainsi, nous pouvons suggérer qu'un temps d’attente prolongé lors de la
distribution de concentrés provoque un certain stress mélé a de la frustration chez les individus
en attente. Il semblerait, de ce fait, qu’un certain amalgame soit réalisé concernant 1’utilisation
du terme de « récompense » dans un contexte d’anticipation. Dans la plupart des études menées
sur les comportements d’anticipation d’un évenement positif, la procédure expérimentale
utilisée implique une durée de plusieurs minutes entre la diffusion du signal et la
« récompense ». Or, une procédure de conditionnement classique consiste a délivrer une
récompense a 1’animal dans les premieres secondes suivant I’expression du comportement
attendu (e.g. Rochais et al., 2014; Sankey et al., 2010b). On pourrait alors penser que, si les
comportements d’anticipation exprimés dans les quelques secondes suivant la diffusion du
signal pourraient réellement refléter un état émotionnel positif, il se pourrait également que cet
état et les comportements qui le caractérisent évoluent ensuite vers des émotions plus négatives.
Une ¢tude, testant ’impact d’un systéme de distribution automatique et simultanée de

nourriture pour tous les chevaux, a effectivement montré que, contrairement a un systeme de
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distribution manuelle classique, aucune augmentation des comportements stéréotypiques n’a eu

lieu avant la distribution automatique (Fureix et al., 2011a).

Ainsi, on pourrait penser qu’un état de frustration dans cette situation résulte d’une part, de
I’augmentation du temps d’attente de la « récompense » et d’autre part, du fait de voir d’autres
congéneres Etre servis avant soi. Au cours d’une étude testant I’impact d’une distribution plus
fréquente des repas sur le comportement des chevaux, Cooper et al. (2005) ont également mis
en évidence une augmentation des comportements anormaux répétés chez les individus pouvant
voir leurs congénéres nourris d’un repas supplémentaire, sans étre eux-mémes nourris
également. Dans notre étude observationnelle, la corrélation positive établie entre le temps
passé oreilles en arriere et le rang de nourrissage lors de la session d’anticipation du soir semble
confirmer ce postulat. Les chevaux servis en dernier montraient par ailleurs une attention plus
prononcée vers la source de la récompense et mangeaient moins de foin en période post-signal,
puis passaient plus de temps orientés vers le fond du box en période de pré-repas que les
chevaux servis en premier. L’orientation vers le fond du box peut étre assimilée ici & un
détournement de la source de stress, comme cela a déja été observé chez des individus en stress
chronique (Blois-Heulin et al., 2015; Fureix et al., 2009). Nous avons pu observer par ailleurs
au cours de notre étude expérimentale que I’inversion de l’ordre de distribution a
significativement impacté 1’activité anticipatoire — en [’augmentant - des cinq juments
habituellement servies en premieres. Globalement, et ce malgré un consensus relatif dans la
littérature sur ’anticipation comme reflet d’un état positif (et de bien-étre) (e.g. Spruijt et al.,
2001; van der Harst et al., 2005), nos données suggerent qu’en réalité ces comportements

apparaissent ambigus et seraient davantage synonymes d’un état émotionnel négatif.

Une certaine ambiguité persiste en effet concernant 1’analyse de cette situation d’anticipation
puisque des nickers, généralement associés a des situations positives chez le cheval (e.g.

excitation a la vue d’une jument en cestrus chez 1’étalon, réunion entre une mere et son jeune,
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interactions affiliatives) (chevaux domestiques : Kiley, 1972; Waring, 2003; chevaux de
Przewalski : Maigrot et al., 2017), ont par ailleurs été aussi émis. Cependant, il est intéressant
de noter que les nickers sont avant tout associés a la situation d’anticipation alimentaire dans la
littérature, assumée positive par les auteurs sans I’avoir réellement testée (e.g. Maigrot et al.,
2017). Par ailleurs, des observations de cette production vocale ont été réalisées également dans
des contextes de frustration (e.g. nourriture visible mais non atteignable ; Kiley, 1972) ou de
stress (e.g. chez une mere lors de la survenue d’un danger potentiellement menagant pour son

jeune ; Waring, 2003). Aux termes de nos travaux, ce signal acoustique apparait alors ambigu.

Plusieurs auteurs proposent que I’intensit¢é des comportements d’anticipation soit
modulée par la fréquence des expériences positives et négatives vécues par I’individu et donc
constitue un bon moyen de mesurer leur état de bien-€tre (Spruijt et al., 2001; Watters, 2014).
Ces auteurs, considérant que les comportements d’anticipation soient eux-mémes
intrinséquement récompensant pour l’animal, avancent qu'une exposition récurrente des
individus a des épisodes d’anticipation constituerait par ailleurs un moyen de favoriser un état
de bien-€tre (van der Harst et al., 2005; van der Harst and Spruijt, 2007; Watters, 2014). Ils
supposent en effet qu’une augmentation de sensibilité a la récompense, induite par des
conditions de vie sous optimales, constituerait une réponse adaptative permettant a I’organisme
de remplir ses besoins et de maintenir 1’équilibre entre les expériences positives et négatives
(van der Harst and Spruijt, 2007). A ’inverse de ces hypothéses, nos résultats indiquent qu’une
augmentation des épisodes d’anticipation (traduite par le temps passé dans 1’établissement)
résulte en une intensification des comportements de frustration. De plus, les nombreuses
corrélations constatées entre 1’état chronique de nos individus et certains comportements
d’anticipation ont démontré une sensibilité graduelle des animaux a la survenue de I’événement
positif, allant crescendo avec les signes apparents de mal-€tre (e.g. score total de stress

chronique). Les chevaux de notre étude vivent dans des conditions restreintes, impliquant des
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restrictions spatiales, sociales et alimentaires, et font par conséquent régulierement face a des
expériences négatives. Ces conditions qui aboutissent a une altération de 1’état chronique
rendent les chevaux alors plus sensibles a 1’exposition de stimuli positifs, tels que de la
nourriture, augmentant alors leurs chances d’exprimer de la frustration a la diffusion du signal
annongant I’arrivée du repas, et I’attente qu’elle implique. Effectivement, plus les individus
présentaient des signes de mal-€tre, plus ils avaient une activité locomotrice importante associée
a de nombreux changements posturaux, plus ils produisaient de comportements anormaux, plus
ils passaient du temps orientés vers le fond du box et plus ils passaient du temps les oreilles en
arriére lors des sessions d’anticipation. Ces résultats supportent les observations déja réalisées
chez les dauphins, ou une augmentation des comportements d’anticipation a été mesurée chez
des individus pessimistes présentant des signes d’altération du bien-étre (Clegg et Delfour,
2018). Ainsi, il semblerait effectivement qu’une altération de I’état de bien-étre conduise a une
intensification des comportements d’anticipation. Cependant, ces comportements étant
davantage liés a de la frustration, nous rejetons 1’idée qu’étre exposé de facon réguliére a des
situations d’anticipation d’évenements positifs soit bénéfique pour 1’animal. A D’inverse,
I’accumulation de ces épisodes de frustration conduirait a accentuer le déséquilibre envers les

expériences négatives traversées par I’animal.

De facon intéressante, nous avons pu observer cependant que ce lien existant entre état
chronique et comportements d’anticipation était moins apparent lors de la session du soir, ou
moins de foin était disponible dans le box. Dans cette situation ou plusieurs heures se sont
écoulées depuis le précédant repas, les chevaux montrent logiquement une plus grande
motivation a consommer le repas de concentrés. Il n’est donc pas étonnant que les
comportements d’anticipation se soient avérés plus intenses et que, par conséquent, moins de
différences puissent apparaitre entre les individus, expliquant alors la moindre corrélation entre

les comportements exprimés lors de cette session et 1’état de bien-étre. Ceci souligne
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I’importance du contexte considéré lors de 1’évaluation des comportements. On peut supposer,
en effet, qu’ici, le niveau de motivation a ce stade de la journée soit si élevé, que I'utilisation
des comportements d’anticipation dans le but de définir 1’état de bien-&tre des chevaux ne soit
peut-&tre pas le choix le plus judicieux. A I’inverse, une situation moins extréme pourrait
permettre de révéler davantage les différences de sensibilité et donc d’affiner 1’évaluation de
I’état chronique. 11 serait alors intéressant de pouvoir étudier cette situation d’anticipation au
sein d’établissements ou les conditions de vie favorisent davantage le maintien d’un état de

bien-€tre, de par un apport continu de foin par exemple.

Des différences importantes sont apparues dans l’expression des comportements
d’anticipation entre les sessions du matin et du soir. Plusieurs hypothéses se dessinent pour
expliquer ce résultat. Premiérement on pourrait penser qu’une heure plus tardive dans la journée
soit associée a une faim plus importante, di au temps passé depuis le dernier repas et la derniere
provision de foin. Deuxiemement, conformément aux observations réalisées par Fureix et al.
(2011a), il se pourrait que I’apport de fourrage soit un facteur important concernant I’expression
des comportements d’anticipation. La provision d’une quantité¢ de foin 30 minutes avant la
distribution de concentrés a effectivement permis de réduire les comportements de forte
intensité, particulierement les comportements anormaux répétés quasi inexistants dans ce cas.
Les bénéfices de I’apport d’un repas riche en fibre ont déja été démontrés chez plusieurs especes
domestiques (porcs : Brouns et al., 1994; Ramonet et al., 1999; Whittaker et al., 1998),
notamment chez les ruminants (e.g. girafes Giraffa camelopardalis : Bashaw et al., 2001;
Baxter et Plowman, 2001; vaches : Redbo et Nordblad, 1997), mais aussi le cheval ot une
diminution des comportements stéréotypiques, surtout oraux (e.g. tic a I’air, tic a ’appui), a été
démontrée (e.g. Benhajali et al., 2009; 2013; McGreevy et al., 1995; McGreevy et Nicol, 1998;
Willard et al., 1977). Lesimple et al. (2016) ont en effet mis en évidence que 1’absence de

fourrage constituait un des premiers facteurs d’émergence des comportements stéréotypiques
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chez le cheval. Cet apport permet en effet de répondre au besoin d’alimentation continue et par
la méme occasion de diminuer I’acidité¢ gastro-intestinale. Une étude récente a démontré les
effets positifs de I'utilisation de dispositifs alimentaire (« slow-feeder ») favorisant une
consommation plus lente du fourrage et permettant une diminution des comportements
indésirables tels que les stéréotypies (Rochais et al., 2018a) et plus globalement une
amélioration de I’état de bien-étre des chevaux. Notre étude a permis de mettre en évidence que
I’apport de fourrage serait un moyen de diminuer la fréquence de certains comportements li¢e
a D’attente frustrante de nourriture. En effet, a I’inverse de ce que nous avons pu observer le
soir, lors de I’anticipation du matin, plus les chevaux étaient servis tard et plus ils étaient calmes,
exprimant également moins de changements posturaux et passant moins de temps les oreilles
en arriere. Ainsi, lorsque du foin est mis a disposition, la frustration initialement ressentie se

convertit en une simple attente.

L’ensemble de nos observations nous interroge alors sur 1’idée de renforcer les
possibilités d’anticipation par rythme réguliers dans la gestion quotidienne des animaux
domestiques. Nos résultats semblent indiquer un effet plutoét délétére d’un environnement
hautement prédictible sur les chevaux, du moins lors de la phase d’anticipation. Par ailleurs, la
mise en place d’horaires imprédictibles a semblé perturber les juments puisqu’elle a supprimé
le pic d’activité anticipatoire, mais a surtout entrainé une augmentation de leur activité basale.
Seulement, considérant qu’un retour au niveau d’activité de base s’est opéré ensuite rapidement,
une poursuite de I’expérimentation a plus long terme (i.e. sur plusieurs semaines au moins)
serait nécessaire pour tirer de réelles conclusions. Des effets négatifs (e.g. augmentation du
rythme cardiaque, diminution du temps passé en alimentation) dus a I’impossibilité de prédire
I’arrivée d’un éveénement ont déja été évoqués (e.g. moutons : Greiveldinger et al., 2007). En
effet, une préférence pour la prédictibilité a ét€ démontrée grace a des tests de choix (Badia et

al., 1973; Mineka et Hendersen, 1985). Selon certaines études, une réduction de
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I’imprédictibilité permettrait de réduire le stress lié¢ au sevrage chez les porcelets (Dudink et al.,
2006) ou encore de réduire les épisodes d’agressions chez les truies (Carlstead, 1986). D’autres
études, en revanche, pronent I’imprédictibilité comme un moyen de réduire les comportements
d’anticipation, dont les stéréotypies, et par conséquent stimuler les comportements propres a
I’espece tels que la recherche de nourriture (chimpanzés : Bloomsmith et Lambeth, 1995; ours
: Schneider et al., 2014; fennecs : Watters et al., 2011). Les auteurs expliquent en effet qu'une
variation des horaires de nourrissage ne permet pas aux animaux de former des associations
entre évenements et signaux pseudo-fiables qui, sinon, résultent en une augmentation
d’anticipation de frustration. Des observations complémentaires, en dehors des périodes de pré-
repas, seraient ainsi nécessaires pour étudier I’impact d’une distribution imprédictible des repas

sur les activités comportementales et le budget temps des chevaux.

Par ailleurs, il est possible que, selon I’espéce considérée, I’impact de la prédictibilité
de I’environnement différe sur I’expression des comportements (van den Bos et al., 2003).
L’écologie du cheval n’inclut pas d’anticipation des repas au cours d’une journée, puisqu’en
conditions naturelles, un cheval s’alimente quasi en continu d’aliments riches en fibres (Boyd,
1988; Waring, 2003). Ainsi, la mise en place d’un régime alimentaire (aliments concentrés a
forte valeur nutritionnelle, pauvres en fibres) et d’une distribution temporelle des repas
(restreinte a 2 voire 3 repas par jour) non adaptés engendrera incontestablement un manque.
Les estomacs étant vides, ceci se traduira logiquement par une augmentation de I’attente des
épisodes alimentaires (Ninomiya et al., 2004; Thorne et al., 2005). Dans ce cas, au-dela d’une
imprédictibilit¢ des repas, une alimentation continue serait probablement préférable. A
I’inverse, les journées des carnivores étant ponctuées de repas imprédictibles (i.e. capture
opportuniste de proies), il semblerait qu’une augmentation de la complexité environnementale
soit bénéfique aux animaux et permette de réduire les comportements anormaux (Gilbert-

Norton et al., 2009; Rose et al., 2017).
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Pour conclure, nos travaux indiquent que les comportements d’anticipation ne semblent
pas étre un indicateur fiable d’émotions positives, contrairement a la théorie proposée par
Spruijt et al. (2001). Par ailleurs, 1’association des comportements exprimés dans cette situation
a un contexte positif remet ainsi en cause plusieurs hypotheses énoncées dans la littérature (e.g.
nickers reflétent un état positif, Maigrot et al., 2017). Il semblerait que I’aspect temporel soit
primordial dans la mesure de 1’état interne des individus au cours de la phase d’anticipation. En
effet, une augmentation du temps écoulé entre signal et récompense entrainerait une
augmentation des comportements reflétant un état de frustration. Enfin, d’autres
expérimentations menées a plus long terme s’aveérent nécessaire pour évaluer 1’impact d’un
environnement imprédictible sur les comportements d’anticipation et le bien-étre des individus.
Un apport en foin permanent semblerait étre une solution pour réduire 1’anticipation et
potentiellement améliorer 1’état de bien-étre des chevaux. De futures études sont alors a prévoir

pour tester cette hypothese.
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4. Attention et état interne

INTRODUCTION

Parmi les différentes composantes cognitives susceptibles d’étre modulées par 1’état
interne de I’individu, 1’attention, qui est la capacité a se focaliser sur un stimulus donné tout en
filtrant les stimulations non pertinentes de I’environnement (Posner, 1980), est peut-€tre la plus
manifeste. Ainsi, lors d’une tache cognitive, un biais d’attention peut s’exprimer selon I’humeur
du sujet testé (Mendl et al., 2009; Paul et al., 2005). Par exemple, face a une tache de Stroop
(dans laquelle le sujet doit nommer la couleur d’un mot affiché tout en ignorant sa signification),
les sujets présentant un trouble de I’anxiété afficheront un traitement plus long pour les mots
menacants que des sujets controles (Mathews et MacLeod, 1985). Des sujets présentant des
risques de dépression montreront aussi une attention sélective plus prononcée envers des
expressions faciales négatives que positives (Joormann et al., 2007). De tels biais d’attention
ont également été décrits chez I’animal, bien que peu d’études existent a ce jour. Par exemple,
chez le mouton, les individus anxieux vont présenter un biais d’attention vers des stimuli
menacants (e.g. présence d’un chien) (Lee et al., 2016). De la méme facon, une augmentation
de la vigilance envers des cris d’alarme a été mise en évidence chez des étourneaux privés de
bains d’eau, une activit¢ hautement motivée permettant I’entretien de leur plumage (Brilot et
Bateson, 2012). Si la plupart des études menées jusqu’a présent concernaient plutot des états
émotionnels négatifs, des relations ont quand méme été établies entre émotions positives et
attention. Une étude conduite par exemple chez des étudiants a montré un biais d’attention vers
des stimuli positifs chez des sujets optimistes par rapport aux étudiants plus pessimistes

(Segerstrom, 2001).

De méme, de nombreux travaux montrent ¢galement que 1’état chronique des individus

est un facteur qui peut avoir toute son importance dans la modulation des caractéristiques
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attentionnelles. Effectivement, une forte diminution voire une absence totale d’intérét envers
I’environnement, considérée comme une forme d’apathie, a ét¢ décelé chez des animaux en
stress chronique (chiens : Beerda et al., 1999; truies : Broom, 1986; moutons : Fordham et al.,
1991) et de facon similaire une baisse d’engagement attentionnel envers 1’environnement ou
vers des stimuli biologiquement pertinents a été observé chez des chevaux en mal-étre (Fureix
et al., 2012b; Rochais et al., 2016a, 2016b). La durée d’attention visuelle s’est révélée étre une
mesure utile de I’attention d’un individu portée vers un homme (Xitco et al., 2001) ou un
congénere (Range et Huber, 2007), et récemment Rochais et al. (2017b) ont développé un test
d’attention visuelle (VAT) permettant de mesurer les caractéristiques attentionnelles
individuelles des chevaux. (e.g. durée totale d’attention, nombre de séquences d’attention).
Cependant aucune étude n’a encore déterminé I’impact de I’état de bien-€tre sur ces

caractéristiques.

Par ailleurs, la valence émotionnelle positive d’un stimulus ou d’une situation est
connue pour moduler I’attention visuelle sélective (Raymond, 2009) ou encore la direction de
’attention (Taylor et Fragopanagos, 2005) portés par I’individu. Chez I’Homme, une
amélioration des performances lors de tdches d’apprentissage a €té observée par exemple
lorsque que de I’argent était promis en cas de succes (Libera et Chelazzi, 2006). Chez le cheval,
il a été prouvé que 'utilisation de renforcements positifs, notamment d’un aliment appétent,
permet de promouvoir une plus grande attention envers I’entraineur et la taiche demandée lors
des sessions d’apprentissage, et d’améliorer en conséquence la performance des sujets (Rochais
et al., 2014; Sankey et al., 2010b). De plus, comme nous avons pu le constater dans le chapitre
1, Panticipation d’un événement positif se caractérise par une attention accrue envers la source
de récompense (e.g. agneaux : Anderson et al., 2015; dauphins : Jensen et al., 2013; gorilles :
Krebs et al., 2017), notamment chez le cheval (Peters et al., 2012). Cependant, un niveau

d’attention particuliérement élevé peut également apparaitre en réponse a un stimulus positif
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(e.g. excitation sexuelle lors de parade) ou négatif (e.g. alerte), associé a une forte intensité
émotionnelle, se traduisant par des changements posturaux (e.g. encolure tres relevée chez le
cheval, Waring, 2003). Ainsi, si I’ensemble des études citées ci-dessus laissent suggérer que
’attention (quand non associ¢e a une posture d’alerte) pourrait étre un marqueur d’émotions
positives chez 1’animal, nous manquons encore aujourd’hui de mesures concrétes pouvant

permettre notamment de distinguer attention positive d’intensité forte ou modérée.

Pour tester cette hypothése, 1’imagerie cérébrale s’impose comme une solution
particuliérement pertinente puisqu’elle permet d’identifier a la fois (1) la valence d’un état
émotionnel, par I’intermédiaire de 1’activation différentielle de 1’hémisphére droit versus
gauche (Théorie de la valence, Davidson, 1995), et (2) son intensité via I’étude des types d’onde
cérébrale produits en réponse a un stimulus. Différentes gammes d’ondes ont été effectivement
identifiées selon 1’¢état d’éveil, allant des ondes delta (0-3Hz), caractéristiques d’un sommeil
profond, aux ondes gamma (>30Hz) associées a un état d’éveil élevé, en passant par théta (3-
8Hz, somnolence), alpha (8-12Hz, état de veille) et béta (12-30Hz, éveil modéré). De
nombreuses études ont déja été menées chez ’Homme et ont permis d’associer certaines
émotions a une activité électrique cérébrale spécifique (e.g. Mauss et Robinson, 2009;
Watanuki et Kim, 2005). Une étude conduite chez le mouton, utilisant la spectroscopie proche
infrarouge fonctionnelle (fNIRS), a tenté¢ de mettre en évidence des différence d’activation
selon I’attention des individus vers des stimuli a valence positive (i.e vidéo de mouton) et
négative (i.e. vidéo de chien), mais aucune différence n’a pu étre observée selon la valence du
stimulus lors d’un test d’attention (Raoult et Gygax, 2018). Chez le cheval, si, a ce jour, aucune
étude a mesuré directement 1’activité cérébrale affichée en fonction de la valence émotionnelle,
deux recherches utilisant 1’¢lectroencéphalographie (EEG) ont récemment montré une
interaction entre ondes cérébrales produites et latéralit¢é hémisphérique en fonction de 1’état

attentionnel des individus (Cousillas et al., 2017; Rochais et al., 2018b).
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En nous basant sur le test d’attention visuelle développé par Rochais et al. (2017b), et
réalisée ici en présence ou non d’un humain, nous examinerons si les caractéristiques
attentionnelles peuvent étre impactées par 1’état de bien-étre des individus. En effet, il a été
clairement démontré que les chevaux sont sensibles a la présence et aux signaux émis par
I’Homme, et qu’ils sont capables de détecter des indices subtils tels que 1’état attentionnel d’un
humain (Pfungst, 1911; Proops and McComb, 2010; Sankey et al., 2011). De méme, en cas
d’échec face a une tache cognitive, les chevaux peuvent se référer a I’expérimentateur présent
dans leur box pour « les aider » a résoudre la tache (Lesimple et al., 2012b; Malavasi et Huber,
2016). Aussi, pour ces différentes raisons et considérant I’effet d’audience déja démontré chez
plusieurs especes (e.g. chimpnzés : Kalan et Boesch, 2015; poulets : Marler et al., 1986; chiens
: Marshall-Pescini et al., 2013), nous avons décidé de réaliser le test d’attention visuelle,
développé par Rochais et al. (2017b), dans deux situations différentes : la situation classique
incluant la présence d’un expérimentateur diffusant le stimulus (Rochais et al., 2017b) et une
situation, non testée jusqu’a présent, consistant a diffuser le stimulus de maniére automatisée
sur un écran et permettant ainsi de s’affranchir de la présence d’un humain durant le test (article
3). Puis, en nous appuyant sur le développement d’un nouvel outil au laboratoire EthoS
permettant la mesure de I’activité €lectroencéphalographique chez des chevaux éveillés et libres
de leurs mouvements (Cousillas et al., 2017), nous tenterons de caractériser ici 1’activité
cérébrale des animaux associée a I’attention visuelle portée vers des stimuli de différentes
valences et nous nous attacherons particulierement au traitement d’un stimulus positif (article

4).
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Syntheése de Particle 3
Question

La technique d’électroencéphalographie (EEG) apparait particuliérement pertinente dans une optique de
mesure des émotions chez 1’animal puisqu’elle permet d’identifier a la fois la valence d’une réponse
comportementale, via 1’étude de D’activit¢ de I’hémisphére gauche (émotions positives) versus droit
(émotions négatives), et son intensité, via le type d’ondes produit. Si des études ont déja permis d’identifier
un profil d’activité cérébrale lors d’une tache d’attention visuelle chez le cheval, nous manquons encore
d’informations concernant ’activit¢ EEG produite lors d’un traitement mélant émotions et cognition.
L’activité cérébrale des chevaux attentifs a des stimuli de différentes valences a alors ét¢ ici évaluée.

Méthode

Sept chevaux ont été€ soumis a une tache cognitive spatiale, apreés avoir auparavant appris a associer une
certaine localisation (e.g. coté droit du manege) a un stimulus positif (i.e. seau rempli d’un aliment appétent),
et son opposé (e.g. coté gauche du manege) a un stimulus négatif (i.e. seau rempli d’un aliment aversif). Au
cours du test, composé de 5 essais (incluant les 2 positions apprises : positive (P), négative (N), et 3 positions
intermédiaires nouvelles : proche positive (NP), milieu (M), proche négative (NN)), nous avons mesuré
I’activité comportementale des chevaux, mais aussi leur activité cérébrale a 1’aide d’un casque EEG
composé de 5 électrodes. Ces mesures ont été réalisées durant 15 secondes tout au long de la phase
d’anticipation des différents stimuli, c’est-a-dire de I’arrivée du cheval sur la ligne de départ jusqu’au
moment ou il est détaché par I’expérimentateur, avec la possibilité éventuelle d’accéder dés lors au seau.

Résultats

D’un point de vue comportemental, les chevaux ont montré une claire motivation a atteindre le seau
positionné en situation Positive, contrairement au seau N. En revanche, les latences d’approche des seaux
ambigus étaient semblables, quels que soit leur position. Par ailleurs, si les comportements exprimés étaient
principalement des regards vers le seau ou vers l’environnement durant les premicres secondes
d’anticipation, un changement comportemental a eu lieu vers la sixieme seconde ou davantage de
comportements d’excitation (e.g. tentatives d’avancer) ou de frustration ont été exprimés. Parallelement, les
enregistrements EEG ont montré deés la premiere seconde de traitement une activité significativement
supérieure des ondes théta, plus particulierement face aux seaux ambigus, et dans une moindre mesure des
ondes béta, les ondes delta, alpha et gamma étant par ailleurs tres peu présentes. .a comparaison des profils
EEG de la premiere seconde des conditions P et N ont indiqué une différence au niveau de la production
des ondes théta dans I’hémisphere gauche, clairement supérieure aux autres types d’onde face au seau P, et
légerement inférieure a la production de béta face au seau N. Enfin, un changement clair des profils EEG a
été mis en évidence entre la premiere et la sixieme seconde de traitement, se résumant en une diminution
des ondes lentes au profit des ondes rapides (particulierement béta) a la sixieéme seconde.

Conclusion

Ces résultats démontrent pour la premiere fois une interaction entre traittments attentionnel et émotionnel
au cours d’une tiche cognitive spatiale chez le cheval. L’éveil émotionnel suscité par les différents stimuli
semble avoir promu la production d’ondes théta, reconnue pour leur implication lors de taches cognitives,
notamment spatiales, faisant appel a la mémoire de travail et la prise de décision. Son activité dans
I’hémisphére gauche semble par ailleurs particuliérement associée a un état interne positif.
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INTRODUCTION

The measure of positive emotions in animals still constitutes a current scientific challenge.
While heart rate variability has been often proposed as a physiological marker of positive
emotions in different species (e.g. pigs: Zebunke et al. 2011; ewes: Tamioso et al. 2018), some
authors suggested that physiological correlates of discrete emotions are likely to be found in
the brain rather than in peripheral physiological responses (Izard 2007; Panksepp 2007). But
actually, even though neuroimaging studies proposed a classification of humans’ emotions
based on their electrical cerebral activity (e.g. Ko et al. 2009; Nie et al. 2011),
electroencephalography (EEG) studies investigating the relationship between cerebral
activation and emotions are scarce, especially in animals. On the other hand, the
neurophysiological processes involved during a cognitive task have been largely studied in
humans, especially in regards to those related to attention (Nadtdnen 1992; Corbetta and
Shulman 2002; Carter and Krug 2012) and interestingly, emotions have a big part in the
modulation of human attention (for a review:Taylor and Fragopanagos 2005; Vuilleumier 2005;
Schupp et al. 2006). For instance, in a Stroop colour naming task people are prone to bias their
attention towards threatening information (for a review: Kindt and Van Den Hout 2001).
However, to date, this phenomenon has been rarely studied in animals (macaques monkeys
Macaca fuscata : Shibasaki and Kawai 2009; Kawai et al. 2016; starlings: Belin et al. 2018)

and still fewer studies explored the brain activity associated.

EEG studies have been extensively used to measure the attentional state of individuals,
revealing a gradient of wave frequency bands from delta (0-3 Hz, deep sleep) to gamma (>30
Hz, high wakefulness) (Rodenbeck et al. 2006). Although theta (3-8 Hz) bands are supposed to
be associated with somnolence, they have been also particularly associated with long term
memory encoding (e.g. Klimesch 1999), working memory and learning (e.g. Gevins et al.

1997), as well as with cognitive tasks requiring sustained attention and an important mental
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effort like mental calculation (e.g. Asada et al. 1999). Alpha (8-12 Hz) activity is characteristic
of a resting state and in general, alpha power and brain activity are negatively related (i.e. a
decrease in alpha power indicates an increase in brain activity). On the other hand, it is also
involved in long term memory retrieval (Klimesch 1999). Finally, beta (12-30 Hz) activity is
thought to be related to increased alertness and cognitive processes (Steriade 2005) and has

been shown to be involved in visual attention in monkeys (Buschman and Miller 2007) and cats

(Wrébel et al. 2007).

Most EEG studies exploring the emotional processes in humans focused on the relationship
between frontal alpha asymmetry and emotional valence and showed a decrease of alpha
activation in response to a positive or a negative stimulus, in the left or in the right hemisphere
respectively (Davidson 1995; Heilman 1997). On the contrary, beta activity appears to be
related to a general emotional arousal, independently of any associated valence (Sebastiani et
al. 2003; Aftanas et al. 2006). Theta band on the other hand seems particularly involved in
positive emotional states, in close interaction with attentional function (Aftanas and
Golocheikine 2001; Sammler et al. 2007; Putman et al. 2010). However, an increase of theta
activity was also observed in relation with tension and anxiety (Wyczesany et al. 2008). But,
emotional processes have been more investigated in terms of hemispheric lateralisation
following the frontal alpha asymmetry observed and resulted in the development of the
‘‘hemispheric valence hypothesis’” (Davidson 1995) proposing that positive stimuli and
approach-motivated behaviours are more prone to be processed by the left hemisphere whereas
greater right-sided asymmetry would be more predictive of negative stimuli and avoidance
behaviours (Davidson 1990, 1995). Increasing evidence for lateralization in nonhuman
mammals, including birds (e.g. Symes and Perrin, 2003) and even lower vertebrates (Rogers
and Andrew 2002) have been found over the last 30 years and it is assumed to confer cognitive

advantages by allowing parallel and separate processing in the hemispheres (Rogers and
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Andrew 2002). Indeed, Rogers (2000) and Andrew and Watkins (2002) showed a right-bias
hemispheric activation for attentional, especially sustained, processes. Moreover, the right
hemisphere has been proved to better process complex information in a cognitive task

(Goldberg and Costa 1981).

Most studies on laterality in animals are based on indirect proof through behaviour while
electrophysiological studies have proved very useful for relating attention levels significance
of signals and laterality (REF). Horses have an almost complete decussation of the optic fibers
(80-90% vs 50% in humans), suggesting greater chances to show hemispheric specialised
responses to visual stimuli. Indeed, behavioural data have shown that they use preferentially
their left eye (right hemisphere) during agonistic encounters (Austin and Rogers 2014), when
facing a novel frightening object (Larose et al. 2006) or objects associated with past negative
experiences (De Boyer Des Roches et al. 2008). As expected, responses to familiar whinnies
involved more the right ear (left hemisphere) (Basile et al. 2009). “Neutral” attention may also
elicit laterality processing: in a recent EEG study by Rochais et al. (2018b) visual attention
towards a novel but non frightening visual stimulus was associated with an increase of gamma
activity in the right hemisphere while “inattention” was associated with more alpha and beta

waves in the left hemisphere.

Several studies have proposed behavioural indicators of positive emotions (pigs: Reimert et al.
2013; horses: Briefer et al. 2015a; Stomp et al. 2018; ewes: Tamioso et al. 2018) but none has
looked at a possible brain lateralization. Moreover, positive emotions elicit an increase of
attention (Rochais et al. 2014) which reflects how emotions and attention are interrelated. In
the present study, we hypothesized that the visual perception of visual stimuli of different
valences would lead to different types of brain activity. In order to test this hypothesis, we
analyzed the EEG profiles (types of waves and lateralization) of horses confronted to positive

(bucket with food), negative (bucket with aversive food), but also ambiguous stimuli.
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Judgement bias tasks have shown that animals can react to ambiguous stimuli by associating
them to positive, negative or intermediate valences (according to their own welfare state and
the situation) (e.g. Harding et al. 2004; Paul et al. 2005; Burman et al. 2008a; Lockener et al.
2016; Henry et al. 2017). We used here such a procedure to see what brain profiles were
associated. All horses tested here had been proved to be in an equally good welfare state (Henry

et al. 2017; Stomp et al. 2018), which limited biases due to this factor.

Materials and methods

Ethical Note

The experiments were carried out in 2017 in accordance with the European Parliament
and the European Union Council relative to the animals’ protection used for scientific purposes
directive 2010/63/UE and complied with the current French laws related to animal
experimentation (decree n°2013-118 of 1 February 2013 and its five implementation orders (JO
of 7 February 2013), integrated in the Code rural and the Code of the maritime fishing under n°
R. 214-87 a R.214-137). This experiment only included behavioural observations and non-
invasive interactions with the horses. Thus, the experiments did not enter in the scope of
application of the European directive, and consequently did not require a request for
authorization to experiment, in accordance with this directive and the current French laws.

Animal husbandry and care were under the management of the recreational horses’ owners.

Subjects
The study was conducted on seven (Nmares=3; Nitallions=3; Ngelaing=1) recreational horses in July
2017 in Brittany (France). Horses were from various ages (4 to 20 years old, X+SE=10,1+6.2)

and breeds. The animals lived under naturalistic like conditions: all year long in 1-2 ha pasture
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with conspecifics, fed grass and hay ad libitum during winter (no industrial pellets) and used

for occasional outdoor relaxed leisure riding (N=5) or no ridden work (N=2).

Experimental procedure

Cognitive judgement bias test (see also Henry et al. 2017)

The procedure was based on Henry et al. (2017)’s study that proved efficient to assess the
positive/negative perception of the situation by horses. In a first step, the horses were trained to
associate one location, ‘positive location’, with food (one cup of barley) and another, ‘negative
location’, with an unpalatable food item (barley soaked in red wine vinegar [Merkies and
Carson 2011]). The palatable food/unpalatable food option has been preferred (rather than
food/no food) in order to increase the positive/negative difference by making the negative
location frustrating (Mendl et al. 2009). Once the horses had accurately learned the positive and
the negative locations, tests were performed where an empty bucket was placed on three novel
locations intermediate between the trained locations (“probes’) (Fig.1). For details, see Henry

et al. (2017).

The cognitive bias training and testing were performed in an arena familiar (18 m diameter)
from riding lessons or training. The learning and test procedures were performed by two women
(MS, SD). During a trial, the experimenter held the horse using a lead rope for 15 seconds on
the starting line facing the bucket and then released it, staying quiet and immobile on its left
side till the end of the trial when the horse was free to approach the bucket. The end of a trial
was determined as follows: either the horse had approached and put its head into the bucket or
the horse did not approach the bucket after 180 s. Latency(s) to put its nose into the bucket was

recorded (from O to 180s).
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Figure 1: From Henry et al (2017). Diagram of the cognitive bias arena showing the five
possible positions of the bucket: positive (P), nearest to positive (NP), middle, nearest to
negative (NN) and negative (N). Positive and negative bucket positions were 12 m apart and 3
m from the edge of the area. All bucket positions, during both training and testing, were 9 m
from the start position of the horse. The ordering of the locations was reversed when the right
position contained the reward (N=3). The test occurred the day immediately following
completion of training and included nine trials (3 P, 3N, 1IN, 1M and 1NN) that were conducted
in the following order P-N-NP-P-N-M-P-N-NN-P. Only one test sessions was performed so
that the horses could not learn that the ambiguous locations were not rewarded (Doyle et al.

2010).
Behavioural observations
Data recording and analysis

All training and testing sessions were video-recorded using a GOPRO® (HERO3+) camera
with a large angle (horizontal field view 170°). The individuals’ behaviour was then analysed
using a continuous focal animal sampling method (Altmann 1974), during the entire
anticipation time (i.e. from the arrival of the horse on the starting line till its release; total

duration=15 seconds) and also second by second for assessing the temporal dynamics of the
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behavioural responses. Behavioural data of the horses were extracted from the video tapes of
the cognitive bias test and were analysed by one experimenter (M.S). Behavioural elements
were grouped in different categories (see Table x): visual attention: gazes (i.e. a regular visual
fixation lasting at least one second) towards an element (e.g. the bucket, the experimenter) or
monitoring behaviour (i.e. standing motionless, with the neck horizontal or slightly elevated,
ears and neck mobile, and slowly scanning the environment by moving the head laterally);
“move towards behaviours” regrouping all behaviours that express the horses’ motivation to
move forwards, behaviours directed towards the experimenter; frustration behaviours (see also

Rochais et al. 2018a) and maintenance behaviours (Table 1).

Table 1: Behavioural repertoire used for the behavioural coding of the anticipation phase.

Behavioural category Behavirour Description

Gaze

gaze towards the bucket Aregular visual fixation towards the bucket lasting at least one second.

gaze towards the experimenter |A regular visual fixation towards the experimenter lasting at least one second.

gaze towards another
element of the envrionment

Monitor the environment | monitor the environment

and slowly scanning the environment by moving the head laterally.

A regular visual fixation towards an element of the environment lasting at least one second.

Standing motionless with the neck horizontal or slightly elevated, ears and neck mobile,

Move towards step forward The horse advances a step froward.

step on one side The horse moves on the left or on the right of the starting line.

pull on the rope The horse pulls on the lead rope moving its head forward.

push the experimenter The horse pushes forcefully the experimenter on one side thanks to its body.

. The horse expresses yawning not followed by resting (link between yawning and stereotypic

Frustration yawn behaviours in horses in frustrating situation (Fureix et al., 2011).

vacuum chewing The horse chews with nothing in the mouth (Lesimple et al., 2012).

pawing The horses rubs the ground with one of its forelimb.

head shaking The horse shakes abruptly its head from the left to the right side.
Maintenance maintenance behaviour Any comfort behaviour including licking, nibbling, scratching.

EEG recordings

The horses’ electrophysiological activity was recorded during the anticipation phase (i.e. from
the arrival on the starting line to the release of the horse) using an ambulatory EEG headset
(patent # R23701WO). This headset allows an easy and fast positioning of 5 electrodes on the
horse’s forehead over the frontal and parietal bones (Cousillas et al. 2017). The electrodes were

located on each side of the horse’s forehead allowing the recording of the differential activity
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between the most occipital part of the brain and the most frontal one of the left and right
hemisphere separately (Cousillas et al. 2017). The ground electrode was placed on the back of
the left ear (see also Rochais et al. 2018b). The system was completed by a telemetric EEG
recorder made by RF-TRACK (Cesson-Sevigne, France). The EEG amplifier based on a Texas
Instruments integrated circuit ADS1294 was connected to a Bluetooth transmitter. The whole
telemetric recording setup weighing 110g was fixed on the headset. The sampling rate was
250Hz. Since the recordings were telemetric, the horses were free of movements thus avoiding

any bias related to the restraint usually practiced for this kind of recording.

Data Analysis

The EEG recordings were processed using a software “EEGReplay4.3” developed by RF-
TRACK. Before the EEG analysis, the large artefacts due to movements (body, head, ears) were
automatically removed using a smoothly Savitzky Golay function integrated in a homemade

software with Python3.6.4 environment.

Once the artefacts were removed, the relative EEG power values of delta (d: 0-4 Hz), theta (6:
4-8 Hz), alpha (a: 8—12 Hz), beta (: 12-30 Hz) and gamma (y: >30 Hz) frequency bands were
extracted (sampling frequency: 250Hz, i.e. 250 recordings for 1s). Wave percentage values
were automatically calculated as the proportion of the mean power values of these 5 wave types
(delta, theta, alpha, beta and gamma) both for the right and the left hemisphere independently.
The signal recorded for each trial was divided in 15 seconds (i.e. time of the anticipation): the
data of each second corresponds to the median proportion of the mean power values extracted
over the 250 recordings (1s=250x0.4s). Thus we were able to analyse each second of EEG

recording independently.

EEG profiles were generated based on radar plot representations. Each radius represents the

median proportion of each wave in each hemisphere.
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Statistical analysis

All statistics were performed with R v. 3.5.0 (The R foundation for statistical computing,

http://www.r-project.org/). As the normality and homogeneity of variances were not respected,

we run a non-parametric model analysis constructed using the {ImPerm} package. Differences
in the relative EEG waves proportions were analysed by performing a permutation model
testing the median proportions of different waves’ frequency as dependent variables and waves’
types (i.e. delta, theta, alpha, beta, gamma), laterality (i.e. left vs right) and bucket location (P,
N, NP, NN, M) were specified as fixed effects and horses’ ID as random factor (Good 2000).
The model, based on 999 random permutations, was run ten times and the p values averages

obtained for each fixed effect and their interactions were kept for the analysis.

Moreover, Wilcoxon tests were used to compare the EEG wave median proportions according

to the time of anticipation (1s vs 6s) for each location.

Results

All horses learned to discriminate the positive and negative buckets in six to nine sessions. At
the end of the training, horses mean latency to reach the positive location was less than 10s
(X£SE=9.9+43 4s) and the mean latency to reach the negative location was 181.7+148s, showing

that all horses had associated each location with its valence.

As expected, horses went also to the ambiguous buckets during the tests, with a slightly shorter
latency for NP (51.1£109.7s), but overall no clear difference between locations (M: 57.4+108.2,
NN: 57.4+£137.7; Friedman test, N=7, F=0.53, p=0.76). As expected, these horses were rather
optimistic as all horses except two went to the NP, M and NN locations. These results are
consistent with those obtained by Henry et al (2017) in horses living in similar conditions (i.e.

naturalistic conditions).
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Behavioural and EEG profiles during the whole anticipation

Behavioural differences appeared between the two learned locations (P and N): with mainly
gazes towards the bucket and attempts to move forwards in the P situation (Friedman test, df=8,
X?=22.7, p=0.003) and frustration behaviours and gazes towards another element of the
environment in the N condition (X?=19.7, p=0.01). This validated our procedure as horses spent
significantly more time expressing frustration behaviours in the negative than in the positive
situation (Wilcoxon test, N=7, Z=1.9, p=0.04). Face to the NP location, horses mostly gazed at
the bucket (X?=22.4, p=0.004) but reactions to the different ambiguous locations varied since
less gazes towards the bucket were recorded face to NP than in the two other locations (Z=2.2,
p=0.02 in both cases). Behaviours expressed face to both the M and NN buckets tended to differ
M: X°=14.7, p=0.06; NN: X’=14.2, p=0.07): reaction to both locations were characterized

mostly by gazes towards the bucket and another element of the environment (Fig.2).
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recorded over the entire anticipation phase according for each bucket location, Friedman

test, **p<0.01.

The EEG profiles obtained clearly differed according to bucket location (p<0.0001) and there
was an interaction between wave frequency, bucket location and hemisphere (p<0.0001) (Fig.
3).
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Overall, independently of the location, the anticipation phase were characterized in both
hemispheres by a higher proportion of theta compared to the other waves (p<0.01 in all cases,
except in comparison to beta in the left hemisphere, p=0.07) and a lower proportion of alpha
(p<0.01 in all cases) waves. Beta waves were also more important than delta, alpha and gamma

waves (p<0.01 in all cases).

Overall, the EEG profiles were very similar for the non-ambiguous stimuli (N and P) revealing
a high proportion of theta waves (especially in RH for P) as well as some beta in both
hemispheres (Fig.3). The profiles for the other stimuli were extremely different. The ambiguous
locations were associated, for NP and NN, with an increased proportion of theta, but in the LH
for NP, in the RH for NN. Opposite trends characterized beta waves: more beta in the RH for
NP and more beta in LH for NN for NN. Thus the positively perceived ambiguous location
corresponds to high LH theta and low RH beta. Curiously, the M location was associated with

a very particular profile consisting in higher beta on both sides (Fig.3).
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Figure 3: EEG profiles recorded on the entire anticipation phase (i.e. 15s) according to

the bucket location, showing the median proportions according to the wave frequency in

the left (LH) and the right (RH) hemispheres, permutation test, **p=0.004.
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Changes in behavioural and EEG profiles over time

In the first second, following the start of test, horses mostly looked at the environment for the
learned positions while they mostly gazed at the bucket for the ambiguous locations.
Interestingly, the closest the location was t the N location, the more they gazed at the bucket
(especially NN). No other behaviour than visual attention was observed in the first second that
clearly differed from the rest of the anticipation time. A transition appeared at 6 sec (T6) where
behaviours observed after T6 differed from those observed before (Cochran Q test, P: Q=26.6,
p=0.02; N: Q=29.5, p=0.008; M: Q=30.3, p=0.006; NN: Q=25.3, p=0.03) (Fig.4), except for
the NP location where no significant change was observed. Behavioural changes clearly
differed according to location/valence of stimuli. At 6s, the P location was associated with more
gazes towards the bucket, attempts to move forward, the N location with more frustration and
gazes towards the environment, the NP location with frustration, the M location with a mix of
frustration, gazes at the bucket and at the environment and the NN location with gazes at the
environment followed by frustration. Thus the more negative the location, the more frustration

and “gazes elsewhere” there were at T6 (Fig.5).
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Figure 5: Number of horses involved in each behavioural activity according to the first
(T1) and the sixth (T6) second of anticipation and the bucket location (P=positive,

N=negative, NP=near positive, M=medium, NN=near negative).

Since clear behavioural changes occurred at T1 and T6 following the stimulus presentation, we
examined the EEG profiles at these precise times. At 1s, there was an activation of the LH (a
high proportion of beta) and a predominance of theta in the RH for the N bucket whereas there
was a predominance of theta for both hemispheres for the P location. The EEG profiles were
close for the NP, with more beta and theta in both hemispheres (Fig.6). However, the profiles
for the two other ambiguous locations differed strikingly with the M location characterized by
more theta in the LH and beta in the RH, and the NN location characterized by a large

predominance of theta in both hemispheres, particularly marked in the RH (Fig.6).

At 6s, the P location was associated with more beta in the LH and theta in the RH while the N
location was associated with mostly theta and secondary beta in both hemispheres. Again, the
profile for the NP bucket was close but with more beta in the RH. The profile for M differed
from all others with a clear predominance of delta in both hemispheres.

Finally, the NN location was the only one for which there was a clear activation (high
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proportion of beta and gamma) without any slow wave in the LH and little in the RH. This

profile was clearly opposite to that observed at T1 (Fig.6).

When comparing T1 and T6, it appears that the P location was associated with more beta in the
RH at T6 (Wilcoxon test, N=6, Z=2, p=0.04) and the N one with no hemisphere difference
anymore at T6 for beta and theta, which means less beta and more theta in the LH at this time
even if no significant differences were found. The M location showed on the contrary changes
in the RH with more delta (Z=2.2, p=0.02). While the changes were moderate for the NP
location (not significant increase of beta in the RH), there were large changes in both
hemispheres for the NN bucket: beta and gamma waves increased mostly in the LH whereas
theta waves disappeared in the LH, although the difference was not significant, and diminished
in the RH (Z=2.2, p=0.02); while at T1, slow waves largely predominated, at T6 there was a

clear activation of fast waves, especially in the LH.
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Figure 6: EEG profiles recorded on the first (T1) and the sixth (T6) second of anticipation
according to the bucket location. They show the median proportions according to the
wave frequency in the left (LH) and the right (RH) hemispheres, Friedman tests, *p<0.05;

T 0.05<p<0.1.

DISCUSSION

This study is the first to our knowledge to characterize EEG profiles when animals are facing
visual stimuli associated with different emotional valences. Behavioural observations
confirmed that ambiguous stimuli elicited different reactions according to their closeness to
clear positive or negative stimuli. Theta and beta waves predominated during the anticipation
phase. Overall an inter-hemispheric axis appeared with more theta on one side and more beta
on the other side for the ambiguous stimuli with an inversion between the near positive (left
theta predominance) versus near negative (right theta predominance) locations. When the
stimuli were unambiguous, theta and beta were predominant in both hemispheres. On the other
hand, the most ambiguous location elicited more beta in both hemispheres. There was then a
gradient of laterality from known outcomes (P, N), totally random outcome to almost expected
outcomes; always involving beta and theta. Little laterality was also observed at T1s, with again
theta and beta involved. One remarkable feature was for the NN stimulus which elicited almost
only theta waves in both hemispheres at first sight. This seems to reflect the high visual attention
towards the bucket for this stimulus, confirming the implication of theta waves in sustained
attention. When horses clearly changed behaviour according to the stimulus (at T6s), the EEG
profiles differed clearly. One striking feature is that both P and most of all NN locations elicited
more beta on the left hemisphere. At this “decision point”, EEG profiles clearly differed and

characterized each type of stimulus.
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In this study, horses were exposed to a cognitive spatial task including both learned and
ambiguous cues associated with different valences. Our findings suggest that ambiguity
promoted theta waves production at the expense of the others and confirm the role of this wave
frequency band in complex cognitive processes requiring a sustained attention in humans
(Asada et al. 1999). During a trial, when the horse discover the bucket positon, he needs to rely
on its working memory to compare it to those he has previously learned. Our findings are thus
in accordance with the involvement of theta in working memory and learning in humans
(Gevins et al. 1997; Jensen and Tesche 2002; Onton et al. 2005). In the latter studies, authors
found an increase of theta activity with the task difficulty, reflecting enhanced attention.
Moreover a particular activity of theta has been observed for spatial working memory and the
decision-making network in rats (Jones and Wilson 2005). Interestingly, our findings differed
from those obtained by Rochais et al. (2018b) where horses’ brain activity was recorded during
a visual attention test and a significant increase of gamma waves was observed with attention
in the right hemisphere. The absence of gamma waves’ predominance in our task could be
explained by the nature of the tasks applied since the visual attention test does not require spatial
working memory but only visual attention. However, the emotional valence associated with the
stimuli used seems to be the most remarkable difference existing between the two studies. In
the case of Rochais et al. (2018b), the stimulus used (a pointer laser) was neutral for horses
whereas the different locations of our experimental design triggered positive or negative
emotional states. Indeed, in a study investigating the electrophysiological correlates of music
and emotions, Sammler et al. (2007) suggested that theta activity probably required an increase
of emotional arousal to occur. Thus, our results underline the effect of emotion and motivation
on attention. In the situation where the stimulus does not provoke any particular motivation
from the animal, attention would be associated with a simple increase of arousal, as reflected
by the gamma activity. On the contrary, when the stimulus triggers positive emotion and hence

increases motivation, animals will show more interest and then a more sustained attention to it,
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as revealed by the production of theta. This was confirmed also by the EEG profiles observed
on the first second of stimulus processing where a higher theta waves activity was recorded for
the P stimulus in the left hemisphere, whereas that was not the case for the N one. Furthermore
this result seems consistent with the hemispheric valence hypothesis suggesting a left-bias for
the positive stimuli and approach-motivated behaviours (Davidson 1995) and reminds the
implication of theta waves for positive emotions already suggested in humans. Indeed, an
increase of theta activity has been recorded during pleasant music (Sammler et al. 2007) and
“blissful” positive states reached during meditation (Aftanas and Golocheikine 2001). In this
way, the theta power activity observed in the left hemisphere appear particularly promising in

regards to the assessment of positive emotions in animals.

Interestingly, the findings showed on the other hand that the EEG profile expressed in the first
second of the positive stimuli did not last all along the anticipation phase. Indeed, whatever the
stimuli considered, both the horses’ cerebral and behavioural activities clearly evolved from the
first to the sixth second of anticipation suggesting a high importance of the temporality when
considering the emotional state during anticipation. Indeed a behavioural shift was observed at
6s of anticipation that could assimilated to “the decision point”: gazes towards an object
(especially the bucket) left room to more active behaviours for all the locations, suggesting a
change in arousal and valence of the horses’ internal state over the anticipation phase. The most
interesting thing is that simultaneously, large changes were noticed as well according to the
time when considering the EEG recordings. Globally, slow waves decreased whereas fast
waves (especially beta) increased, except for the more ambiguous location (M) where a
significant increase of delta occurred in both hemispheres. Indeed, an increase of delta wave
activity is known to be related to decision-taking processes in humans (Basar et al. 2001). We
can therefore easily suggest that the high level of ambiguity associated with this condition
necessitated a longer processing related to decision-making, superior to 6s. Concerning the

other locations, the apparition of higher arousal behaviours associated with an increase of beta
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activity confirmed the correlation between beta activity and emotional arousal increase,
whatever the valence associated (Aftanas et al. 2006). Furthermore, this findings call into
question the emotional valence connected to anticipatory behaviours. Here we showed that the
horses’ cerebral activity clearly evolved over the positive event anticipation. Moreover, we
noted that the EEG profiles recorded over the entire anticipation phase (i.e. 15s) for the positive
and the negative locations were really similar, characterized by high proportions of theta and
beta power in both hemispheres. In this way, behaviours expressed before the arrival of a
positive event have to be considered with caution. Actually when individuals have to wait for
few seconds to reach the desire outcome, how it was the case with our procedure, it seems that

there is a thin line between positive internal state and frustration.

This paper is the first evidence of electrophysiological correlates of the interconnected
processes of attention and emotions in awake horses. The increase of theta activity observed
here, particularly in the left hemisphere for the positive stimulus, first confirms its major role
in sustained attention processes and additionally constitutes a new evidence that positive
emotions may stimulate attention. Then this result underlines the importance of promoting a
positive environment for learning in animals. Finally, given the left bias observed at the decision
point for the NN location in our horses, then suggesting a positive perception of the ambiguous
situation by the horses, it would be interesting to conduct a similar experiment with horses in a
challenging welfare state. More pessimistic horses should show a right bias in the same
situation. In this way, this study constitutes a promising track in the search for physiological

indicators of positive emotional state in horses.
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Synthése de Particle 4
Question

Les conditions de vie domestique impliquent des restrictions pouvant induire non seulement
une dégradation de 1’état de bien-étre mais aussi une altération des capacités cognitives. A ce
titre, les caractéristiques attentionnelles semblent particuliérement informatives de 1’état
chronique d’un individu. Par ailleurs, nous savons que les chevaux sont capables de percevoir
des signaux subtils chez ’humain a tel point que cela peut méme parfois biaiser les résultats
obtenus lors d’une tache cognitive ou conduire les individus a devenir dépendants de I’homme
dans la résolution de cette tiche. On parle d’effet d’audience. Aussi, dans cette étude, nous
avons examing si les caractéristiques attentionnelles mesurées lors d’un test d’attention visuelle
sont impactées par la présence de I’homme (par rapport a un test réalisé sans présence humaine)
et si ces dernieres pouvaient refléter 1’état chronique des individus.

Méthode

Neufs chevaux de centre équestre ont été soumis a un test d’attention visuelle consistant en la
diffusion d’un stimulus visuel (laser) sur la porte du box du cheval par un expérimentateur
(présence humaine), et a un second test d’attention visuelle réalisée sans présence humaine dans
lequel un stimulus identique était diffusé sur un écran fix¢é sur la porte du box de I’individu. Les
différentes caractéristiques d’attention (temps de réaction, durée totale des regards, nombre et
durée moyenne des séquences d’attention, indice de fragmentation), a la fois globale (i.e.
ensemble des regards portés vers le stimulus) et fixe (i.e. attention soutenue), ont été comparées
entre les deux situations (avec ou sans présence humaine), et mis en lien avec des mesures de
bien-&tre réalisées en dehors des tests.

Résultats

Un effet d’audience a été mis en avant lors du test d’attention visuelle réalisée en présence
humaine : les chevaux ont montré des séquences d’attention fixe plus longues que lors du test
réalisé sans présence de I’homme et les variations inter-individuelles étaient également moins
importantes. Par ailleurs, de facon tres intéressante, les résultats indiquent que les parametres
de bien-étre étaient corrélés uniquement avec les mesures attentionnelles obtenues lors du test
conduit sans expérimentateur : les chevaux ayant un état de bien-étre moins altéré présentaient
une attention plus fragmentée.

Conclusions

Cette étude constitue tout d’abord une nouvelle preuve de I’impact de I’état de bien-étre sur les
caractéristiques attentionnelles des chevaux. Les séquences d’attention fixe anormalement
longues trouvées chez les chevaux présentant des signaux clairs de mal-€tre (stéréotypies,
alimentation oreilles en arricre) semblent en effet étre le reflet d’un trouble attentionnel, déja
démontré chez des chevaux présentant des symptomes de dépression. Par ailleurs, ces résultats
soulignent I’effet majeur de la présence d’un expérimentateur sur les capacités cognitives des
chevaux. Le travail quotidien des chevaux avec I’homme semblerait de fait moduler les
capacités cognitives de I’animal sans doute conditionné a montrer un niveau d’attention soutenu
en présence humaine. Les deux types de test d’attention visuelle apparaissent alors
complémentaires : le test classique constitue un bon moyen de mesurer les capacités
attentionnelles d’un cheval au travail, alors que le test réalisé sans humain apparait étre un outil
novateur de mesure de I’état de bien-étre de I’animal.
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ABSTRACT

Humans through their management choices of living conditions (e.g. food, accommodation)
and continual presence and actions can alter domestic horses’ welfare state and shape their
representation of their environment, inducing undeniable consequences for animals’ cognitive
abilities. Animals suffering poor welfare can present a lower attentional engagement. Horses
are able to detect subtle human cues resulting sometimes in a ‘clever Hans effect’. Thus, we
hypothesized that the presence of a human during a visual attention test (VAT), developed to
estimate individual horses’ attentional characteristics, could interfere with the results and hence
misrepresent a horse’s intrinsic attentional characteristics. Therefore, the same horses (N=9),
living in restricted conditions, were presented VAT in two different contexts: first using a
human-directed laser pointer (‘human VAT’), then by presenting the stimulus on a screen in
the absence of humans (‘human-less VAT’). Horses’ welfare state was assessed at outside test
times. Our findings show a clear “audience effect”: the horses’ paid more attention to the visual
stimulus and inter-individual variations were smaller when a human was present than when
nobody was there. The attentional performance scores for tests in the absence of humans were
correlated with their welfare state: the attention of horses in a better state was more fragmented.
This study underlines the impact of a human audience on domestic animals’ attentional
engagement in their (non-human) environment and moreover confirms the link between welfare

and cognitive abilities.
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INTRODUCTION
Domestic animals encounter particular living conditions that can impact their welfare (e.g.
Broom 1991; Latham and Mason 2008; Benhajali et al. 2008; Visser et al. 2008; Broom and
Fraser 2015), but they also are surrounded by humans who can shape their representation of
their environment (Hemsworth and Coleman 1998; Henry et al. 2006; Fureix et al. 2009;
Sankey et al. 2011). Both aspects are related to animals’ cognitive abilities. On one hand their
welfare state may induce cognitive biases, including judgement, memory or attention biases
(Paul et al. 2005; Mendl et al. 2010). For instance, animals that live in conditions that promote
the expression of positive emotions can show an optimistic judgement bias (e.g. rats: Rygula et
al. 2012; sheep: Doyle et al. 2010; pigs: Douglas et al. 2012; horses: Henry et al. 2017). On the
other hand, animals are very sensitive to human cues (e.g. dogs: Gécsi et al. 2004, Kaminski et
al. 2017; horses: Proops and McComb 2010; non-human primates: Botting et al. 2011; Maille
et al. 2012; pigs: Nawroth et al. 2015, goats: 2016b) so that may sometimes end in a ‘clever
Hans effect’ (e.g. dogs: Miklosi et al. 1998; baboons: Vick and Anderson 2003). The famous
case of clever Hans is a perfect illustration the effects of human interference on an animal’s
performance: the animal (i.e. a horse in this case) was able to use subtle human cues to perform
a task efficiently and predict what response would maximize its chances of obtaining a food
reward, despite not actually learning any specific rules (Pfungst 1911). Moreover, while it is
generally admitted that experience with humans, and potentially domestication, triggers
domestic animals’ cognitive abilities (Mikl6si et al. 2003; Udell et al. 2008; Savalli et al. 2014),
they may become dependent on humans to solve problems (e.g. dogs: Topdl et al. 1997;
Jakovcevic et al. 2012, D’ Aniello et al. 2015; horses: Lesimple et al. 2012, Malavasi and Huber
2016; goats: Nawroth et al. 2016). Therefore, the composition of an audience (e.g. conspecifics,
humans), when evaluating animals’ cognitive abilities is an element not to be neglected, as has
been shown for humans (e.g. Allen et al. 1991; Wolf et al. 2015). Indeed, an audience effect,

that arises when a subject’s behaviour changes because of the mere presence of another
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individual (either of the same or of a different species), has been reported for non-human
primates (Hoogland 1983; Seyfarth and Cheney 1985; Slocombe et al. 2010; Schel et al. 2013;
Kalan and Boesch 2015), and other animal species (chicken: Marler et al. 1986; zebra finches:
Vignal et al. 2004; ravens: Szipl et al. 2018; grey squirrels: Leaver et al. 2006) including

domestic animals (dogs: Virdnyi et al. 2006; Marshall-Pescini et al. 2013).

Recently, authors reported that horses in a poor welfare state showed less attentional
engagement with their environment (Rochais et al. 2016a) and less interest in environmental
stimuli (Fureix et al. 2012b; Rochais et al. 2016b). Apathetic profiles are regularly described
for horses (e.g. Pritchard et al. 2005; Hall et al. 2008; Burn et al. 2010; Fureix et al. 2012b;
Popescu and Diugan 2013) and other domestic (Broom 1986; Fordham et al. 1991; Jensen et
al. 1996; Beerda et al. 1999), laboratory (e.g. Pais-Vieira et al. 2009) or captive (e.g.Camus et

al. 2013) animals (review in Fureix and Meagher 2015).

Attention, defined as the ability to process selectively one aspect of the environment over others
(Posner et al. 1980) is a core aspect of cognition. It involves multiple processes by which the
nervous system organizes sensory inputs and generates coordinated behaviour (Bushnell 1998).
Animals’ attention can be modulated by human actions (Mendl et al. 2009; Sankey et al. 2010b,
c; Rochais et al. 2014; Tallet et al. 2018) and animals’ ability to detect human cues may
influence the results of studies on cognition (Pfungst 1911; Miklosi et al. 1998). This may be
particularly true for horses that have an individualized and working relationship with humans.
For instance, reports point out that temperament tests performed in the presence of humans may
be more predictive of behaviour at work than human-less tests (Le Scolan et al. 1997; von
Borstel et al. 2011). In addition, the horses’ attention to a human trainer in a learning task can

be enhanced more or less depending on the reinforcement used (Rochais et al. 2014).

Recently, Rochais et al. (2017) developed a visual attention test (VAT) for horses based on the

display of a visual stimulus by an experimenter inside a horse’s home stall. This test showed an
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individual’s attentional characteristics remained relatively stable over time. Given the above
mentioned studies, we questioned whether an individual’s attentional characteristics revealed
through this VAT were modulated by the experimenter’s presence. If so, and considering the
key role played by humans in horses’ lives, we would expect that the presence of a human
would influence the horse’s attentional characteristics and hence alter the potential relationship

between the intrinsic factors (e.g. welfare state) of the animal and these characteristics.

This study tested this hypothesis by evaluating the same horses as Rochais et al. (2017) in the
same VAT conducted either with a human-directed laser pointer or by presenting the same
visual stimulus on a screen in the absence of a human. We compared horses’ attentional
characteristics between these two contexts and according to their welfare state assessed outside
tests. We hypothesized that the horses’ attention structure to the stimuli would be more
sustained in the presence of a human. Hence, we predicted that the attentional characteristics
evaluated in the absence of a human would reflect a horse’ welfare state better in the presence

of a human.

MATERIAL AND METHODS
Ethical note

The study was carried out in 2016 in accordance with the European Parliament and the
European Union Council directive 2010/63/UE relative to the protection of animals used for
scientific purposes and complied with the current French laws related to animal
experimentation (decree n°2013-118 of 1 February 2013 and its five implementation orders (JO
of 7 February 2013), integrated in the Code rural and the Code of the maritime fishing under n°
R. 214-87 a R.214-137). As our study only involved observations it did not require any further
ethical authorization. The private owner of the riding school allowed us to conduct this research

on his site. Animal husbandry and care were under the management of the riding school staff.
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Subjects and management conditions

Our subjects were nine 8 to 15 years old (X+SE=11.3+2.2) horses (6 geldings and 3
mares) of various breeds (3 Thoroughbreds, 3 French Saddlebreds, 2 French Saddlebred and 1
Welsh Pony) living in a same French riding school in Brittany. All the animals observed had
been living under the same conditions for at least one year, but the total time spent in the facility
varied among horses (from 1 to 7 years, X+SE=4.3+1.9 years). Horses were kept in a barn, in
straw bedded 3.40m x 3.30m individual stalls, with door openings and full walls that do not
allow visual contact with neighbours. They were fed industrial pellets twice a day (at 9:30am
and 6:00pm) and hay (6-7kg) once a day (at 9:00am). All horses were in paddocks (with grass)
every day in groups for 1-4 hours each day. They also worked in riding lessons (including being
ridden by riders from beginners to experienced riders) for 4-12 hours per week. They were

ridden English style (see also (Lesimple et al. 2010, 2016)).

Experimental procedures

1) “Classical Visual Attention Test”: human presence

We conducted the visual attention test (VAT) developed by Rochais et al. (2017) in the subject’s
home stall using the green light (@31cm) of a laser pointer (Laser point, PEARL®).

In accordance with Rochais et al. (2017)’s study, the experimenter (M.S) entered the stall and
positioned herself to the left of the horse facing the stall door. Then, in order to habituate the
animal to her presence in the stall, she stood motionless, arms alongside her body, gazing at the
floor for two minutes. Once the habituation time was finished and as soon as the horse directed
its head towards the stall door, the test began and lasted five minutes (i.e. 300s). The stimulus
was a specific continuous circular movement (i.e. 30cm long vertical and horizontal
movements, following a predetermined order (Fig.1)) on the stall door (Im from the horse,
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1.20m above ground). The horse was free to move inside the stall during the test. Horses were
tested between 6am and 8:30am, i.e. a quiet period when noise and/or disturbance were limited
(no working activity, no people about) to avoid any intrusion susceptible of mobilizing horses’
attention.

The VAT was performed only once as habituation to the test occurs rapidly (Rochais et al.
2018b). Moreover, from a practical point of view, considering that the ultimate goal of the VAT
is to allow users to assess their horses’ attention easily in the field, we wanted to compare the
effects of the different procedures (e.g. presence or not of an experimenter) to the attentional

data obtained previously.

Figure 1: Stimulus trajectory, broken down in two parts (A followed by B), adapted from Rochais et al.

(2017).

2) Human-less Visual Attention Test

After being submitted to the human VAT, the same horses were tested again after at least one
month. The attentional abilities of the same horses were estimated again but this time in the
absence of an experimenter to avoid potential effects of human presence (audience effect) on
the horses’ attention behaviour. A 19” (41x26¢cm) LCD screen (Hyundai® X93Wd) was fixated
in the middle part of the horse’s home stall door (1.20m above the ground) (Fig. 2B). The screen
was connected to a computer (DELL® Inspiron minil0) placed outside the stall (i.e. 2m from
the stall) from which a second experimenter (A.H) (no visible by the horse) triggered the

stimulus (a moving green dot, @1cm, its brightness and wavelength were similar to those of the
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laser pointer). This stimulus was a recorded pattern for which both the trajectory and velocity
were identical to those used for the “human” condition.

In order to avoid any bias due to the novelty of the screen inside the stall, 5 days elapsed before
a test for habituation. Tests were conducted during the quiet hours, i.e. between 12:00am and
14:00pm. The screen was fixed on the stall door but no image was displayed (i.e. the screen
was black, switched off) and was removed only when the horse no longer showed any interest
in it (i.e. gaze, exploration with the nose) (mean time required: X=5.1+5.7min; maximum: 20
min).

On test day, after (at least) 2 minutes of habituation to the black screen (switched on) and as
soon as the horse directed its head towards the stall door (when they looked at the stall door for
the first time they were 1 to 2m from it), the experimenter triggered the stimulus which lasted
5 min (i.e. 300s). The horses were tested only once and on the same day, following the same
order and during the same period of the day (between 6:00 am and 8:30am) as for the previous

experiment.

Figure 2: The two the visual attention test contexts: (A) in the presence of a human (from

Rochais et al. [2017]), (B) in the absence of a human (use of a screen).

174



Chapitre 4 — Attention et état interne / Chapter 4 — Attention and internal state

Data recording and analysis (see also Rochais et al. 2017)

The tests were videotaped using a GOPRO® (HERO3+) camera with a large angle (horizontal
field view 170°). The camera was fixed on one side wall of the stall (depending on stall
configuration, but allowing a global view of the horse’s head when it was looking at the screen:
profile or % view) in order to record the stimulus and the horse’s head and neck angle as well
as gaze durations.

Using ELAN © software (Version 5.2), one experimenter (A.H), blind to the horses’ welfare
assessment, transcribed the horses’ behaviour from the videos of the two conditions. All gazing
behaviours (identical between the two conditions) were recorded frame by frame (frame, 0.02s)
using continuous focal sampling (Altmann 1974). A gaze was defined as follows: the horse
looks for at least one second (>1s) at the stimulus (Blois-Heulin 1999). The ‘beginning’ and
‘end’ of a gaze were defined when the horse’s head started to move respectively into or out of
the <45° zone related to stimulus direction (Lampe and Andre 2012). Potential visual laterality
was assessed by recording binocular gazes (the horse’s head and both eyes were oriented
forwards towards the visual stimulus (Fig 2A, B)) and monocular gazes (the horse’s head was
oriented at less than 45° to the right or to the left with its eyes directed towards the visual
stimulus) in order to test any hemispheric bias and hence a difference in valence when stimulus
processing (De Boyer Des Roches et al. 2008). Angles were evaluated with respect to the stall
horizontal plan and to the mid stall door wall where the stimulus was projected.

Following Rochais et al. (2017), the following temporal and structural data were used to
characterize horses’ attention:

(1) Reaction time (in seconds), defined as the time between the first occurrence of the stimulus
and the horse’s first gaze at the stimulus. Reaction time was considered to estimate attentional
capture. Subjects that did not gaze at the stimulus during a test were given a maximum score of

300 s (duration of test).
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(2) Level of attention: two levels were defined: (a) overall visual attention including all gaze
behaviours. Both monocular and binocular gazes were recorded; (b) fixed attention
characterized by the exclusive use of the binocular visual field associated with a total fixity of
the horse’s body (including neck, head, ears and eyes) and both ears pointing towards the
stimulus. Fixed attention thus implies (at least) bimodal sensory mobilization (Waring 2003;
Wathan and McComb 2014).

(3) Temporal parameters of the overall and fixed visual attention were estimated by the

following parameters:

> Duration (in seconds) of each gaze sequence.

> Total duration (in seconds) of gazes at the stimulus (i.e. all gazes during the 5-min test).
Times spent gazing at the stimulus with the left and the right eye were discriminated.

> For fixed attention, we recorded the latency (in seconds) of the first gaze sequence.

(4) The structure of the respectively overall and fixed visual attention was estimated by the

following scores:

>Number of gaze sequences (i.e. number of times a horse gazed at the stimulus during the 5-
min test).

> An index of attention fragmentation calculated as the ratio between number of gaze

sequences and total duration of gazes during the 5-min test (number/s). The index gives an
indication of an individual’s capacities to modify its attention (i.e. ability to shift focus of
attention) and hence of attention-holding process (i.e. how long a subject gazes at a stimulus).

The greater the index, the more the attention was fragmented.
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Welfare assessment & data analysis

Our assessment of horses’ welfare was similar to that used by Stomp et al. (2018) and was based
on an array of validated behavioural (i.e. abnormal repetitive behaviours and aggressiveness
towards humans) and postural indicators (i.e. ear positions while eating and orientation towards
a blind stall wall). All observations and tests were performed by the same trained experimenter
(M.S.) during week days and generally during the quiet hours (i.e. outside teaching activities),
before the two visual attention tests were performed. Two weeks were required to make all the

observations.

e Stereotypic behaviour (SB) and other abnormal repetitive behaviour (ARB) (see table
1y

Horses’ stereotypic behaviour (defined as ‘repetitive behaviour induced by frustration, repeated
attempts to cope and/or brain dysfunction’; Mason et al. 2007) and other abnormal repetitive
behaviours are known to increase with inappropriate living conditions (e.g. Mills 2005) and
chronic stress (Mason and Rushen 2006). Six 10-min observation sessions (i.e. 60 min in all
per horse) were performed when horses were in their home stall. Observations were made
during three time periods (twice for each time period): morning (9:00-11:00am), afternoon
(2:00-5:00pm) and 30 min before meals (favourable for observing abnormal repetitive
movements (e.g. Mills 2005; Fureix et al. 2011; Lesimple and Hausberger 2014). Sampling was
on an all-occurrence basis (e.g. Hafez 1962; Visser et al. 2008), with half of the horses being
observed simultaneously, which means that the behaviours concerned were recorded each time
they occurred and for each horse.
Data recorded were the numbers (per hour) of stereotypic behaviours and other abnormal

repetitive behaviours displayed by each individual.
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Table 1: Type, classification and description of recorded abnormal repetitive behaviours

SB/ARB behavioural description Type | Classification
head tossing / nodding: vertical movements of head and neck motor SB
striking with forelimb: horse hits the door or wall with one of its forelegs motor SB
box walking: repetitive tracing a route within the stable motor SB
cribbing / wind sucking: the horse grasps a fixed object with its incisors, pulls backwards and oral SB
draws air into its oesophagus

head movements (other than head tossing / nodding): movement of the head motor ARB
lip shivering : shivering of the lower lip motor ARB
repetitive displacement of the saddle support on the stall door motor ARB
tongue movements: movements of tongue, inside or outside its mouth oral ARB
repetitive biting: biting a given object in its environment (except the trough) oral ARB
repetitive licking: licking a given object in its environment (except the trough) oral ARB

e Human-directed aggressiveness during human-horse relationship tests

Horses’ aggressiveness is an indication of a negative chronic state resulting from discomfort or

pain for example (Fureix et al. 2010b, 2012a) and it is used in a variety of welfare and pain

scales (e.g. Ashley et al. 2005; reviewed in Hausberger et al. 2016). Social isolation has been

shown to lead to aggressive behaviours towards humans while working for instance (Rivera et

al. 2002). In order to test individual aggressiveness, horses were submitted in their home stalls

to three standardized human-animal relationship tests (e.g. Hausberger et al. 2008; Fureix et al.

2009) presented in the following order: a sudden approach, repeated five times (e.g. Hausberger

and Muller 2002; Rochais et al. 2018a); a motionless person test (e.g. Henry et al. 2006) and an

approach-contact test (e.g. Henry et al. 2005). Data recorded were the total numbers of agonistic

behaviours (including ears laid back, threats and attempts to bite) displayed by horses during

the three tests (as in Fureix et al. 2009; Henry et al. 2017).
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e Ear backwards while feeding in stall
Ears pointing backwards are associated with a horse’s negative emotional state including pain
(e.g. Ashley et al. 2005; for a review: Hausberger et al. 2016) or agonistic interactions (e.g.
Waring 2003). Observations were made in the stables in calm conditions (outside pellet meal
times, on a day off work, between 2 and 5 pm, no wind). In order to have homogeneous
conditions, the observer recorded ear positions only when the horse showed no reaction (i.e. no
change in behaviour) in a single context: the horse was foraging on hay, straw or grass, head
down. This context has been shown to be a reliable context for assessing welfare (Fureix et al.
2010a; Lesimple et al. 2016; Henry et al. 2017). Four ear positions were defined: forwards,
backwards, sidewards and asymmetrical (for details see: e.g. Lesimple et al. 2016). Ear
positions while feeding were recorded using instantaneous scan sampling (Altmann 1974) with
a scan every 2 minutes for 30 minutes (i.e. 16 scans). Two sessions, one in the morning, one in
the afternoon, were conducted per individual during two consecutive days during quiet hours
when all the horses were eating, yielding 64 scans per horse. The percentages of scans including

backwards ear positions were calculated for each horse.

e Orientation towards the stall wall
Orientation towards the stall wall has been shown to reflect a lack of interest in their
environment related to a desire to “switch off” and avoid contact with people and has been
associated with potential health (e.g. anaemia) problems (Hausberger et al. 2016). The horses’
orientations in their home stalls were recorded using instantaneous scan sampling (Altmann
1974) for 30 minutes with 2-min intervals (i.e. 16 scans), outside feeding times, as follows:
towards either a blind wall (back wall, partitions) or outside (window or door top). Two
sessions, one in the morning, one in the afternoon, were conducted per horse on two consecutive
days (64 scans per horse). The percentages of scans including orientation towards a blind wall

outside feeding time were calculated.
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e Opverall welfare assessment
We calculated, for each horse, a total chronic stress score (TCSS) adapted from Hausberger et
al. (2012) and Henry et al. (2017) reflecting the level of alteration of its chronic welfare state
(see also Stomp et al. 2018). TCSS calculation consisted in ranking the horses according to: 1)
the number of human-directed aggressive responses during the three human-horse relationships
tests, 2) the number of abnormal repetitive behaviours (including stereotypies) displayed in an
hour, 3) the percentage of scans with ears backwards while feeding, and 4) the percentage of
scans when facing the wall outside feeding times. For all of these variables, the higher the value,
the poorer the welfare state and the higher the rank attributed to the horse. TCSS was then
computed by adding up the four calculated ranks for each horse, so that in the end, the higher

the horse’s TCSS poorer its welfare.

Statistical analysis

As data were not normally distributed, we used nonparametric statistical tests (Siegel and
Castellan 1988).

We calculated the individuals’ inter-variability for each attentional characteristic using the
coefficient of variation (CV = standard deviation/mean x 100) (Barlow 1968). We estimated
sex effect on each attentional parameter using Mann-Whitney tests. No breed effect could be
tested due to insufficient number of individuals of each breed.

We applied Wilcoxon tests to evaluate the impact of test conditions (i.e. human vs human-less
VAT) on the attentional collected data.

The relationships of each attention parameter analysed in both test conditions (e.g. time to react

to the stimulus displayed on the door in the human VAT and time to reaction to the stimulus
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displayed on the screen during the human-less VAT) were investigated using Spearman’s
correlation tests.

Spearman’s correlation tests were also conducted to test: (1) the effect of individuals’ age on
the attention parameters; (2) the influence of the time spent in the facility on the attention
parameters; (3) relationships between attention variables measured in each condition and the
horses’ welfare state parameters.

All statistical analyses were conducted using R software 3.3.1 (alpha threshold set at 0.05).

RESULTS

1) Global horses attention’s characteristics (Table 2)

Human VAT

All horses gazed at least once at the stimulus displayed with the laser. Reaction times were short
(6 of the 9 horses gazed at the stimulus within the first 5 seconds of a test).

Total attention durations ranged from 58 to 290s and the numbers of attention sequences ranged
from 6 to 46 with a mean duration of sequences between 3.7 and 48.4s. Horses’ fragmentation
indices ranged from 0.02 to 0.26. All horses showed at least one sequence of fixed attention.
Total durations of fixed attention varied between 44 and 65s including 1 to 21 fixed attention
sequences. The fragmentation indices varied between 0.07 and 0.3. In all cases, no laterality
effect was found for the total gaze durations for the left or right eye (Wilcoxon test, N=9, V=23,
p=0).

Coefficients of variation of the overall and the fixed attention parameters were low for total
duration data, numbers of sequences and indices of fragmentation (ranging from 37% to 70%),
moderate for overall attention sequence durations (115%), but they were high for reaction times

(189%) and latencies for the first sequence of fixed attention (204 %).
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Human-less VAT

All horses gazed at least once at the stimulus displayed on the screen. Reaction times were
short (7 of the 9 horses’ first gaze at the stimulus occurred within 5 seconds).

Total overall attention durations varied between 23 and 300s and the number of attention
sequences ranged from 1.0 to 70.0 with sequence durations ranged from 1.8 to 59.8s. Horses’
indices of fragmentation ranged from 0.01 to 0.54. All except one of the horses presented at
least one sequence of fixed attention. Total durations of fixed attention varied between 3.1 and
61.9s; numbers of fixed attention sequences during this time ranged from 1.0 to 23.0 with
durations ranging from 1.5 to 5.6s. Fragmentation indices varied from 0.17 to 0.64.
Coefficients of variation (CV) of overall and fixed attention parameters ranged between 55%
and 135%. Again, CVs of reaction times as well as of latencies of first fixed attention sequences
were higher (reaction time: 215%; latency of first fixed attention sequence: 147%). No laterality
effect was found for the total gaze durations with the left or the right eye (Wilcoxon test, N=9,
V=25, p=0.82).

No sex differences were found for the overall or the fixed attention parameters (Mann Whitney
tests, Nr=3, Nm=6, p>0.05). No correlations were found between horses’ age and the different
attentional characteristics whatever the condition and the level of attention tested (Spearman

correlations, p>0.05 in all cases).
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Table 2: Attentional characteristics of the two conditions. Wilcoxon tests: p=0.05 T,

p<0.05%,
Overall attention
Reaction time (s) Number of sequences (n) Duration sequences (s) Index of fragmentation (n/s) Total duration (s)
Human | Human-less | Human Human-less | Human | Human-less | Human | Human-less Human | Human-less
mean+SE | 0.3+0.6 0.4+09 244+114 23122 |119+13.8| 13.7¢18.6 | 0.1+0.06 0.140.1 2077771 | 177+124.1
CV(%) 2004 215.8 47 952 1159 135.8 484 833 371 70.1
Min 0 0 6 1 37 1.8 0.02 0.01 582 237
Max 1.6 26 46.6 70 484 59.8 02 0.5 2909 300
Wilcoxon V=3, p=1 V=15,p=04 V=25,p=0.8 V=30,p=04 V=19, p=0.7
test
Fixed attention
Latency (s) Number of sequences (n) Duration sequences (s) Index of fragmentation (n/s) Total duration (s)
Human | Human-less Human Human-less | Human | Human-less | Human Human-less Human | Human-less
mean+SE | 6.8+139 | 63.6+939 9.34+6.5 7£719 5.5433 2417 | 02£0.09 04+0.22 4444288 | 17.8£23.1
CV(%) 204.5 147.7 70.5 113.8 59.8 73.5 449 559 65 117.8
Min 0 0 1 0 24 0 0.07 0 10.1 0
Max 42.1 96.9 216 23 13.6 56 0.3 0.6 98.6 619
Wilcoxon V=39,p=005T V=19, P=0.7 V=5, p=0.03* V=37, p=0.09 V=8, p=0.09
test

2) Variations of horses’ attentional parameters in relation to the presence

or absence of a human during tests

Some attentional parameters presented differed significantly between the two contexts: 1) mean

durations of fixed attention sequences were significantly higher in the presence (X=5.543.3s)

than in the absence of a human (X=2.4+1.7s) (V=5, p=0.039) (Fig. 3). 2) The first sequence of

fixed attention tended to occur more rapidly in the presence (X=6.8+13.9s) than in the absence

of a human (X=63.6£93.9s) (V=39, p=0.054). Thus, horses displayed fixed attention more

quickly and in longer sequences when a human was present. Besides, inter-individual
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variabilities were lower in the human than in the human-less VAT for all parameters, except
reaction times (Wilcoxon test, N=8, V=36, p=0.007) (Tab. 2).

The other attentional parameters were similar in both cases. Thus, we evidenced no significant
differences for reaction times (Wilcoxon test, N=9, V=3, p=1) or other parameters (15<V<30,
a.4<p<0.8) of overall attention. Moreover, median durations of overall attention sequences with
the laser and with the screen were positively correlated (Spearman correlation, N=9, r=0.7, p=
0.04). Moreover, no visual laterality could be evidenced in both cases (left: Xhuman=35.9+£34.5;

Xhuman-]ess:26.3i27.5, V:17, p:O.57; I‘ightl Xhuman:30.3i40.3; Xhuman-less:30.9i44.9, V:28,

p=0.18).
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Figure 3: A: durations of fixed attention sequences (mean) and B: latency to show fixed

attention (mean) in relation to test context. Wilcoxon tests: p=0.05 7', p<0.05%.

In addition, we found that both the total durations and the numbers of fixed attention sequences
(Spearman correlations, N=9, r=0.84, p=0.004; r=0.74, p=0.02 respectively) for the human-less
context were positively correlated with times spent by the horses in the facility: the longer the

horses had been in the facility, the more fixed attention they displayed in the VAT.
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3) Horses’ attentional parameters and welfare state

No correlations were found between the attentional parameters obtained in the human VAT and
the horses’ welfare state (Spearman correlations, p>0.05 in all cases), but the latencies of the
first sequence of fixed attention were negatively correlated with TCSS (r=-0.72, p=0.03). Thus,
the lower a horse’s welfare state, the faster it paid attention to the stimulus.

On the contrary, significant correlations were found between attentional parameters in the
screen VAT and welfare parameters: 1) the less time the horses spent with ears backwards
outside the tests, the less time they spent looking at the test stimulus (Spearman correlation,
N=9, r=0.66, p=0.05), the higher their fragmentation index (r=-0.66, p=0.05), the shorter their
latency for fixed attention (r=0.7, p=0.03); 2) the less time they spent performing stereotypic
behaviours outside tests, the less time they spent in fixed attention, (r=0.68, p=0.04) (Fig. 4);
3) a tendency was observed for TCSS: the lower TCSS, the higher a horse’s fragmentation
index (r=-0.65, p=0.06). Thus, horses with less welfare problems paid more attention (overall)
to the stimulus and their attention was more fragmented, i.e. alternating attention, contrary to
stereotypic horses that performed more fixed attention.

No correlations were found between the numbers of aggressive behaviours directed towards a

human and the horses’ attention, for both contexts.

185



Chapitre 4 — Attention et état interne / Chapter 4 — Attention and internal state

(o]
wn - ]
~
w2
A
o ¥
S r=0.68, p=0.04*
=
S o
Y
5
"O [«
_— °
[ae1 8
o ° .
= -
o - (o]
T T T T T I
0 10 20 30 40 50

Occurrences of stereotypies (number/h)

Figure 4: Correlation between total durations of fixed attention and occurrences of

stereotypic behaviours. Spearman correlation.

DISCUSSION

Our results of attentional tests performed with or without a human suggest, first an “audience
effect”: these riding school horses paid more fixed attention to the visual stimulus, inter-
individual variations were smaller when a human was present than when tested alone. Second,
in fact, only the horses’ attentional performances recorded scored during tests in the absence of
a human were correlated with their welfare state (evaluated outside the test). The attention of
horses in a better welfare state was more fragmented.

The presence of a human during VAT was associated with greater and more rapid fixed
attention paid to a visual stimulus in their stall. Since humans are an integral part of domestic
horses’ environment and they interact daily with them, in particular when working in riding
schools, it is not really surprising that human presence has an impact on horses’ cognitive
processes. Horse-training and education are essentially based on human instructions. From
early age horses are so used to respond to human demands that they are even able to perceive

subtle human signals and the human’s attentional state (body postures: Pfungst 1911; Krueger
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et al. 2011; Leblanc 2010; gaze: Proops and McComb 2010; Sankey et al. 2011; body
orientation: Malavasi and Huber 2016). Moreover, riding school teachers expect their
instruction horses to be focused on the task and to show as little interest as possible in other
aspects of their environment (Rochais et al. in prep). Therefore, domestic horses may become
conditioned to “concentrate” on a stimulus pointed out by humans (here the laser). This
hypothesis is supported here by the correlation showing that the longer the horse had been in
the facility (i.e. the longer it had been used for work with humans), the more it paid attention
(duration and number of sequences). In this way it seems that by their mere presence, humans
affected the horses’ cognitive characteristics. This “audience effect” was primarily investigated
in humans: many reports concluded that the passive presence of other individuals can modify
another subject’s behaviour, such as decreasing its food intake (Roth 2000) or increasing time
spent near a supermarket shelf (Luck and Benkenstein 2015) and can in particular reduce stress
and increase performance during a simple cognitive task (e.g. Kamarck et al. 1990; Bowman et
al. 2013) or, on the other hand, increase stress and decrease performance when the task is
complex (Zajonc 1965). This trait has been described for non-human animals mostly in the
framework of vocal communication (e.g. Karakashian et al. 1988; Striedter et al. 2003;
Zuberbiihler 2008): primates can modulate signal production according to the identity of the
other individuals present (e.g. Marler et al. 1991; Slocombe and Zuberbiihler 2007), but reports
of an “audience effect” for non-primates mammals (e.g. le Roux et al. 2008) are still scarce.
However, dogs can modify their behaviour during cognitive tasks in presence of a human (Hare
et al. 1998; Miklési et al. 2003; Horn et al. 2012). Studying avalanche search dogs, Diverio et
al. (2017) suggested that they perceived humans’ presence and attention as a positive
reinforcement and, as a consequence, as a source of motivation to answer the cognitive demand.
While the presence of a human seems to induce more focused general attention to an external
visual stimulus, the same stimulus elicited different attentional responses according to the

horses’ intrinsic characteristics (i.e. welfare state) when no humans were present. Earlier studies
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found relationships between attentional characteristics and welfare in the absence of any human
interference (Rochais et al. 2016a, b). Here, in the absence of a human horses in better welfare
states showed a higher fragmentation of their attention reflecting a more mobile attention with
short gaze sequences thus confirming previous findings (Fureix et al. 2012b; Rochais et al.
2016a, b). Rochais et al. (2016b), exploring the attentional abilities of depressive-like horses,
pointed out the difficulties these horses had to react to relevant stimuli (e.g. vocalisations of
different species) in their environment. Similarly, attention (i.e. lower attentional engagement)
of horses suffering from chronic back disorders was reported (Rochais et al. 2016a). Here,
particularly long overall and fixed attention paid to the stimulus by horses in poor welfare states
(as shown by their predominant backwards ear position, e.g Hausberger et al. 2016; Lesimple
et al. 2016) could be considered related to an attentional disorder as a result of a compromised
welfare state. The fact that stereotypic horses’ fixed attention was unusually long confirms this
assumption. Attention plays the role of a filter of the sensory information available in the
environment (Broadbent 1958), implying a inhibition of non-relevant stimulations
(Maquestiaux 2017). Inappropriate living conditions are known to lead to injurious effects on
cognitive and especially learning abilities, particularly if these conditions are present during a
premature life period (rats: Harati et al. 2011; zebra finches: Brust et al. 2014). For instance,
authors pointed out that horses showing stereotypic behaviours showed decreased or altered

learning performances in (e.g. Hausberger et al. 2007; Parker et al. 2008).

In conclusion, this study shows that human audience can have an effect on a domestic animal’s
attentional engagement in its (non-human) environment. It also confirms that a link exists
between welfare and cognitive abilities, but that this may be less obvious when attention is
influenced by human presence. More studies with larger numbers of horses and also types of
horses (and of working conditions) are needed before any definite conclusion can be made.
Maybe the presence of a human is appropriate when evaluating work-related aspects (e.g.

prediction of attention at work) as shown by temperament studies (Le Scolan et al. 1997; von
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Borstel et al. 2011) whereas the absence of a human is required to evaluate intrinsic individual
characteristics. At this stage, we suggest that the “classic VAT” (Rochais et al. 2017) is renamed
“human VAT” and consequently “human-less VAT” is renamed “screen VAT”. Both tests
appear relevant and applying both would be particularly more informative of horses’ individual

characteristics.
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DISCUSSION

A travers ces deux études mélant attention et état émotionnel positif immédiat d’une
part, et attention et état chronique d’autre part, nous avons tenté d’évaluer la nature des liens

existants entre attention et état interne chez le cheval.

L’un des aspects majeurs de ce travail est la mise en évidence de profils
électroencéphalographiques d’activité cérébrale combinant état attentionnel et état émotionnel.
En effet, nous avons pu constater en premier lieu une prédominance des ondes béta (ondes
rapides, 12-30Hz), mais surtout théta (ondes lentes, 3-8Hz), lors de I’exposition des chevaux
aux différents stimuli, positif, négatif ou ambigus, de notre tache spatio-cognitive. Ceci va dans
le sens d’une implication des ondes béta en réponse a une stimulation générant une
augmentation de I’excitation (Crone et al., 1998) et du rdle des ondes théta lors du traitement
de taches cognitives complexes (Asada et al., 1999). Contrairement a notre €tude, une
implication majeure des ondes gamma a été décrites par Rochais et al. (2018b) lors
d’enregistrements réalisés chez des chevaux au cours d’un test d’attention visuelle (VAT), alors
que la production d’ondes théta n’était pas mentionnée. Ces différences pourraient s’expliquer
par le fait qu’aucune émotion particuliere n’ait ét€¢ générée par 1’apparition de la lumiere d’un
pointeur laser lors du VAT (stimulus neutre, non associé a une potentielle conséquence),
contrairement aux stimuli de notre dispositif expérimental. Ce point essentiel semble alors
évoquer que la production de théta suite a la sollicitation d’une attention soutenue soit catalysée
par un éveil émotionnel (emotional arousal). Cette hypothese avait déja été évoquée chez
I’Homme a ’occasion d’une étude menée sur I’activation cérébrale (EEG) en réponse a la
diffusion de musiques plus ou moins plaisantes. Les chercheurs avaient en effet décelé une
augmentation particuliecrement importante des ondes théta lors de la deuxieme partie du
morceau, moment ou I’intensité émotionnelle était plus élevée, suggérant alors qu’une émotion

de plus forte intensité était probablement nécessaire a la production des ondes théta (Sammler
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et al., 2007). Ces résultats semblent ainsi confirmer I’existence d’interconnexions entre
attention et émotion. Un éveil émotionnel positif associé a une forte motivation apparait alors
stimuler un haut niveau d’attention chez 1’individu et promouvoir la production d’ondes théta,
déja décrites lors de taches nécessitant une attention particulicrement soutenue (e.g. « matching

task », Gevins et al., 1997; détections d'erreurs, Luu et al., 2004).

D’un point de vue fondamental, ces découvertes permettent d’ouvrir le champ d’horizon
concernant le traitement cérébral des émotions, jusqu’a présent essentiellement centré sur
I’activité des ondes alpha du fait de son activité inversement corrélée a 1’activation cérébrale
(Aftanas et al., 1996; Davidson, 1995). Nous avons, en effet, pu observer des modulations
d’activité hémisphérique concernant les ondes béta et théta en fonction de I’ambiguité et de la
valence des stimuli. Une inversion hémisphérique de production des ondes théta et béta a été
observée selon la valence, positive ou négative, des stimuli ambigus : face au stimulus ambigu
positif, une proportion dominante des ondes théta a été enregistrée dans 1’hémisphere gauche
et des ondes beta dans I’hémisphere droit, tandis que I’exact opposé a été observé dans le cas
du stimulus ambigu négatif. Ce résultat supporte la théorie de la valence hémisphérique
supposant un biais d’activation a gauche pour les stimuli positifs et les comportements
d’approche (Davidson, 1995). Par ailleurs il confirme 1’implication des ondes théta dans le
traitement de stimuli positifs (Aftanas et Golocheikine, 2001; Sammler et al., 2007). Ainsi, une
activation majoritaire des ondes théta, particuliérement dans I’hémisphere gauche, semble étre

indicatrice d’un état affectif positif associé a une attention soutenue.

Parallelement, nos travaux ont permis de révéler une variabilité des caractéristiques
attentionnelles des individus selon leur état de bien-étre. Il semblerait qu’une altération de 1’état
chronique soit associée a une plus grande fixité des séquences d’attention, c’est-a-dire une
diminution de la fragmentation de 1’attention, particulierement exprimée chez les individus
stéréotypiques. A l’inverse, plus les chevaux étaient en bien-étre, plus leur attention était

fragmentée. Une attention plus mobile avait déja été constatée chez des chevaux exempts de
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mal de dos par rapport a ceux souffrant de problemes vertébraux (Rochais et al., 2016a), alors
que Fureix et al (2012b) ont décrit une fixité inhabituelle du regard associée a une fixité des
oreilles, orientées vers 1’arriére, chez des chevaux montrant des symptdmes de dépression. De
méme, chez ’Homme, de nombreuses études ont caractérisé une fixité du regard chez des
patients atteints de dépression (e.g. Starkstein et al., 1996; pour une revue : Carvalho et al.,
2015). Ce trouble attentionnel pourrait entrainer de plus faibles compétences cognitives des
individus suite a un retrait sensoriel. Un état de mal-étre peut effectivement engendrer une
diminution des capacités cognitives et une baisse des performances a ét¢ démontrée chez des
chevaux stéréotypiques (e.g. Hausberger et al., 2007; Parker et al., 2008). Par conséquent, il
semblerait que le test d’attention visuelle, s’il est réalisé en absence d’un humain, soit un outil
de mesure efficace et rapide de I’état de bien-étre des chevaux. Un effet d’audience a été observé
lors de notre test réalisé avec un expérimentateur présent a I’intérieur du box. Dans ce contexte,
les caractéristiques attentionnelles mesurées seraient davantage indicatives des capacités

attentionnelles des individus au travail (i.e. attention médiée par I’homme).

L’ensemble des conclusions tirées a travers ce chapitre prouvent I’intérét de considérer
les capacités cognitives, et particulierement 1’attention, lorsque I’on souhaite évaluer 1’état
interne d’un individu. Elles ouvrent par ailleurs de nouvelles perspectives méthodologiques qui

pourront permettre d’améliorer nos connaissances a ce sujet.
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5. Ebrouement et état interne

INTRODUCTION

Les signaux acoustiques sont considérés comme I’expression de 1’état interne
(émotionnel) d’un individu (Seyfarth et Cheney, 2003) du fait du role prédominant du systéme
limbique (e.g. thalamus), sicge des émotions, dans leur production (Jiirgens, 2009; Papousek et
al., 1992), mais aussi puisqu’ils se produisent spontanément ou suite a un événement extérieur
(Grandin, 1998). Weary et Fraser (1995) suggerent méme que les signaux acoustiques seraient
dans certaines conditions des « signaux honnétes » (Grafen, 1990; Zahavi, 1987) traduisant de
maniére fiable les besoins de I’individu (e.g. alimentaires, sexuels). Les signaux acoustiques, et
plus particulierement les vocalisations, sont donc amplement étudiés depuis plusieurs années
dans le but de mesurer 1’état émotionnel immédiat des animaux, voire méme leur état de bien-
étre en fonction de la régularité ou de la fréquence d’émission de ces signaux (Dawkins, 1998).
Ainsi, de nombreuses études ont déja mis en évidence des vocalisations associées a des états
émotionnels négatifs immédiats tels que la peur ou I’anxiété (e.g. rats : Jelen et al., 2003; porcs
: von Borell et al., 2009; pour une revue sur porcs, vaches et poules : Manteuffel et al., 2004),
ces dernieres étant produites par exemple dans des contextes de séparation sociale (e.g. chevres
: Siebert et al., 2011; marmosets Callithrix jacchus : Yamaguchi et al., 2010; phoques
Leptonychotes weddellii : Collins et al., 2011) ou lors de rencontres hostiles entre deux
individus (e.g. chauves souris Megaderma lyra : Bastian et Schmidt, 2008; renards argentés :
Gogoleva et al., 2010). En parallele, les recherches concernant les vocalisations induites cette
fois par des émotions positives sont de plus en plus nombreuses. Ainsi, chez le rat, une
production d’ultra-sons (50 kHz) a été mise en évidence en réponse a des « chatouillements »
d’un expérimentateur (Burgdorf et al., 2011; Knutson et al., 2002), certains auteurs ont alors
suggéré que ces vocalisations pourraient étre assimilées au rire humain accompagnant le jeu

(Panksepp et Burgdorf, 2003). Depuis I’émergence de ces travaux, d’autres études ont proposé
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que certaines vocalisations étaient 1’expression directe d’émotions positives (e.g. porcelets :
Leliveld et al., 2016; microcebes Microcebus murinus : Scheumann et al., 2007) et ont
démontré, de maniere intéressante, que les parametres acoustiques (e.g. durée, fréquence,
amplitude) variaient en fonction de la valence et/ou de I’intensité¢ de 1’état émotionnel de
I’animal (singes écureuils Saimiri sciureus : Fichtel et al., 2001; singes de 1'ancien monde :
Lemasson et al., 2012; éléphants Loxodonta africana : Soltis et al., 2011; porcs : Tallet et al.,
2013 ; pour une revue : Briefer, 2012), reprenant ainsi la théorie énoncée par Morton (1977)

sur le lien entre état motivationnel et structure acoustique.

Bien que tres peu étudiés jusqu’a présent, les sons non-vocaux (i.e. n’impliquant pas les
cordes vocales) apparaissent particulierement intéressants : en effet, chez plusieurs especes, y
compris I’Homme, certains sons spécifiques sont expressément produits dans des contextes
positifs. A titre d’exemple, les soupirs sont produits, chez I’ Homme (Vlemincx et al., 2009) et
le rat (Soltysik et Jelen, 2005), chez des individus libérés d’une situation stressante. La
production de ronronnements a également été décrite chez plusieurs especes de félins, en milieu
naturel ou domestique, lors de contextes socio-positifs ou lors de stimulations tactiles agréables
(Bradshaw et al., 2012; Kiley-Worthington, 1984; Peters, 2002; Yeon et al., 2011), associant
ainsi les ronronnements a un état de « plaisir » (Kiley-Worthington, 1984). De fagcon similaire,
chez différentes especes de primates, des ronronnements sont produits par les jeunes lors de
toilettages mutuels avec leur mere (microcebes : Scheumann et al., 2007; capucins : Gros-Louis
et al., 2008). Enfin, chez différentes especes de périssodactyles, des « snorts » (i.e. sons produits
par la libération de I’air par les naseaux) ont été enregistrés au cours de sessions de contacts
rapprochés entre mere et jeune (i.e. toilettage mutuel) (tapirs Tapirus Terrestris : Montenegro,
1998), d’activités alimentaires (rhinocéros Ceratotherium simum : Linn et al., 2018; Policht et
al., 2008), ou encore de repos (raton laveur Procyon lotor Linnaeus : Sieber, 1984). De méme
que pour les vocalisations, certains auteurs ont mis en évidence des variations dans la structure

acoustique de ces signaux acoustiques non-vocaux en fonction de 1’état interne de I’animal (e. g.
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présence graduelle de pulsations en fonction de la tranquillité de 1’individu) (singes écureuils :

Fichtel et al., 2001; Jiirgens, 1979; guépards Cheetah Acinonyx jubatus : Volodina, 1997).

Chez le cheval (genre Equus), il est bien connu que le type de vocalisations émis varie
selon le contexte (e.g. hennissement lors de séparation sociales, nickers en contexte alimentaire)
(chevaux domestiques : Kiley, 1972; Waring, 2003 : Maigrot et al., 2017) et qu’il existe, par
ailleurs, un encodage de I’état émotionnel selon les caractéristiques acoustiques de la
production vocale (chevaux domestiques : Briefer et al., 2015a; Rubenstein et Hack, 1992;
chevaux de Przewalski : Alberghina et al., 2016). Trois types de sons non-vocaux ont été décrits
chez le cheval domestique : le soufflement (blow), le ronflement (snore) et 1’ébrouement
(snort). Tous les trois ont en commun le fait de résulter du passage de 1’air dans les naseaux.
Par contre, alors que le ronflement est composé de phases d’inhalation et d’expiration, le
soufflement et 1’ébrouement en revanche consistent uniquement en une expiration forcée de
I’air. Malgré des structures acoustiques différenciables, de nombreuses confusions existent
encore aujourd’hui en ce qui concerne la terminologie de ces productions sonores et leurs
fonctions : souvent, les termes d’ébrouement et soufflement sont injustement intervertis (e.g.
Dyson et al., 2018; Christensen, 2013; Wolff et al., 1997). Si le soufflement et le ronflement
sont produits en concomitance de réactions de peur face a un objet nouveau par exemple,
I’ébrouement est décrit a ce jour comme ayant uniquement une fonction hygiénique, i.e.

permettant de nettoyer les naseaux du mucus et des poussieres (Kiley, 1972; Yeon, 2012).

Compte tenu du lien apparent entre sons non-vocaux et état interne (positif ou négatif)
chez plusieurs especes (de périssodactyles notamment), nous examinerons au cours de ce
chapitre la possibilité que 1’ébrouement soit chez le cheval un indicateur d’émotions positives.
Dans un premier temps, nous tenterons de clarifier les contextes d’émission de 1’ébrouement
afin d’appréhender 1’état émotionnel immédiat associé¢ a cette production sonore. Nous
évaluerons également en paralléle 1’état de bien-€tre des chevaux vivant en conditions, plus ou

moins restreintes (et donc plus ou moins favorables au bien-étre), afin d’étudier si la fréquence
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d’émission de ce signal acoustique peut étre modulée par 1’état chronique des individus (article
5). Dans un deuxieme temps, nous détaillerons la structure acoustique des ébrouements afin de
tester si certains paramétres varient en fonction de la valence ou de l’intensité de 1’état
émotionnel (article 6). Enfin, nous testerons 1’utilisation de cet indicateur dans un contexte
pratique d’équitation en mettant directement en lien production d’ébrouements et postures du
couple cheval/cavalier , connues pour impacter (e.g. position du cavalier) ou étre le reflet (e.g.
posture du cheval) de I’état émotionnel et chronique du cheval (Lesimple et al., 2010; Ludewig

et al., 2013; von Borstel et al., 2009) (article 7).

211



Chapitre 5 — Ebrouement et état interne / Chapter 5— Snort and internal state

Synthése de Particle 5
Question

Les indicateurs d’émotions positives chez 1’animal sont encore rares et les quelques marqueurs
comportementaux et physiologiques proposés s’averent plutot ambigus, notamment chez le
cheval. Des études ont mis en évidence un lien entre signaux acoustiques et état interne de
I’animal. Cependant, peu d’entre-elles concernent des émotions positives et encore moins
considerent des sons non-vocaux. Or, des travaux chez plusieurs especes, dont certains
périssodactyles, ont évoqué un lien particulierement intéressant entre production de ces sons
non-vocaux et contextes positifs. Nous avons ainsi €émis I’hypotheése que tel pouvait étre aussi
le cas chez le cheval. En effet, des observations spontanées nous ont permis de constater que
I’ébrouement (i.e. son plus ou moins vibré produit par 1’expiration forcée de 1’air par les
naseaux) était plus produit a la fois chez certains individus et dans certains établissements aux
conditions plus favorables au bien-étre du cheval, et ce sans lien apparent avec les conditions
de I’air. Nous avons ainsi supposé que 1’ébrouement pourrait refléter 1’état affectif de 1’animal
a la suite d’un changement physiologique lié a une excitation positive.

Méthodes

Nous avons observé 48 chevaux vivant dans des conditions trés opposées, avec d’un coté 11
chevaux de loisir évoluant en conditions semi-naturalistes (i.e. en groupe stable au pré toute
I’année), et, de 1’autre, 37 chevaux de centre équestre vivant en conditions plus restreintes (i.e.
box individuel, alimentation a base de concentrés, peu de sorties au pré). Le contexte
environnemental immédiat (e.g. box/pré), ainsi que 1’activité comportementale et la posture
(e.g. position des oreilles) du cheval, associés a la production des ébrouements, ont été relevés.
En parallele, une évaluation de 1’état de bien-étre des individus a été réalisée en mesurant des
indicateurs comportementaux (e.g. taux de stéréotypies) et posturaux (e.g. position des oreilles
en alimentation) validés.

Résultats

Les résultats ont montré que : (1) la production d’ébrouements était significativement associée
a des situations connues pour étre positives pour les chevaux (e.g. en alimentation au pré) et a
un état interne positif (i.e. oreilles en position avant ou sur le coté) ; (2) les chevaux de centre
équestre ont produit jusqu’a deux fois plus d’ébrouements au pré qu’au box ; (3) les chevaux
de la population « naturaliste » ont produit significativement plus d’ébrouements que les
chevaux de centre équestre dans des contextes comparables ; (4) la fréquence de production des
ébrouements était négativement corrélée au score total de stress chronique : plus le score de
stress chronique était faible (reflétant un état de bien-étre), plus le taux d’ébrouements produits
était important.

Conclusion

L’ensemble des résultats semblent indiquer que la production d’ébrouements est favorisée par
un contexte et un état interne positifs. De plus, il apparait que la production d’ébrouement est
modulée par 1’état de bien-étre : un individu en état de bien-€tre, qui de fait a plus de chances
de ressentir des émotions positives récurrentes, produit plus d’ébrouements qu’un individu avec
un état de bien-Etre altéré.
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Abstract
Indicators of positive emotions are still scarce and many proposed behavioural markers have proven

ambiguous. Studies established a link between acoustic signals and emitter’s internal state, but few related
to positive emotions and still fewer considered non-vocal sounds. One of them, the snort, is shared by
several perrisodactyls and has been associated to positive contexts in these species. We hypothesized that
this could be also the case in horses. In this species, there is a clear need for a thorough description of non-
vocal acoustic signals (snorts, snores or blows are often used interchangeably) but overall this sound
produced by nostrils during expiration has up to now been mostly considered as having a hygienic function.
However, observations revealed that snorts were produced more in some individuals than in others, without
relationship with air conditions. We observed 48 horses living in two “extreme” conditions: restricted
conditions (single stall, low roughage diet) and naturalistic conditions (stable groups in pasture). The
immediate place (e.g. stall/pasture) and the behavioural/postural (behaviour performed/ears positions)
contexts of snort production were observed. We additionally performed an evaluation of the welfare state,
using validated behavioural (e.g. stereotypies) and postural (e.g. overall ears positions) welfare indicators.
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The results show that 1) snort production was significantly associated with situations known to be positive
for horses (e.g. feeding in pasture) and with a positive internal state (ears in forward or sidewards
positions), 2) the riding school horses produced twice as many snorts when in pasture than in stall, 3) the
naturalistic population emitted significantly more snorts than riding school ones in comparable contexts, 4)
the frequency of snorts was negatively correlated with the composite total chronic stress score (TCSS,
reflecting compromised welfare based on the horse’s rank on the different indicators): the lower the TCSS,

the higher the snort rate. Snorts therefore appear as reliable indicators of positive emotions.

Introduction

Assessing positive emotions in animals is important in the current developments on animal welfare
[1]. It can help to define the situations perceived as more favourable by animals and to promote
positive practices. Because emotions are short-lived (e.g. [2]), they correspond to an

Competinginterests: The authors have declared that no competing interests exist.

immediate internal state. However, there are still difficulties to measure them. Because animals in
altered welfare are more prone to perceive negatively situations [3], finding reliable indicators of
positive emotions may be a challenge in animals living in sub-optimal conditions. Indeed, emotions
and their resulting behavioural and physiological components are often studied through or using
experimental situations created and supposed to induce them, without checking the animals’
perception of the presumed positive situation itself. Thus physiological markers often give
contradictory results. Heart rate frequency increases during food anticipation (a supposed positive
condition: [4]), but decreases during a grooming simulation (interpreted as a relaxing positive event:
[5,6]) in horses; cortisol concentration may increase or decrease during access to a food reward in
pairs (pigs: [7]) and during positive interactions with humans (dogs: [8]), and its validity as a stress
marker may vary between acute and chronic stress (e.g. [9,10]).

Some behavioural indicators of positive emotions have been proposed, such as the behaviours
(minks: [11]; silver foxes: [12]) or vocalizations (pigs: [13]) expressed during the anticipation phase of
a reward or meal, as revealing the expectation by animals of positive events. However, many of the
behavioural components expressed in the anticipation context are ambiguous (e.g. yawning,
stereotypic behaviours) (horses: [14,15]; elephants: [16]; cheetahs: [17]) and in any case reveal high
intensity emotions reflected by agitation and rapid behavioural transitions [15,18]. Play behaviour
has also been proposed and may reflect a transient positive state but it is an ambiguous indicator in
adults as revealed by studies on horses and monkeys [19,20]. This behaviour may reflect a “coping
mechanism” to unexpected events, learnt during situations inducing a loss of control caused by the
individual itself [21]. It may also act in reducing social tensions [22]. Also, for most authors, only high
intensity positive emotions are considered (e.g. social play: [1,18]; playful manual tickling: [23,24]).
Thus it is rarer to find studies which mention indicators of lower intensity and less ambiguous
positive emotions (e.g calm attention: [25]) and the search for clear visible indicators of positive
emotions remains largely open.

Although there have been many studies relating acoustic signals and emotions, very few have
broached the question of possible acoustic indicators of positive emotions (elephants: [26]; silver
foxes: [27]; humans: [28]). Moreover, the few existing studies are often based on ambiguous states
such as the anticipation of events (e.g. [29]). Non-vocal signals have rarely been investigated in this
context but the few studies carried out on non-vocal sounds suggest a fairly close connection
between acoustic production and internal state. Purring for example, considered by most authors as
non-vocal sounds [30], is a well-known example of an acoustic cue mostly related to positive events,
PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898 July 11, 2018 215/ 426




o~ ®
‘@ PLOS | one N
e Snort reflects positive emotions

being produced in mammals in a ‘relaxed, friendly and probably reassuring/soothing mood’, playing
the role of a contact signal produced in positive social situations and in absence of social tensions
[31]. These observations were convergent in both natural and domestic conditions, including
interactions between domestic felids and humans for instance [32]. Other signals, such as snorts,
have been classified as reflecting positive (rhinos: [33], tapirs: [34]) or negative (tapirs: [35])
emotional states. Their acoustic structure is remarkable similar between species (including horses).

Horses produce vocal and non-vocal signals, including snorts (e.g. [36]). Several studies already
showed that some of their vocalizations were enhanced in specific situations according to the
valence associated [37,38]. Moreover, particular acoustic parameters of the whinnies have been
proposed to encode either the level of arousal or the valence of emotions (e.g.[29,39,40]), making
acoustic signals highly interesting markers of emotions. Although there is confusion in the
terminology associated with non-vocal sounds in horses between studies (snorts, snores, blows
being all the consequence of a “forceful exhalation through the nostrils”, the terms have been used
interchangeably in many studies), leading to contradictory assumptions about their potential
functions, snorts, as defined here (see further) have been mostly associated with a hygienic function
of “clearing the nostrils of phlegm, flies or other irritants” [36,37]. However, anecdotal reports
indicate that horses’ snorts are often heard during positive situational changes or, like in rhinos,
while foraging (personal observations). In the present study, we hypothesized that snorts may, as a
result of a mild positive excitation, be a behavioural reflection of a transient positive physiological
change.

Animals living in good welfare conditions have more chances to experience a positive “mood” (e.g.
horses: [41,42], pigs: [43]; poultry: [44,45]; sheep: [46]; rats: [47]; starlings: [3]). More recently, it
was shown that horses living in “extreme welfare” conditions such as single stall housing, restricted
roughage and intensive tight riding versus naturalistic conditions in stable groups in pastures and
occasional relaxed leisure riding differed clearly in terms of cognitive biases hence in their chances to
experience a positive emotion when the situation improves [48]: after having been trained to
discriminate bucket positions with positive versus negative experiences, naturalistic-like horses
tended to consider intermediate positions as positive (“optimistic” profile) contrary to horses living
in restricted conditions (“pessimistic” profile). Therefore, in the present study, horses from three
different populations, including these two extreme situations, were observed in their usual living
conditions. The study included two aspects: 1) the immediate context and animal’s behaviour and
posture at the time of snort production, which informed us of the valence of context and animal’s
state; and 2) whether snort production was related to the animal’s chronic welfare state, as a
potential modulator of positive emotions. We hypothesized that 1) snorts would be produced more
when the animal was in a beneficial condition (i.e. pasture/stall, [49]) and 2) that horses in better
welfare would be more prone to produce them than those with an altered welfare when in
“improved” conditions.
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Materials and methods

Ethical note

The experiments were carried out in 2016 in accordance with the European Parliament and the
European Union Council relative to the animals’ protection used for scientific purposes directive
2010/63/UE and complied with the current French laws related to animal experimentation (decree
n°2013-118 of 1 February 2013 and its five implementation orders (JO of 7 February 2013),
integrated in the Code rural and the Code of the maritime fishing under n* R. 214-87 a R.214-137).
The experiments made in this study did not enter in the scope of application of the European
directive, thus in accordance with this directive and the current French laws, the following
experiments did not require a request for authorization to experiment.

Private owners of the riding schools and of the leisure horses gave us the permission to conduct the
study on their sites. Animal husbandry and care were under the management of the riding school
staff and the leisure horses’ owners: the horses used in this experiment were not research animals.

Terminology

Three different non-vocal sounds have been described in horses [50] (Fig 1). All of them are
produced via the passage of the air through the nostrils. The snore is a very short raspy inhalation
sound produced in a low alert context, such investigating a novel object or obstacle. It could also be
produced prior to emitting a blow; the blow corresponds to a short very intense non-pulsed
exhalation through the nostrils and is generally associated with vigilance/alarm postures (e.g.
presence of a fear-inducing object in the surroundings); the snort corresponds to a more or less
pulsed sound produced by nostril vibrations while expulsing the air, with a
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Fig 1. Spectrograms of a) a snore, b) a blow and c) a snort. The three sounds were extracted from the recordings performed in the present
study.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.9001

slightly longer duration in comparison to the blow. Since the description of the horse’s vocal
repertoire is recent and still requires further investigation, there is still some confusion in the existing
(mostly earlier) literature between these different sound categories (e.g. blows called snorts by
several authors [51-53]). The confusion (of terminology) between snorts on one hand and snores
and blows, which clearly reflect high fear responses [50] on the other hand, particularly in studies on
emotionality and fear (e.g.[54-58]), shows how it is important to clearly define sounds on the basis
of their acoustic structure in order to understand their causality and function. Clear examples
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showing the structural differences have been given by Waring [50] and Kiley [37] but no thorough
description of their acoustic properties has been done yet. However, all agree that the distinction by
ear is easy, only the choice of terminology varies according to authors.

In the present study we will consider a “snort” as a more or less pulsed broad-band sound of forceful
exhalation through the nostrils, produced mouth closed (Fig 1).

Subjects and management conditions

This study was conducted in Brittany (France) on a total of 48 individuals, 18 females, 25 geldings and
5 stallions, from various breeds (18 breeds represented, as well as unregistered or mixed-breed
horses; 31.2% of French Saddlebreds) and ages (4 to 25 years). It involved four populations of horses
(4 sites) (Table 1). On each site, only the horses that had been living on the same site and in these
same conditions for at least one year have been observed. Moreover, only horses without known or
visible respiratory problems have been considered.

Table 1. Characteristics of the living conditions by population. The time spent in individual stall and pasture was calculated considering a
classical working day starting from 7am and ending at 7pm. The time spent in pasture was determined after an entire week of observations
during the same time slot. Social instability may trigger more aggressiveness [76], “English” classical riding practices (e.g. short reins) have
been linked to back disorder [54].

Population Abbreviation |Number of individuals  [Time spent in individual stall Time spent in pasture  Social stability Equitation

Riding School A RSA 19 >90% of the time 1 to 4 hours per day Unstable partners  |[English riding styl
Riding School B RSB 18 50% of the time 6 hours per day Stable partners English riding styl
Naturalistic group |NC 11 Never in stall Full time Stable partners Leisure

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.t001

The first two populations were living in two riding schools (Riding School A (“RSA”): N = 19, 5 mares
and 14 geldings, 4 to 15 years old, X +SE = 10.5+3.0 (the age of one of the horses was unknown);
Riding School B (“RSB”): N = 18, 9 mares and 9 geldings, 5 to 22 years old, X +SE = 13+4.8). Both
riding schools were characterized by restricted housing conditions (Fig 2): horses were kept in 3x3 m
individual stalls in a barn (with door openings and grids in the wall allowing visual contact with
conspecifics), fed industrial pellets twice a day (in the morning: 9:30 am in RSA, 8 am in RSB and in
the evening: 6pm in RSA and 7pm in RSB) and hay (6-7kg) once a day (9am), and were working in
riding lessons (including being ridden by riders from beginner to experienced) for 4-12 hours per
week under the supervision of a riding teacher. The horses were ridden with typical English riding
style (see also [6,59,60]). There were some differences though in the management practices
between both facilities: the horses in RSA went out to paddocks (with grass) every day from one to
four hours per day with variable social partners, while those in RSB went out as stable groups (from 2
to 11 individuals) into pastures (with grass) for about 6 hours per day every day. Another difference
was that the stalls in RSA were straw bedded while they were shavings-bedded in RSB.

The other populations consisted in five different groups of leisure horses kept under naturalistic
conditions year-round on two sites: social stable groups of 2—4 individuals (two family groups, one
only-mares group, one all-male group, one gelding-mare group) in 1-2 ha natural pastures, fed grass
and hay ad libitum during winter (no industrial pellets) and used for occasional outdoor relaxed
leisure riding (i.e. low hands and long reins; see also [48,59]). One group belonged to the University
of Rennes (N = 3, 3 stallions, from 5 to 16 years old, X +SE = 8.616.3) and the four other groups to a
private owner (N = 8, 2 stallions, 2 geldings and 4 mares, from 12 to 25 years old, X +SE = 17.814.6).
Given that no differences were found between groups in terms of age, snort rates, body conditions
and welfare parameters (Mann Whitney tests, p>0.05,51 Table), data were pooled in all subsequent
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analyses and these groups were merged under the name of “Naturalistic group” (“NC”) (Group NC: N
=11, 5 stallions, 4 mares and 2 geldings, from 5 to 25 years old, X +SE = 15.316.4).

Data collection

Snort production and immediate context. The snort rates produced by each individual were
measured by one single experimenter (M.L.), blind to the data on welfare assessment, using 5 min—
Focal behavioural samples [72]. Horses from riding schools were observed both in stalls and in
pastures while the leisure horses were only observed in pastures. The context (stall/pasture) and the
assumed internal state (as expressed by behaviour/posture) of the animal at the precise time of
production were examined.

RSA

Time in stall X X Time in pasture
Single X X Group
Unstable group 0% X Stable group
Shaving X Straw

Pellets only X X Roughage

— Expected welfare

Fig 2. Expected welfare state according to the different living conditions’ characteristics observed [61-71]. Crosses correspond to the
living conditions observed in each populations; cross colour corresponds to the population colour.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.9002

In the stables, the experimenter performed 5 min—focal behavioural sampling, simultaneously on
two neighbouring horses, focusing on the snort production. The experimenter followed a
standardized route along the corridor separating the two rows of stalls and stopped at each pair of
stalls encountered. The starting point of the route changed every day so that each pair of riding
school horses was never observed at the same time of day over the entire study duration. For the
outdoor observations, the experimenter followed again a standardized route that brought in to each
different group. Again, sessions of 5 min—focal behavioural samples were performed facing the
different groups (from one to four individuals maximum observed at the same time).

On average 1213 focal behavioural samples were collected per horse per context (pasture and/or
stall). One RSB horse could not be observed in the pasture condition. Thus when considering this
context, samples were as follows: Ngsa= 19, Nrsg = 17, Nnc= 11.

Moreover, in order to determine the internal state of horses at the precise time of snort emission,
the experimenter recorded the activity (e.g. eating, scanning the environment) and the ears position
of the emitter associated to the snort production. The ears positon is known as an indicator of
current internal state of the animal. In fact, in horses, backward ears position is commonly
associated with negative emotional states, such as discomfort or pain (e.g. [73]; for a review: [74]) or
during agonistic interactions (e.g. [50]), while forward or sidewards ear positions indicate rather
attention and positive emotions [25,75,76]. Four positions were defined in accordance with previous
studies (e.g.[60,77]):, forward (tip of the ear towards the front at an angle of more than 30° from the
perpendicular), backward (tip of the ear towards the back at more than 30° from the perpendicular),
asymmetrical (one specific direction for each ear) and sideward (auricles turning at 90°from the axial
position—perpendicular to the head).
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Snorts were sampled by ear but also thanks to a directional microphone (Sennheiser1 K6/ ME66),
connected to a digital stereophonic portable recorder (PMD661 Marantz1, sampling rate 44100Hz,
resolution 16 bits). The directional microphone was equipped with a wind for the outside context in
order to soften background noises due to wind. Additionally, a microphone (Sonyl ECM-T6) was
used to record the experimenter’s voice, giving contextual and individuals’ information (see above).

In addition, we took the opportunity to record four leisure horses while they were going into a new
pasture full of fresh resources. This situation allowed us to have a contrast situation as the one
experienced by riding school horses with on one hand stall and on the other hand pasture. In the
same way as in the outdoor condition, the first experimenter (M.L) measured snort rate production
in several sessions of 5 min—Focal behavioural samples.

Baseline behavioural and postural observations. Finally, with the aim of studying the contrast
of internal state expressed by the horses while snorting on one hand and during a baseline situation
on the other hand, a second experimenter (M.S.) (blind to the snorts recording) made observations
of 1) the horses’ activity according to a behavioural repertoire based on the typical horse ethogram
[50] (S2 Table), and 2) the horses’ ears position, using an instantaneous scan sampling method [72]
with 2 min intervals, in both contexts (stall/pasture). This enabled to have the time spent by the
horses performing different activities as well as their ears positions associated while a basal
situation. The latter observations were conducted in calm conditions (outside pellets feeding times,
day off). Two sessions (1 in the morning, 1 in the afternoon) of 30 minutes per individual were
conducted on one day. This operation was repeated one day after. Thus in total 62 scans of activity
and ears positions per context were obtained per horse. These data allowed us to obtain a
percentage of time spent doing each activity along with a percentage of each ears position
expressed.

Welfare assessment. Welfare assessment was based on an array of validated behavioural,
postural and health-related indicators. One observer (M.S.), blind to the data on the snorts,
performed all the observations.

1. Body assessment

Two measures were made once at the beginning of the study. First, body condition score (BCS) of
each horse was evaluated according to Arnaud et al. [78]. The BCS results from an evaluation of the
mass of fat deposits in five specific body locations (the upper edge of the neck, the whiter, the back
of the shoulder, ribs, the tie of the tail) by palpation, by a visual assessment of seven anatomical sites
(the upper edge of the neck, the whither, the back of the shoulder, the back line, ribs, the croup, the
tie of the tail). According to a specific evaluation grid, each assessment received a score ranging from
0 (no fat deposits) to 5 (significant presence of fat): the average of the scores obtained defines the
BCS of the horses ranging from 0 (emaciated) to 5 (obese).

Neck shape has been shown to differ between populations independently of sex, age or breed,
reflecting life conditions [79] and spine state [54, review in 64,65]. Precise measures of both neck
shape and the spine state (through practitioner examination and EMGs evaluations) have shown that
a hollow/flat neck reflects muscular tensions in different parts of the spine, while a round neck
characterizes healthier backs [81]. Neck shape can easily estimated by looking at the angle formed by
the segment linking the cervic-thoracic junction and the trapezium cervical ligament at C3 with the
segment linking the trapezium ligament and the dorsal part of the atlas. According toLesimple et al
[81]’'s measures, the horses’ neck was classified as hollow, flat or round. Since flat and hollow necks
tend to an altered spine state, the horses were classified as having a round or hollow/flat neck.
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2. Behavioural measures

« Stereotypic behaviours (SB, defined as “repetitive behaviours induced by frustration, repeated
attempts to cope and/or brain dysfunction”; [82]) and other abnormal repetitive behaviours (ARB)
have been shown to reflect inappropriate living conditions in horses (e. g. [69]) and chronic stress in
a variety of species [83]. Stereotypic behaviours in horses are associated with lower cognitive
abilities [84] and fertility [85]. Six sessions of observation (60 min in total per horse) were performed
in the home stall. Observations were made during three time periods (twice per time period): 9-11
a.m., 2-5 p.m. and 30 min before the meals (favourable for observing abnormal repetitive
movements (e.g. [14,86]), and at quiet times (outside teaching activities) with little disturbance by
the routine procedures. Data recorded were the number of stereotypic behaviour and abnormal
repetitive behaviours exhibited per individual (for 60 min).

In the present study, the observer stood motionless at one point in the middle of the corridor at
equal distance between the two rows of stalls so that she could see six horses at the same time. In
stalls, horses generally performed SB/ARB only when their head was at the box door. The sampling
was on an all-occurrence basis [53,71] which means that the behaviours concerned were scored each
time they occurred together with the horse identity. SB and ARB were identified based on the list
described by Lesimple et al [88] and Mills et al [69]. For a behaviour to be considered as SB/ARB, the
behavioural sequence had to be repeated at least 3 times successively and observed 5 times,
independently of the period of observation. Different types of these behaviours were observed (see
further Table 1). Finally, we added up the number of stereotypic behaviours “SB” and abnormal
repetitive behaviours “ARB” collected during all sessions for each horse.

Aggressiveness is a common expression of discomfort [87] or pain in horses as revealed by
experimental studies [89,90] and it is used in a variety of welfare and pain scales (e.g.[73]; reviewed
in [74]). Moreover, it has been shown that horses isolated in stall could become aggressive towards
human, while working for instance [91]. In order to test individual aggressiveness, horses were
submitted to three standardized human-animal relationship tests (e.g. [92]) in their familiar

environment, performed in the same order for all horses:

1. Sudden approach tests [93-95], where the experimenter, walking slowly along the corridor,
appeared suddenly at the top part of the closed door of the box while the horse was feeding (hay,
straw). The stalls were equipped with Dutch wooden-doors with the top and bottom divided, the
bottom being solid and the top with wire grids. The horse’s first reaction was assessed as non-
aggressive (i.e. looks at the experimenter with upright ears and approaches or does not show any
evidence of directed attention toward the experimenter) or aggressive (i.e. looks at the

experimenter with backward ears, and/or moves towards the experimenter with ears backward).

2. A motionless person test (e.g. [92,96]), during which the experimenter entered the box and stood
motionless with her back against the closed door, facing inwards and looking at the ground. The test
lasted 1 minute. Data recorded were the total number of aggressive behaviours displayed by horses,
including threats (threats always included ears backwards and could vary from simple threats, i.e.
looking with ears laid back, threats to bite to threatening approaches) and real aggression (bites) (for

more details, see [94]).

3. An approach contact test where the experimenter was positioned at 1.5m from the subject and
approached him perpendicularly, one step per second, up to the neck’s level. Then, she tried to
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touch the horse without forcing the contact. The horse was free to withdraw. The test ended when

the experimenter succeeded in stroking the horse at least 2s, or after 3 unsuccessful trials. This test

was conducted at right and left horses’ sides in a random order [94,97].

We noted all agonistic behaviours (ears [94] laid back, threats, and attempts to bite) directed
towards the experimenter during these three tests, performed in stall for the riding school horses, in
the pasture for the leisure horses. Since no difference was found between the left and the right side
(Wilcoxon test, N =36, V = 31, p = 0.31), agonistic behaviours from both sides were pooled.

3. Postural measures

» Ears positions were again measured for welfare assessment and thus recorded also outside the
emission of snorts. In horses, backward ears position is commonly associated with negative
emotional states, such as pain (e.g. [[73]]; for a review: [74]) and reflects chronic “mood” or state in
horses [48,60] especially when recorded when horses are foraging [60]. The forward or sidewards
positions are the ears position commonly observed while grazing [50]. The same four positions
described above were considered (forward, backward, asymmetrical and sidewards). In order to
have homogeneous conditions, the observer recorded ears positions only if the horse did not show
any reaction (i.e. no change in behaviour) when she was observing, and in a single context: the horse
had to be foraging on hay or straw or grass, head down as it has been shown to be the most reliable
context ([98], and according to [60] and [48]). For the riding school horses, observations were made
in the stables in calm conditions (outside pellets feeding times, day off, 2 to 5 pm, no wind). For the
leisure horses, observations were made outdoors when horses were grazing, with the observer
standing motionless outside the pasture (after at least 10min habituation). Ears position while
feeding were scored using an instantaneous scan sampling method [72], with 2 min intervals. Two
sessions (1 in the morning, 1 in the afternoon) of 30 minutes per context (stalls and pastures) and
per individual were conducted on one day. This operation was repeated one day after. Thus in total
62 ears positions per context were obtained per horse. These data allowed us to obtain a percentage

of each ears position during feeding for each horse.

e The orientation towards the wall in the stall reflects a lack of interest towards the environment

Ill

associated with potential health (e.g. anaemia [74]) or “psychological” [99]. In the present study we
were only interested in orientations outside feeding time when animals were inactive. Therefore,
horse’s orientation towards either a full wall (back wall, partitions) or outside (window or door top)
was noted using instantaneous scan sampling method [72], with 2 min intervals. Two sessions (1 in
the morning, 1 in the afternoon) of 30 minutes per individual were conducted on one day. This
operation was repeated one day after. Thus in total 62 scans of orientation in the stall context were
obtained per horse. These data allowed us to obtain a proportion of time (percentage of scans) spent
with an orientation towards a full wall by individual outside feeding time.

Given their living conditions all day long in pasture, this sampling could be not conducted for the
leisure population.

4. Overall welfare assessment

On the basis of the behavioural and postural data, a chronic stress score (TCSS) that reflects how
much the chronic welfare state is altered, adapted from Hausberger et al. [19]" and Henry et al [48]’s
studies, was calculated for each horse. TCSS calculation consisted in ranking the horses according to
1) their number of aggressive responses during the three humanhorse relationships tests, 2) the
number of stereotypic behaviours displayed in 60 minutes of all-occurrence sampling sessions, 3) the

PLOS ONE | https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898 July 11, 2018 222/ 426




o~ ®
‘@ PLOS | one N
e Snort reflects positive emotions

percentage of scans spent with ears backwards while feeding, as well as 4) the percentage of scans
spent facing the wall. For all of these variables, the higher the value obtained was, the poorer the
welfare state was and the higher the rank attributed to the horse was. Ranks were added up
between variables for each horse, such that at the end, the poorer the welfare of the horse the
higher its TCSS. For instance, a horse that ranked 9" lowest according to its number of aggressive
responses, 8 lowest according to its number of stereotypic behaviours occurrences, 5" lowest
according to its percentage of scans spent with ears backwards while feeding, and 8" lowest
according to its percentage of scans oriented towards wall got a TCSS of 30; which was higher, and
consequently reflected a poorer welfare, than a TCSS of four obtained by a horse ranked 1t lowest in
all variables. Several composite scores were calculated according to the study population considered:
one with all subjects combined (TCSS 1, N = 47), one with all horses in riding schools combined

(TCSSgrs, N = 37) and one for each facility (TCSSgsa, TCSSgrsg and TCSSnc). The TCSS score attributed
when considering all three groups (TCSS 1) was based on the parameters 1) number of aggressive
responses, 2) number of stereotypic behaviours and 3) percentage of scans spent with ears
backwards while feeding, only since there was no possibility to evaluate the fourth parameter for
the NC group. Since the pasture context was the only common context for the three populations
observed, we considered the ears position while feeding based on pasture observations only when
calculating TCSS1, considering all the horses together.

Otherwise, the TCSSnc specific to the naturalistic population was based on the behavioural
parameters 1) number of aggressive responses and 2) number of stereotypic behaviours only, given
that NC horses were living outdoor permanently and that no ears-back position during feeding time
has been observed in pasture for this population.

Statistical analyses. As data were not normally distributed, we used nonparametric statistical tests
[100].

As the number of 5min—Focal samples was not totally identical between subjects, each individual
snorting rate was weighted considering the average number of focal samples (12 focal samples) done
by the observer for all individuals on one hand, and the total number of focal samples realized by
context for the individual on the other hand. Additionally, we calculated the inter- and intra-
variability of snorts production among individuals using the coefficient of variation (CV = standard
deviation/mean x 100) [101].

Mann-Whitney tests were used to compare TCSS scores between the two riding school populations,
as well as their respective time spent ears backwards while feeding. Otherwise we used this test in
order to compare the snort rates according to the type of neck.

We ran Wilcoxon tests in order to compare the snort rates depending on the emission context
(pasture vs stall). Moreover the emitter’s ears positions while producing snorts were compared with
that observed in the rest of the observations using a Wilcoxon test.

Kruskal-Wallis tests were performed to compare TCSS and BCS scores, and snort rates between
populations followed by pairwise comparisons adjusted with Bonferroni correction. Moreover, we
ran chi squared tests for the purposes of comparing neck postures samples (number of horses) by
populations.

Finally, in order to test the possible link between snorts production and welfare state, we conducted
Spearman correlations. We investigated possible relations between snort rates and TCSS scores.
First, we applied these correlations to: 1) all individuals pooled together, and 2) all riding school
subjects. Possible specific links between snort emission and particular parameters of altered welfare
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were tested by running correlations with each altered welfare parameter (BCS scores, ranks) tested
independently.

All statistical analyses have been conducted using R software 3.3.1 (alpha threshold set at 0.05).

Results

560 snorts were recorded and all individuals produced some (0.75 to 12.8 per hour per individual).
No differences according to sex (Mann-Whitney U-test, Ne= 18, Ny=29, W = 292.5, p = 0.49), nor
age (Kruskal-Wallis test, N1 = 6, N2 = 24, N3 = 16, X?=3.23, df = 2, p = 0.19) were found in regard to
the total snort production (S3 Table).

1) Could snorts reflect current positive emotions?

1.1) Contextual evidence: stall versus pasture. In the two riding school populations, horses
produced in average 5.66+3.32 snorts per hour. Snort rates clearly differed according to the context
of production: overall subjects emitted significantly more snorts when they were in pasture than
when they were in their individual stall (Wilcoxon test, N = 36, Z = 2.84, p = 0.004) (Fig 3). Indeed,
eight horses did not produce any snort in stall. Thus, in total we recorded 454 snorts in riding school
horses: 189 in stall (29 horses) and 265 in pasture (36 horses).

Otherwise the horses’ behavioural expression differed according to the context. The pasture context
was less prone to the expression of aberrant behaviours since no SB/ARB nor withdrawn posture
were observed when horses were outdoors contrary to the stall.

1.2) Behavioural and postural evidence. 1.2.1 Activities. Whether in stall or in pasture RS
horses snorted mostly while eating (stall (hay): 67.3%, pasture (grass): 69.6% of snorts). They also
produced more snorts during quiet observation when in stall (24.5%), and during slow exploratory

walking when in pasture (20.3%). No snort was ever recorded while the

o}
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snort rate (call per hour)
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pasture stall

Fig 3. Snort rate according to two different contexts (stall and pasture).

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.9003

animal performed a stereotypic behaviour, was facing the wall or was being aggressive (toward a
human or another horse).

Similarly, the NC subjects performed snorts mostly while eating grass (68.9%), or in a slow
exploratory walk (20.1%). In some cases, snorts were also produced just after rolling (5.4%).
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1.2.2 Ears positions. 1.2.2.1 At the overall population level (outdoors). The time spent with the ears

in forward/sidewards position measured during baseline observations was 92.8+16.9% when the
horses were outside (pasture/paddock), but this proportion was significantly higher when only the
moment of snorting was considered: 99.5+11.7% of the snorts were produced with the ears in this
position (Wilcoxon test, N =47, Z = 3.47, p<0.001). Logically, we found that horses expressed less
ears backwards when producing snorts (Usnorts = 0.19+1.32%) compared to the baseline level (pgeneral =
4.58+2.23%) in pasture (Wilcoxon test, N=47,Z=2.99, p = 0.002).

1.2.2.2 Stall context: The riding school populations. In stalls, snorts were more often accompanied
by forward/sidewards ears positions than in a general situation (Usnorts = 92.7+20.8%; Lgeneral =
85.5+13.4%; Wilcoxon test, N = 29,7 = 2.51, p =0.01) and less ears backward positions (psnorts =
4.5+18.4%) than in a general situation (Ugeneral = 8.2£9.4%) (Wilcoxon test, N=29,Z2=2.84,p =
0.004).

Finally, we had the opportunity to follow one group of the NC horses when it was moved to a new
pasture with more feeding resources. The four horses produced up to ten times more snorts per
hour than in the previous situation (Mprevious = 634.2; Unew = 37.7£12.9) (Fig 4). Although anecdotal, this
observation reinforces the idea of an association of snorts with positive emotions.

2) Could snort production be modulated by the welfare state?

2.1) Comparison of snort production between populations. Considering only the pasture data,
snort rates differed between the three populations (Kruskal Wallis test, Nnc= 11, Nrsa= 19, Npsp= 17,
chi-squared = 12.851, df = 2, p = 0.001). Post-hoc comparisons (including the Bonferroni corrections)
showed that the snorting rate of the naturalistic horses was significantly higher than that of RSA (p =
0.008), but not RSB (p = 0.23) horses. Moreover, RSB horses produced more snorts than RSA horses
(p = 0.009) (Fig 5A).

(=1
2]

40

snort rate (call per hour)
30

10
1

I

before after

Fig 4. NC horses’ snorting rate observed just before and after being transferred from a low resource to a high resource (grass) pasture.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.9g004
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The NC population emitted significantly more snorts than the riding school horses when data were
pooled for the two schools (Mann-Whitney U-test, Nnc= 11, Nrs= 36, W =294, p = 0.01) with almost
twice as many snorts (1 = 12.8+8.3; coefficients of intra-individual variation: 70.1% to 180.4%) than
RSA and RSB horses taken together (1 = 7+4.6; coefficients of intra-individual variation: 110.8% to
519.6%) (Fig 5B). Intra-individual variability was lower in the NC population compared to the two RS
populations indicating an apparent more stable state in these individuals experiencing the same
environment (pasture all year long) over days. In contrast, we noticed a lower inter-individual
variability in both riding school populations compared to that in NC population in pasture
(coefficients of variation: inter: CVnc = 65%, CVgsa = 54.2%, CVgss = 57.2%). A possible group effect
between naturalistic horses that experienced different types of resources according to their living
pasture could occur. But we could not test it here since one sample was too small (N = 2) to be
statistically relevant.
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Fig 5. (A) The snorting rate observed in pasture according to the population of origin. (B) The snorting rate observed according to the type
of the population, riding school horses and naturalistic horses. (C) The average of the TCSS 1 scores obtained by individuals according to
the population of origin.

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.9g005

Interestingly, there was no difference between RSA and RSB snort rates when considering only the
stall context (Mann Whitney tests, pasture: Ngsa= 19, Nrse= 17, W = 72, p = 0.004; stall: Nrsa= 19,
Nrse= 18, W = 144.5, p = 0.42).

2.2 Comparison of the welfare state between populations. Globally at the whole population
level, horses’ Body Condition Scores (BCS) were between 2 and 4 (1 = 3+0.33). Out of the 48
individuals, 19 horses had a round neck whereas 29 showed a hollow/flat neck shape. 21 individuals
(43.7%) performed at least one SB/ARB in stall (Table 2). Moreover, over the three HHR tests, 20
horses (42.5%) amongst which 18 from RSs population showed at least once an aggressive reaction
towards the experimenter. Horses spent 4.5+11.7% of the time with ears in backward position while
feeding in pasture. When in stall, the RS subjects were observed 22.1 +24.6% of the feeding time
with backward ears and 31£0.04% of the time facing a wall (N = 14

horses; 38.8%).

2.2.1 Body assessment. Horses’ body condition differed significantly between sites (Kruskal
Wallis test, Nnc= 11, Nrsa= 19, Ngsg = 18, Kruskal-Wallis chi-squared = 8.82, df =2, p = 0.01). NC
horses had a higher BCS score (pnc = 3.13£0.45) than RSB horses (prss = 2.86 +0.23) (post hoc
pairwise comparisons, p = 0.038). By contrast, no significant difference was found between NC and
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RSA horses (Ursa= 3.0720.30) (p = 0.73), nor between the two different RS groups although there
was a trend for RSA horses to be slightly bigger (p = 0.06).

2.2.2 Postural measures. There were more horses with round necks (NC = 8, RSA =5, RSB = 6) and
less with hollow/flat necks (NC = 3, RSA = 14, RSB = 12) in the naturalistic population compared to
both RS schools pooled (Chi squared test, N = 47, df = 1, X?=4.88, p = 0.027). More RSA horses had
hollow/flat necks than round ones (Chi squared tests, X2 = 4,26, p<0.05).

Considering the ears positions recorded while feeding outside, RS horses spent 5.9+13.2% of this
time with the ears backwards whereas NC horses were never observed feeding with the ears in this
position (1 = 0+0%). When considering the RS horses only, some differences appeared: RSA horses
spent more time feeding with ears backward in stall (RSA: 31.9+28%; RSB: 10.6+£14.1%) (Mann
Whitney test, N1 =19, N2 = 18, W = 257, p = 0.008), but not in pasture: 6.4+11% of the time for RSA
horses and 5.4+15.6% of the time for RSB ones (MannWhitney U test, N1 =19, N2 =17, W=192,p =
0.29).

2.2.3 Behavioural measures. Clear signs of altered welfare were observed in both riding schools with
ten types of SB/ARB (Table 2) observed and many subjects performing one or more (RSa= 63.1%, RSg
= 44.4%) of them. Moreover, 66.6 and 31.5% of the RSA and RSB

Table 2. SB/ARB observed during the study (see also Mills 2005).

SB/ARB behavioural description Number of individuals
involved

head tossing / nodding: vertical movements of head and neck 13

striking with forelimb: the horse hits the door or wall with one of its forelegs 4

box walking: repetitive tracing a route within the stable 1

cribbing / windsucking: the horse grasps a fixed object with its incisors, pulls 1

backwards and draws air into its oesophagus

head movements (other than head tossing / nodding): movement of the head 5
tongue movements: movements of tongue, inside or outside the mouth 12
lips shivering: shivering of the lower lip 1
repetitive biting: biting of the same object in its environment (except the trough) 1
repetitive licking: licking of the same object in its environment (except the trough) 2
repetitive displacement of the saddle support on the stall’s door 1

https://doi.org/10.1371/journal.pone.0197898.t002

horses respectively displayed at least once an aggressive reaction towards the experimenter during
the tests. In contrast, the leisure horses showed none of these abnormal and stereotypic behaviours.
Moreover, only one aggressive behaviour was directed towards the experimenter by one NC horse.

2.2.4 Total chronic stress scores (TCSS). When comparing the TCSS1 scores obtained by individuals
according to the three populations, it appeared that they significantly differed from each other
(Kruskal Wallis test, Nnc= 11, Nrsa= 19, Nrsg= 17, H = 21.265, df = 2, p<0.0001) with NC subjects
having a quasi-null TCSS1 score (post hoc pairwise comparisons: NC/RSA: p<0.0001; NC/RSB:
p<0.001) while no significant difference was found between the TCSS 1 scores of the two riding
schools populations (p = 0.27) (Fig 5C).

Moreover the TCSSrs scores were lower in RSB than RSA: RSB individuals had a lower

TCSSgs score than the subjects studied in RSA (Mann Whitney test, N1 =19, N2=17, W =238, p
=0.015).
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There was therefore a welfare gradient going from NC horses (best welfare) to RSB (intermediate)
and then RSA (most altered welfare) (Fig 5C).

2.3 Linking snort production to welfare assessment.  Body assesment showed that, while there
was no correlation between BCS scores and snort rates (Spearman correlation, N =47, r=-0.039, p =
0.79), the latter tended to vary according to neck shape with twice as many snorts in horses with
round necks (11.2443.58) than in those with a hollow/flat neck (1 = 6.60+8.27)

(Mann Whitney test, Nround = 18, Niiat/deep = 29, W = 346, p = 0.06).

Interestingly, we found a correlation between the snort production and the welfare scores. Indeed,
snort rates collected in pasture (context common to all three populations) were negatively
correlated to the TCSS1 (Spearman correlation, N =47, r =-0.41, p = 0.003) (Fig 6).

Hence, the more horses emitted snorts, the more they were in a good welfare state. More precisely,
the frequency of snorts produced in pasture was negatively correlated with the occurrence of
aggressive behaviours during the human-horse relationship tests (Spearman correlation, N =47, r = -
0.33, p =0.02) (Fig 7A) and the occurrence of SB/ARB (observed in stall) (N =47, r=-0.32, p = 0.02).
Again, the more horses emitted snorts, the less they were aggressive towards humans in the tests
and the less they expressed SB/ARB behaviours (Fig 7B).

Moreover, the snort-welfare relationship was confirmed and strengthened when considering only
the two RS populations: the lower the TCSS (combining postural and behavioural
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Fig 6. Correlation between the TCSS 1 score and the snorting rate of all individualsgathered.
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measures), the higher the snort rate (Spearman correlation, N = 36, r = -0.46, p = 0.004). This
correlation remained significant when running the comparison with only the data collected in
pasture (N = 36, r =-0.44, p = 0.007), however it was less true (just a trend) with data collected in
stalls (N =37, r=-0.28, p = 0.08). Interestingly though, the snort rate in stalls was negatively
correlated with the occurrence of aggressive behaviour towards human during the tests (N=37,r = -
0.44, p = 0.005) while the snort rate in pasture was negatively correlated with the percentage of time
spent facing the wall in stall (Spearman correlation, N =36, r =-0.42, p = 0.01).

Discussion

This study, which aimed at testing the potential interest of snorts as indicators of positive emotions,
has revealed that 1) snort production is associated with more positive contexts (in pasture, while
feeding) and states (with ears on forward position), 2) is less frequent in horses showing an altered
welfare. These results provide a potential important tool as snorts appear as a possible reliable
indicator of positive emotions which could help identify situations appreciated by horses. The results
also indicate that positive emotions may not be measurable in unfavourable conditions
independently of the animal chronic welfare state (ex: stall). However, animals in a better welfare
state, appear to be more prone to produce them when the situation improves.

Given this array of results, it is clear that snorts cannot be merely considered as having a simple
hygienic function of clearing the nostrils, expressed during no particular context nor in a specific
arousal state [36,37,50]. Air conditions/dust cannot explain the present results as different horses in
the same air conditions could differ in terms of snort production (e.g. correlation with welfare score).
Moreover, one would then expect more snorts to be produced in the more dusty environment (ex:
shavings of RSB's litter, dry hay) of the stall than in pasture, which is the exact reverse of what was
observed in our study. Using preference tests, Lee et al [102] and S@ndergaard et al [49]
demonstrated that horses were more motivated to be in pastures rather than in stalls, especially if
other horses were also present outdoors. Being positively influenced by this context is therefore a
better explanation for the higher frequency of snorts in pastures. Moreover, snort production was
also associated with more positive posture (ears forwards/sidewards, reflecting a more positive
state, e.g. [50]) and preferred activities such as foraging (grass or hay), or in a quiet observation, two
activities reflecting relaxed quiet states [50]. The fact that horses living in different pastures
produced different snort rates could be due to the different resources in their respective pasture. It
would be interesting to confirm the transient aspect of snort production by comparing outdoor
observations in good versus adverse weather conditions for example.

The chronic welfare state influences snort production. As already demonstrated in earlier studies,
restrictions in spatial and social conditions at least play an active role in determining the welfare
state of domestic horses (e.g.[60,62,71,86]), as can be the case also for working conditions (e.g.
[57,59,80]). Here we found a welfare gradient from the stable outdoors leisure horses to the most
restricted conditions of one riding school where horses went only occasionally out in unstable
groups. Interestingly, the same gradient was found in snort rates recorded in pastures: the more
altered the welfare is, the lower the snort rate. This was true also when particular parameters, such
as aggressiveness towards humans or time spent in stall facing the wall, were considered. Horses
with less dorsal problems, as reflected by their neck shape [81], produced also more snorts. Horses in
good welfare state are more prone to experience positive emotions when given the chance [48]
which does explain that they produce more snorts. However, snorts do indicate transient and not
chronic states as no such differences were observed in the unfavourable condition of the single stall
housing, known to lead to an altered welfare state (e.g.[60,71]).
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Snorts might therefore be a very useful indicator of positive emotions. The search for acoustic
markers of emotions is not new (e.g. horses: [38,58]; pigs: [103]; chicks: [104]) and many studies
have assessed the intensity of the situation by counting distress or contact calls (e.g horses: [105];
pigs: [13]; sheep and cattle: [106]). Most acoustic studies have thus concentrated on emotions’
intensity (review in [107]), of a very high level for most of them. Conversely, very few studies have
been demonstrating acoustic variations related to emotional valence. In horses, Briefer et al [29]
proposed that whinnies’ duration and whinnies’ higher fundamental frequency (G0) encode valence;
in rats, 50 kHz vocalizations have been proposed as markers of positive emotions [108]. Otherwise,
studies on non-vocal signals are still scarce. Purrs have been broadly studied in felids and associated
to positive social situations (review in [31]). This acoustic signal has been also reported in other
species such as several primates: mouse lemurs [109], uakaris [110], ring tailed lemurs [111], mostly
during positive social interactions (e.g. grooming) with a possible function of increasing tolerance; or
during mother-infant interactions (e.g. prior to the beginning of suckling in squirrel monkeys: [112]).
Snorts have been previously described in some perissodactyls during positive contexts, either while
foraging (rhinos:[33,113]) or again during short distance communication between a mother and her
young (while licking) as “an appeasement call” (tapirs: [34]). Kiley [37], in a detailed study on
Ungulates vocalisations, proposed an acoustic gradient following an excitement gradient which
included both non-vocal and vocal sounds. In this gradient from sigh to long whinny (high
excitement), she proposed that the snort was closed to nickers (a vocalization associated with
positive anticipation (Przewalski’s horses: [114]; horses: [50]) and noted that “the closed mouth
nicker and whinnies of the horse could be regarded as a further development of a voiced snort”.
Thus snort would embody a signal reflecting positive emotions of low intensity. Analogically, recently
a neurophysiological study proposed that sighs could be partly the result of a normal breath
transformed by an emotional input in rats [115]. Indeed, a high rate of sighs have been correlated
with a release phase created after a sequence of electric shocks in this species [116]. Authors
suggested that it would be used as a social calming signal to synchronise the emotional state of the
group of conspecifics. Sigh has been also mentioned as a reflect of a relaxation state in humans
[117].

To conclude, this study calls snort function into question. We propose that it would be indicating of a
relaxation phase associated with positive emotions of low intensity and thus expressed even more by
horses in a chronic good welfare state. However, our study does not totally allow to rule out the
sanitary function of snort, since dust differences present in stall

and pasture contexts have not been examined in details, but the results show that this is unlikely to
explain differences between individual horses. Further researches involving dusts’ rate measures
would be helpful to entirely determine the relative importance of this factor in snorts expression. It
would also be important that a proper repertoire of the non-vocal sounds is promoted and becomes
consensual between non-acoustic researchers on horses’” emotions to avoid confusions between
studies and interpretations. Finally, observations during working circumstances would be needed
where breathing constraints due to exercise and emotions are mingling. In any case, these results
lead us to believe that acoustic signals constitute a potential marker of positive emotions, suggesting
a new breakthrough in research evaluation of positive emotional states in horses.
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S1 Table. Original p values obtained after running the Mann Whitney tests comparing NC1 and
NC2 data. (PDF)
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Synthése de Particle 6
Question

De nombreux travaux ont déja démontré, chez ’Homme et chez I’animal, un encodage vocal
de I’état émotionnel, identifiable notamment via des variations de la structure acoustique des
signaux selon I’intensité ou la valence des émotions exprimées. Cependant, nous connaissons
encore peu de choses concernant la potentielle expression acoustique des émotions positives,
que ce soit pour les signaux acoustiques vocaux ou non-vocaux. Seules quelques études récentes
ont suggéré chez plusieurs espéces d’ongulés que le « snort » (i.e. son non-vocal produit par
I’expiration de 1’air par les naseaux) pouvait étre un indicateur fiable d’un état interne positif.
Chez le cheval, nous avons pu mettre en évidence que les ébrouements étaient indicateurs
d’émotions positives (article 5). Par ailleurs, des données préliminaires, nous laissaient a penser
I’existence d’une variation structurelle entre différents ébrouements selon la présence ou non
de pulsations. Nous avons dés lors émis I’hypothése que la structure acoustique des
ébrouements pouvait varier en fonction de 1’état émotionnel immédiat de 1I’individu.

Méthodes

Les ébrouements de 20 chevaux de centre équestre ont été enregistrés et ensuite analysés a
I’aide du logiciel de bioacoustique ANA. Un échantillon de ces sons a été également diffusé a
20 participants afin de tester s’il était possible de discriminer a 1’oreille les deux types présumés
d’ébrouement (i.e. pulsé et non pulsé). Des observations du contexte environnemental
(box/pré), ainsi que de la position des oreilles de I’individu émetteur (reflet de son état interne
immédiat), ont été€ conduites afin de comparer la distribution des deux sous-types d’ébrouement
en fonction de I’état émotionnel des chevaux.

Résultats

Tout d’abord, ’analyse bioacoustique a permis de confirmer la présence de deux sous-
catégories d’ébrouements, discernables par la présence ou non d’une structure vibrée. De plus,
I’expérience de playbacks réalisée chez des sujets humains nous a permis de confirmer la
classification établie : tous ont été capables de clairement différencier a I’oreille les deux sous-
types d’ébrouements. Par ailleurs, nos résultats semblent indiquer que les deux sous-types
d’ébrouement étaient préférentiellement observés en contexte positif. Cependant, il est apparu
que les ébrouements de type pulsé étaient d’autant plus associés a une situation hautement
positive pour les individus (i.e. au pré et les oreilles en avant).

Conclusion

Les deux sous-types d’ébrouement semblent refléter différentes intensités d’états émotionnels
positifs chez le cheval. A I’instar de certains signaux acoustiques produits chez certaines
especes de primates ou de félins, il semblerait qu’une variation de 1’état interne de 1’individu
soit accompagnée d’une variation de certains parameétres acoustiques de la production sonore,
comme ici la présence de vibrations (ce qui n’est pas sans rappeler les ronronnements bien
connus chez les félins). Cette étude constitue une avancée dans 1’identification d’indicateurs
d’émotions positives chez le cheval, et plus globalement concernant la compréhension de
I’encodage des émotions dans les signaux acoustiques.
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Abstract

While the vocal coding of human and animal internal states has been widely studied, the possible
acoustic expression of Bpositive emotions remains poorly known. Recent studies suggest that snorts
(non-vocal sounds produced by the air expiration through the nostrils) appear to be reliable indicators
of positive internal states in several ungulate species. Here, we hypothesised in horses that the
acoustic structure of the snort could vary with the subjects’ current emotional state. Indeed, a
preliminary sound analysis of snorts let us suggest structure variations related to the presence of
pulsations. We recorded snorts from 20 horses living in a riding center. Auditory playbacks run with 20
humans first confirmed the existence of two snort subtypes, i.e. one pulsed and one non-pulsed.
Observations were then conducted to compare the distribution of these two subtypes according to the
location (stall/pasture) of the signaller as a contextual determinant of its internal state and to its ears’
position as a reflection of its emotional state. We found that both subtypes were preferentially
observed in positive contexts, but that pulsed snorts were even more associated with highly
appreciated situations (in pasture and with ears forward). This study is a step further in the
identification of indicators of positive emotions in horses and more generally in the understanding of
the acoustic emotions’ coding.

Keywords Snort . Unvoicedsignal . Pulsation . Positive emotion . Bioacoustics . Horse
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Introduction

Better defining how an animal feels on a daily basis is
today a matter of absolute importance, especially
from a welfare point of view. Emotions are defined as
multifaceted phenomena with neuronal,
physiological, behavioural, cognitive and subjective
(affective) aspects (Désiré et al. 2002). But the very
nature of emotions, composed of two independent
dimensions (i.e. valence and arousal), makes this
assessment particularly difficult. Indeed, when
analysing the emotional reactions of an animal, it is
tricky to isolate the distinct components of both
valence (i.e. positive or negative) and arousal (e.g.
low or high). Besides, positive emotions, as they are
more complex to evaluate, have received little
attention until recently. Taken
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all together, this results in a high proportion of
studies that focused on responses to emotions
mainly qualified by high arousal and negative valence
(e.g. fear, pain, stress) (review in Boissy et al. 2007;
Briefer 2012) while reliable physiological and
behavioural indicators of positive emotions are still
lacking to date (Boissy et al. 2007). Actually, the
ambiguity that lies in some indicators previously
suggested as potential candidates (e.g. expression of
play (Blois-Heulin et al. 2015); low salivary cortisol
concentration (Reimert et al. 2013)) makes the task
even more delicate to achieve and leads to an urgent
need for new reliable indicators of positive emotions.
Another challenge is that valence and arousal are
intermingled components and it may appear difficult
to study valence contrasts while maintaining similar
arousal. Moreover, in most studies, the supposed
positive emotions are induced through specific
experimental settings built by the authors without a
real assessment of the animals’ perception of this
artificial situation. One can argue therefore that
focusing more on spontaneous behaviours may be a
more reliable way to further investigate indicators of
positive emotions.

It is generally considered that spontaneous acoustic
signals, particularly in non-human mammals,
constitute a real expression of the senders’ internal
emotional state notably because
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of a predominant role of brain limbic structures
(Papousek et al. 1992; Seyfarth and Cheney 2003).
The link between acoustics and emotionshas been
explored innumerousstudies (e.g. Morton 1977;
Jirgens 1979; Fichtel et al. 2001; Briefer 2012) and
authors have made interesting progresses in the
identification of parameters of voiced signals coding
for arousal level but less for emotional valence
(Manteuffel and Schon 2002; Siebert et al. 2011;
Lemasson et al. 2012). For example, either the rates
of some call types (e.g. distress and alarm call in calves
(Thomas et al. 2001) and silver foxes (Gogoleva et al.
2010)) or the variation in some acoustic parameters
of the call such as an increased duration (e.g. pigs
(Puppe et al. 2005; von Borell et al. 2009) and sheep
(Sébe et al. 2012)) or an increase of fundamental
frequency (e.g. rats (Brudzynski 2007), Japanese
macaques (Sugiura 2007), and sheep (Sébe et al.
2012)) have been found to be good indicators of
arousal level in negative emotions. However, studies
that found acoustic variations associated with
positive states (e.g. ultrasonic vocalisations in rats
(Knutson et al. 1998; Panksepp and Burgdorf 2003),
barks in piglets (Newberry et al. 1988; Reimert et al.
2013), decrease of the call duration in dogs’ growls
(Taylor et al. 2009) and in horses’ whinnies (Briefer et
al. 2015), increase of the amplitude range in dogs’
barks (Yin and McCowan 2004), decrease of the mean
fundamental frequency (GO) in horses whinnies
(Briefer et al. 2015)) are still scarce.

Among acoustic signals, unvoiced emissions have
surprisingly received very little attention so far.
Nevertheless, some authors have recently
hypothesised that unvoiced signals, as in humans
(Boiten et al. 1994), can also be related to the internal
state of animals with notably promising findings with
regard to positive emotional aspects. For instance,
purr (i.e. a tonal fluttering sound made by some
species) has been shown to be produced during
positive social interactions (felids (Peters 2002;
Bradshaw et al. 2012), mouse lemurs (Zimmermann
1995; Scheumann et al. 2007), ring tailed lemurs
(Macedonia 1993)); snort (i.e. a more or less pulsed
sound produced by nostril vibrations while expulsing
the air) has been observed in individuals while
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foraging (rhinos (Policht et al. 2008; Linn et al. 2018)),
resting (racoons (Sieber 1984)) or engaged in close
social contacts (tapirs (Montenegro 1998)). All these
data suggest a link between specific unvoiced signals
and a relaxation state. Interestingly, a physical trait
shared by snorts and purrs can be found as they are
both composed of staccato vibrations that may
involve in the relaxation process. Indeed, the
presence of rhythmic staccato breathing in
chimpanzees’ vocalisations was associated to the
relaxed open-mouth face while playing (Parr et al.
2005). Moreover, in a study conducted on cheetahs,
Volodina (2000) highlighted a correlation between the
use of sounds including rhythmic pulsations and
positive situations (i.e. mother and cub interactions).

Furthermore, these sounds are all particularly soft.
Peters (2002) suggested that the low intensity of
these sounds could be an adaptation to prevent
predator detection.

Averyrecent work conducted on young rhinos
demonstrated that the snort pulsation was context-
dependent and that two subtypes of snorts (pulsed
and non-pulsed) should now be considered (Linn et al.
2018). Also, horses produce a variety of context-
dependent non-vocal sounds. The snore (i.e. a very
short raspy inhalation sound) is produced in a low
alert context such as when investigating a novel
object or obstacle; while the blow (i.e. a short and
very intense non-pulsed exhalation through the
nostrils) is generally associated with vigilance and
alarm postures (Kiley 1972; Waring 2003). The snort
has very recently been suggested as a potential
indicator of positive emotions (Stomp et al. 2018).
Moreover, as part of this recent study, we noticed
that two types of snort could be differentiated by ear
based on the presence of pulsations (personal
observations). Thus, in light of this and considering
the evident link between acoustic features and
internal state, the aims of the present study were to
go further into the acoustic variability of horses’
snorts, first by confirming the existence of two
subtypes of snort and second by testing further the
link between snort subtypes and positive internal
states since now we have reliable knowledge about
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living conditions that may either favour (e.g. Sankey
et al. 2010b; Henry et al. 2017; Rochais et al. 2018) or
on the contrary inhibit (e.g. Cooper and McGreevy
2007; Benhajali et al. 2008; Hausberger et al. 2009)
positive internal states in horses.

To confirm the existence of two snort subtypes
easily discriminable by the ear and therefore
demonstrate the acoustic variability of this
understudied non-vocal sound, we first ran a playback
experiment to test the ability of naive humans to
auditory discriminate snort subtypes (i.e. pulsed
versus nonpulsed). Then, to examine whether these
different snort subtypes are expressed in different
contexts, such as the environmental context (i.e.
pasture versus stall), the production of each snort
subtype was observed in a group of 20 riding school
horses. We thus expected to find more pulsed snorts
in favourable conditions (e.g. living in a social group
and out in pasture) as well as in individuals expressing
no discomfort (e.g. both ears in forward position).

Materials and methods
Ethical note

The study was carried out in 2016 in accordance with
the European Parliament and the European Union
Council directive 2010/63/UE relative to the
protection of animals used for scientific purposes and
complied with the current French laws related to
animal experimentation (decree no. 2013-118 of 1
February 2013 and its five implementation orders (JO
of 7 February 2013), integrated in the Code rural and
the Code of the maritime fishing under no. R. 214-87
a R. 214-137). Being only observational, our study did
not require any further ethical authorization. The
private owner of the riding school allowed our
research to be conducted on his site. Animal
husbandry and care were under the management of
the riding school staff.

Subjects and management conditions

Twenty horses (15 geldings and 5 mares), aged from
4 to 15 years old (X + SE = 10.2 £ 3.1), from different
breeds, including mixed-breed horses (8 breeds in
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total, 25% Thoroughbreds, 15% French Saddlebreds)
living in a French riding school in Brittany were
studied. All the observed animals were living under
the same conditions for at least 1 year. Horses were
kept in a barn, in strawbedded 3.40 m x 3.30 m
individual stalls, with door openings and grids in the
wall allowing visual contact with conspecifics. They
were fed industrial pellets twice a day (at 9:30 am and
6:00 pm) and hay (6—7 kg) once a day (at 9:00 am). All
horses went out to paddocks (with grass) every day
from 1 to 4 h per day, with variable social partners.
They were also working in riding lessons (including
being ridden by riders from beginners to experienced
ones) for 4-12 h per week under the supervision of a
riding teacher. They were also used for riding lessons
with typical English riding style (see also Lesimple et
al. 2010, 2016). Lastly, none of the subjects had
known or visible respiratory problems that may
impact on the frequency of snorts. Data collection

Snort recordings

Snorts were recorded with a directional microphone
(Sennheiser® K6/ME66) connected to a digital
stereophonic portable recorder (PMD661 Marantz®,
sampling rate 44,100 Hz, resolution 16 bits) by one
single  experimenter (M.L.). The directional
microphone was mounted in a parabolic reflector for
the outside context in order to filter background
noises due to wind. Additionally, a microphone
(Sony® ECM-T6) was used to record the experimenter
comments. Snorts of each horse were recorded when
individuals were free of a working session both in
stalls and in pastures using 5-min focal behavioural
sampling (Altmann 1974) with in total 12 + 3 5-min
sessions per horse per location, depending on the
available time of observation of the horses. A total of
174 snorts were recorded (8.5 + 4.8 snorts per horse)
between the 5th and the 15th ofApril 2016. During
the recording days the weather was cloudy and the
temperatures fluctuated between 12 and 18 °C;
hence, no major presence of insects, nor dust due to
dry weather was observed.

Snort classification
Acoustic measurements Snort spectrograms were
extracted using ANA software (Richard 1991)
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implemented on Linux (FFT size 256). An audio-visual
exploration of  spectrograms enabled the
experimenter to classify sounds as either Bpulsed
snorts” (PS, including a noticeable pulse sequence) or
Bnonpulsed snorts® (NPS, showing an apparent
overall similar acoustic structure but without any
pulsation) (see examples in Fig. 1). Out of the 174

1]

Frequency (kHz)

| . L . R T TR

Duration (0.1 sec intervals)
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+ 0.24 s; non-pulsed: 0.82+ 0.13 s; Mann-Whitney
test,

Npuised = 13, Nnon puised = 12, W = 65, p = 0.49). The set
composed of the 25 sounds was broadcast in the
same (random) order to all subjects. Before starting
the test, participants were told that ‘the experiment
was about the acoustic function of snorts in horses,

Frequency (kHz) O

Duration (0.1 sec intervals)

Fig. 1 Spectrograms of pulsed (a) and non-pulsed (b) snorts recorded in this study

snorts recorded in total, only 117 (67.2% of the
snorts) could be properly classified into pulsed snorts
(PS) or non-pulsed snorts (NPS) (failures were only
due to bad recording quality, i.e. either loud
background noises or too long distance between the
horse and the microphone).

Auditory discrimination These soft unvoiced sounds
are particularly difficult to categorise with typical
acoustic measurements (see failures to acoustically
sort pulsed from non-pulsed snorts in rhinos, (Linn et
al. 2018)). So in order to confirm the existence of the
two subtypes of snort, we choose to perform a
playback experiment to test the ability of naive
humans to auditory discriminate them (as in Kremers
et al. 2011; Pongracz et al. 2005). A sample of the best
recording quality snorts (i.e.
withoutbackgroundnoises andrecorded at a short
distance) were broadcast to 20 human subjects (male
and female master and Ph.D. students and scientists
working in behavioural biology) that were blind to the
study and unfamiliar with horses and their acoustic
signals. Thirteen Bpulsed snorts® and twelve Bnon-
pulsed snorts® were broadcast to each participant.
Snorts were of similar durations (pulsed: X + SE =0.79

and that snorts were coming from two different
categories, one called BA* and another one called
BBA. Then, the experimenter (M.S.) played one
example of a Bpulsed” and a Bnon-pulsed” snort (not
included in the testing set) without giving any further
information about the acoustic difference between A
and B sounds. Then subjects were asked to classify the
sounds as BA” or BB” snort.

Snort production and immediate context

During each recording session, the experimenter
(M.L.) additionally observed the location of the
subject (pasture versus box), as well as the ears’ and
neck’s positions and the behavioural activity of the
subject during snort production using a microphone.
Four ear positions were sampled in accordance with
the definition given in previous studies (e.g.
Reefmann et al. 2009; Lesimple et al. 2016): forward,
backward, asymmetrical and sideward. Backward ear
position is commonly associated with negative
emotional states, such as discomfort or pain (e.g.
Hausberger et al. 2016, Rochais et al. 2018; for a
review: Gleerup and Lindegaard 2016) or during
agonistic interactions (e.g. Waring 2003). Forward or
sideward ear positions rather are commonly observed
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during feeding, calm observation, or during positive
affiliative interactions with conspecifics or humans
(Waring 2003; Sankey et al. 2010a; Rochais et al.
2016). Forward ears may also arise when horses are
being attentive to a distant stimulation, including
danger (e.g. Waring 2003; Rochais et al. 2017) but
since snorts were mostly produced during feeding
(and secondarily calm observation) (Stomp et al.
2018), their forward/sideward position here was
considered as a reflect of a calm, potentially positive,
state.

Finally, in order to test a potential effect of ground
dust, we also assessed the neck height at the moment
of snort production. We scored it as horizontal (0°-
45°/back line), high (> 45°/back line) or low (< 0°/back
line) according to Lesimple et al. (2010).

The sampling paradigm used was the same as the
one reportedinStomp  etal.  (2018).Install,the
experimenter followed a standardised route in the
barn in order to observe simultaneously two horses
for each 5-min-focal period, until all the individuals
have been observed. In pasture, focal samples were
made according to a standardised route again, and all
individuals (one to six individuals) in a given location
were observed simultaneously. On average, 12 + 3
focal samples were collected per horse per location
(i.e. pasture and stall). In general, recordings took
place between 10 a.m. and 6 p.m. Data and statistical
analyses

As all data were not normally distributed, we used
nonparametric statistical tests (Siegel and Castellan
1988).

First, in order to test the relevance of our snort
classification, we calculated a percentage of success
based on the number of correct classifications for
each participant. Then the average success score
obtained for each subtype of snort, as well as the
average total success score obtained on the whole
test, were compared to the chance level (i.e. 50%)
thanks to binomial tests. Moreover, humans’ average
success scores in classifying both subtypes of snorts
were compared using a Wilcoxon test. Then, a
Kendall’s coefficient of concordance was used in order

Page 245 of 426 57
to estimate the degree of agreement between
participants.

Then, we looked for non-random associations
between snort subtypes and the different studied
contexts. As some recorded snorts could not be
classified because of too poor quality and had thus to
be discarded for the statistical analysis, we decided to
compare relative proportions (percentages) of snort
subtypes per context (instead of snort subtype rate
per se). Thus, we first calculated, separately for each
snort subtype, the relative proportions of snort
emitted in stalls vs pastures (regardless of the ears
and neck positions) and with the ears and the neck in
each sampled position (regardless of the location).
Then, we compared, using one Wilcoxon test per
contextual variable, the individual proportions of
pulsed and nonpulsed snorts.

All statistical analyses were done with RO software
3.3.1 (alpha threshold set at 0.05).

Results

Out of the 117 snorts analysed, we identified a total
of 51 nonpulsed (NPS, 0 to 11.9 in stall and from 0 to
1.6 in pasture per individual per hour) and 66 pulsed
(PS, 0 to 6.3 in stall and from 0 to 8.47 in pasture per
individual per hour) snorts. All the horses, except one,
produced NPS, whereas three out of the 20
individuals never produced PS.

I) Confirming the snort classification: human

auditory test

Human subjects clearly succeeded in identifying
the two subtypes of snort: the participants’ average
total success score obtained on the whole test was
significantly above chance (iu = 75.4 £ 15.4%) (p <
0.0001, binomial test). Subjects made fewer mistakes
when classifying PS (1 = 89.2 £ 17.3%) than NPS (u =
60.4 + 17.9%) (Wilcoxon test, N=20,Z2=3.8,p=

0.001), even though they correctly performed above
chance level inbothcases (PS: p < 0.0001; NPS: p =
0.0015, binomial tests). There was a high agreement
in the classification between the different subjects
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(Kendall’s coefficient of concordance, W = 0.259, p <
0.0001).

I) Association of the context and postures of the
horse and snort production

The expression of one or the other snort subtypes
was clearly context-dependent. The proportions of
snort subtypes differed in the two studied locations:
in stalls, horses produced more NPS (Wilcoxon sign
test, N=16, Z = 3.47, p = 0.0005) (Fig. 2a), whereas in
pastures, they produced significantly more PS than
NPS (N =17,Z=3.09, p =0.002) (Fig. 2b).

Moreover, overall, no difference was found
between PS and NPS proportions according to the
neck position (N = 16, horizontal: Z =1, p = 0.2; high:

2=0.8,p=0.4;low:Z=0.2, p=0.8).

Fig. 2 Mean proportions of snort subtypes a
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Snort production also depends on the current
emotional state of the subject. Overall, snorts, either
PS or NPS, were rarely produced with the ears
backward (tps=0.81 £+ 3.53%, pnes= 6.31 £ 23.14%) or
asymmetrical (ups = 2.06 + 9.02%, pnps = 0 + 0%), the
ears’ position being mostly sidewards (pps = 52.68 *
33.54%, pnes = 69.51 + 41.83%) and forwards (ues =
26.98 + 32.02%, pnes = 7.5 + 24.42%) during snort
production. Besides, PS and NPS proportions did not
differ when horses had their ears backwards (N = 19,
Z=0.7,p=0.47) and asymmetrical (N=19,Z=0,p =
1). Also, none of the snort subtype was particularly
associated with sideward position (N=19,Z=1.1,p=
0.26) (Fig. 3a). Conversely, a significant higher
proportion of PS was produced with ears forward in
comparison of the NPS one (Wilcoxon sign test, N =
19, Z = 2.41, p = 0.015) (Fig. 3b). Moreover, both in
stall

sampled in stalls (a) and in pastures (b), Wilcoxon
sign test: **p <0.01, *p <0.05
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Fig. 3 Mean snort proportions produced with ears
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and inpasture,the snort production, eitherofPS and NPS, was mainly associated with feeding (stall: p =
69.5% + 35.7%; pasture: u=74.7% + 30.5%) and secondarily with quiet observation in stall (L= 8.9% %
19.8%) and with slow walk in pasture (i = 7.1% * 16.9%). Since these activities are both associated
with rather positive contexts and that no alert/ alarm behaviour was ever observed, ear positions
seemed to confirm the more positive context of PS.

Discussion

This study, on the basis of both human auditory classification and contextual evidence, demonstrates
the presence of two subtypes of snorts in horses. These two subtypes seem to reflect different
intensities of positive emotional states. Thus, while both subtypes were observed in positive contexts
mostly, pulsed snorts are still produced more often in the most positive contexts (pasture) and
postures (ears forward).

These results support a recent description of the acoustic repertoire of infant and juvenile Southern
white rhinoceros, a related species, that highlighted the importance of distinguishingsnorts
characterised bya constantair blow from pulsed ones (Linn et al. 2018).

If snorts are unvoiced signals, they constitute a respiratory pattern nonetheless. We know that
emotions and respiration are unquestionably linked (Boiten et al. 1994) but few studies have explored
the breathing pattern of positive emotions (e.g. sigh while relaxing in humans (Mcclernon et al. 2004);
sigh in a situation of relief in rats (Soltysik and Jelen 2005), in humans (Vlemincx et al. 2009)). Sigh is a
single breath, characterised by a deep in- and expiration of long duration, and is physiologically
relevant to restore the homeostasis by expanding the lungs and favour gas exchanges (Wilhelm et al.
2001). Similarly, we could imagine that the snort is the result of a sudden respiratory change due to a
positive emotional arousal. This is reminiscent of previous findings in squirrel monkeys by Jirgens
(1979) who classified squirrel monkeys’ vocalisations according to their acoustic structure. He
suggested that the sound variety belonging to the same category of non-harmonic calls was the result
of the evolution of a Bself-assertiveness” state of the caller. Thus, the purr was the lowest excitement
call of this category that expresses a state of contentment. Similarly, Volodina (2000) observed a
modulation of the cheetahs’ vocalisations according to the animals’ confidence state: in an
asymmetrical social encounter, the confident individual, for whom the following event is more
predictable, will use a sound including rhythmic pulsations (e.g. purring, churtling, growling), while the
weakest individual, in a diffident state and uncertain of its rival actions, would tend to produce more
tonal sounds (e.g. miaowing, howl). Interestingly, Volodina (1997) even found that during a given vocal
sequence, rhythmic sounds can change progressively towards more tonal structures when the emitter
is being disturbed. Therefore, the authors concluded that there was a modulation of the call structure
according to the emotional state of the caller. In the case of horse snorts, earlier observations had
shown that snorts are produced overall in positive contexts (Stomp et al. 2018). Here, we confirm that
both pulsed and non-pulsed snorts are produced in more positive and calm contexts but that pulsed
snorts are still more representative of positive contexts (almost only in pasture) and potentially states
(mostly ears forwards). Both subtypes may thus reflect two levels of positive emotions, expressed, as
in cheetahs, by differences in vibration. Horses’snorts cannot be compared to felid or primate sounds
in terms of mechanisms, as snorting is associated with a single respiratory phase (exhalation) while
purring relates to an inhalation and exhalation phase, but the structure-function parallel is interesting.
Indeed, we especially know that homologous sounds associated with comfort and contentment are
present in other mammal species (e.g. purring in lemurs and carnivores (KileyWorthington 1984;
Peters 2002)). ) Springer
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Future researches are of course needed to understand more fully the biological function of the
rhythmic pulsation in acoustic signals and particularly unvoiced ones by expanding to larger samples.
Also, it might be interesting to develop an automated recording device that could record non-vocal
sounds consistently over longer periods of time. However, this study is a step further in the
understanding of the acoustic coding of emotions, as well as in the identification of indicators of
positive emotions in horses.
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Synthése de Particle 7
Question

Si de nombreuses évidences montrent que le travail peut étre source de stress chez le cheval, il
semblerait que la position adoptée par le cavalier ait un impact majeur a la fois sur I’émergence de
comportements reflétant un état émotionnel négatif immédiat (e.g. « conflict behaviour ») mais aussi
sur 1’état chronique des chevaux (e.g. problemes de dos). Par ailleurs, plusieurs études ont pu
démontrer un biais positif de perception de 1’environnement chez des chevaux montés en loisir (i.e.
technique favorisant le confort) alors qu’une augmentation des comportements de stress a pu étre
observée lors de I’anticipation de sessions d’apprentissage utilisant le renforcement négatif. Nous
avons montré que I’ébrouement pouvait €tre un indicateur fiable d’émotions positives (article 5).
Nous avons ainsi émis 1’hypothése ici que ce signal acoustique pourrait étre indicateur de la fagon
dont les chevaux pergoivent le travail.

Méthodes

Au total 127 chevaux, répartis dans 16 établissements, ont été observés lors de reprises d’équitation
pour débutants. Apres avoir relevé le nombre total d’ébrouements produits au cours d’une session
d’une heure, nous avons particuliérement analysé les positions des cavaliers (i.e. hauteur des mains,
longueur et tension des rénes) ainsi que les postures des chevaux (i.e. hauteur d’encolure, position
des oreilles) associées a la production des ébrouements, lors des phases de pas et de trot/galop
indépendamment. De plus, la fréquence d’ébrouements a été associée au discours prononcé par les
moniteurs d’équitation.

Résultats

Des différences sont apparues dans le nombre d’ébrouements produits par heure par individu selon
les centres équestre. De plus nous avons montré que plus les moniteurs demandaient aux cavaliers
d’avancer leurs mains, moins les chevaux ont émis d’ébrouements. Nous n’avons pas établi de
différence significative entre le nombre d’ébrouements produit par minute selon 1’allure du cheval
(pas vs. trot/galop). En revanche, nous avons pu observer un certain contraste entre les positions et
posture relevées globalement lors de la reprise et celles mesurées au moment méme de la production
des ébrouements. Au cours des phases de pas, si les cavaliers adoptaient majoritairement une position
plus contraignante pour le cheval (i.e. rénes courtes et tendues), associée a une position d’encolure
principalement haute, a I’inverse au moment de la production des ébrouements, les cavaliers avaient
plus souvent les rénes longues et détendues, et les chevaux I’encolure basse. Au trot/galop, les
cavaliers étaient globalement plus souvent rénes longues et détendues alors que ces positions n’ont
plus été observées au moment de 1’émission des ébrouements. En revanche que ce soit globalement
au long de la séance ou au lors de la production d’ébrouements, les chevaux avaient significativement
plus souvent ’encolure haute.

Conclusion

Ces résultats montrent que la production d’ébrouements semble &tre modulée par les techniques
d’équitation. Dans un contexte de travail, les ébrouements apparaissent associés a un état de
relaxation au pas alors qu’ils seraient, au trot/galop, plus indicatifs de génes physiques pouvant étre
liées aux équipements et/ou aux positions adoptées par le cavalier. La production d’ébrouements dans
ce contexte n’apparait pas €tre un indicateur complétement valide d’un état interne positif chez le
cheval et nécessite d’étre interprétée avec précaution.
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INTRODUCTION

How animals perceive work remains under debate. In pigs, performing tasks enhances well-
being (Ernst et al., 2006), but in dogs, work-related stress may emerge, either because of the
type of activity (e.g. animal-assisted activities, Haubenhofer and Kirchengast, 2006), the type
of reinforcement used (e.g. Haverbeke et al., 2008; Hiby et al., 2004) or the associated physical
constraints (Rooney et al., 2016). In horses, the impact of work, and especially riding, has long
been underestimated (Odberg and Bouissou, 1999), but it is well established now that riding
can be a source of acute stress for horses (McGreevy and McLean 2005), so that the simple
view of working related objects may lead to negative reactions (Fureix et al., 2009). Several
studies using preference tests demonstrated that horses did not show strong motivation for
exercise performed under constraining conditions (Gérecka-Bruzda et al., 2013; Lee et al.,
2011), and could even perceive riding as uncomfortable (Konig von Borstel and Keil, 2012). In
a study on jumping horses, Gérecka-Bruzda et al. (2011) found that the motivation to jump,
even small fences, decreased rapidly with higher effort, concluding that this exercise was
emotionally costly for the horse. Accordingly Ille et al. (2013) recorded peak cortisol levels
after jumping, as a probable result of the exercise. Moreover, riders’ techniques, positions and
skills do impact the mental and physical well-being of horses (Lesimple et al., 2010; Lovett et
al., 2005; McGreevy and McLean, 2010; Murphy, 2008; Odberg and Bouissou, 1999) and lead
when inappropriate to the display of stress (“conflict”) behaviours by the horses (Goérecka-
Bruzda et al., 2015; Hall and Heleski, 2017; von Borstel et al., 2009; Williams and Warren-
Smith, 2010), as well as postural (e.g.. ears backwards [von Borstel and Konig 2008; von
Borstel et al. 2009; Ludewig et al. 2013]) and physiological changes (for a review: Konig
Borstel et al. 2017). Excessive reins tension appears to have a particular impact on horses’
emotional and physical state since a too harsh and unnecessary use of bits by novice riders may

lead to serious sanitary problems in the mouth, a particularly sensitive part of the horse’s
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anatomy (Cook, 2003; Mata et al., 2015). Indeed, several authors underlined the aversive aspect
of rein tension (Christensen et al., 2011), and more generally different kind of tension-eliciting
equipment (Clayton et al., 2011; McGreevy, 2007; McLean and McGreevy, 2010; Murphy,
2009) leading to conflict behaviours as head tossing or reefing the reins (e.g. von Borstel et al.
2009; Konig von Borstel and GliBman 2014). Moreover, shortening of the reins has been
associated with vigorous tail switching and flattened ears backwards in the horse (Ludewig et
al., 2013). Thus, the hands actions are considered as one of the most prone to induce potential
stress (Konig von Borstel and GliBman, 2014; McGreevy and McLean, 2005). Horses also try
to avoid pain in the mouth by raising the head and neck, which leads to a characteristic posture
where the neck becomes flat or hollow (Cook, 2003). The repetition of these avoidance
behaviours, (i.e. head raising, head tossing) may lead to back problems and chronic and
behavioural or postural modifications (e.g. Hausberger et al., 2009; Lesimple et al., 2010). In
a study on leisure and riding school horses, Fureix et al. (2011b) showed that the two categories
of horses differed greatly in terms of back shape, with more roundness in the leisure horses,
that, beyond living in a more appropriate environment, were also ridden with loose reins and
low hands. Interestingly, when confronted to cognitive bias tasks, the leisure horses appeared
more optimistic than the instruction horses (Henry et al., 2017). In the same line as the
observation that horses trained with positive reinforcement are then more positive towards the
task and the trainer than those trained using negative reinforcement (Sankey et al., 2010b,
2010c), one can wonder whether horses may learn to appreciate work, and in this case, whether
there are particular moments that they would appreciate more. Lesimple et al. (2016a, 2010)
showed that the time spent by beginners with high hands was correlated with that spent by the
horse with a high neck and consequently led more vertebral disorders. This means that such

times are probably negative experiences for the horse.
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The teacher’s strategy played a major role in determining the attention young riders pay on their
position and actions (Lesimple et al., 2016a, 2010) and explained the important differences
observed between riding schools. This also means that some strategies for teaching and riding
may be better perceived by the horse. However, indicators of positive emotions in a riding
context are still scarce to date. Yet, promoting positive emotions during learning has been
shown to reduce problematic defence behaviours during training (e.g. biting or kicking) and
consequently the risks of accidents, in comparison to some training methods that may induce
discomfort or stress (e.g. von Borstel et al. 2009). Thus, it becomes really necessary to identify
these positive situations in order to be able to assess how the horses perceive the situation and

consequently promote favourable practices.

We recently found that, outside the working context, snorts (more or less pulsed sounds
resulting from the expulsion of the air through the nostrils), could, outside any respiratory issue,
reflect mild positive emotions in horses since they were clearly more produced in a context that
favour the expression of a positive internal state (e.g. pasturing in groups) and were more
present in horses in a good welfare state (Stomp et al., 2018b). Interestingly, one study found
that snort production was negatively correlated to rein tensions in dressage horses (Konig von
Borstel and GliBman, 2014) and Dyson et al. (2018) reported that it was frequent to hear snorts
after improvement in lameness as a potential sign of relaxation. We hypothesized therefore that
snorts, as observed in other contexts, could help identifying the phases and actions that horses
could appreciate most. In order to test this hypothesis, we recorded snorts during beginners
riders’ lessons in different riding schools and investigated their context of production both in
terms of the phase of work (halt, walk, other) but also of riders’ position and horse’s posture at
the precise time of the production. In the light of the abovementioned studies, a special
emphasis was given to the reins’ length and tension as well as hands’ height for the rider, neck’s

height and shape and ears’ positions for the horse. We expected that more snorts would be
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produced during relaxing walk, associated with a low neck position for the horse as well as low
hands and long and loose reins for the riders. On the contrary, given the improper riding
postures often adopted by beginners, we supposed that less snorts would be recorded while

trotting/cantering.

MATERIAL AND METHODS

Subjects and management conditions

Riding lessons involving 127 horses (65 geldings and 62 mares) aged from 3 to 30 years
(X£SE=13.845.1) of diverse breeds (including 61.2% unregistered horses), were video
recorded. The horses were living in 16 different riding schools with usual management and
environmental conditions (individual stall, restricted social contacts, fed with industrial pellets
2 to 3 times a day, water ad libitum). Riding lessons lasted between 39 and 70 min
(X£SE=56.5+7.7). Horses were ridden by beginners with typical English riding style in average

10.242.4 hours per week. Horses were equipped of snaffle bits.
Data collection and analysis

The video recordings were analysed by a unique experimenter (A.M.) using Behavioral
Observation Research Interactive Software (BORIS v6.3.6, a free and open source software

DOI: 10.1111/2041-210X.12584)

Snort sampling

Three different non-vocal sounds have been described in horses (Kiley, 1972; Waring, 2003).
All of them are produced via the passage of the air through the nostrils. The snore is a very
short raspy inhalation sound produced in a low alert context, such as investigating a novel object
or obstacle. It could also be produced prior to emitting a blow; the blow corresponds to a short

very intense non-pulsed exhalation through the nostrils and is generally associated with
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vigilance/alarm postures (e.g. presence of a fear-inducing object in the surroundings); the snort
corresponds to a more or less pulsed sound produced by nostril vibrations while expulsing the

air, with a slightly longer duration in comparison to the blow.

Snort structure could not be analysed here as background noises during the lessons prevented
to have good enough structural analyses. They were clear enough however to be recognized

both by ears and examination of sonograms. In total 15.50 hours recordings were used.

Part 1: overview of snort production, comparison between schools

In order to have an overview of the their production in the different schools, snorts were
recorded every time they occurred, whether the emitter was visible or not on the video using

“all occurrence” methodology (Altmann, 1974).

Additionally, data were available on the teacher’s discourse for a subset of five riding schools
allowing more detailed analyses, with the aim to understand whether the teacher’s discourse
could explain the differences. Thus, we assessed the number of snorts produced according to
the lesson phase (i.e. stop, relaxed walk, working walk, trot, canter) while determining the
percentage of time spent in each phase during the lesson. The teacher’s speech had been
recorded continuously using a digital voice recorder (Thomson DK 300) and was analysed by
noting the occurrence of all recommendations, related to different parameters: management of
horses (increase, decrease distance / other horse), hands’ position (raise, drop, move forward),
reins’ characteristics (shorten, extend, pull, do not pull), rider’s back position (stand up
straight), heel punches (give heel punches), strokes, approval and congratulations to the rider

(Lesimple et al., 2016a, 2010).

Part 2: riding context of snort production
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In this section, only the snorts produced while the emitter was visible were examined. At each
occurrence, both the horse’s postures and the riders’ positions were registered (see also

[Lesimple et al. 2010, 2016a]).

Rider’s characteristics:

-hands’ height: based on the fictional number of fists between the horse’s wither and the real
hands’ position: very high (H>1, higher than one fist), high (H1, one fist), middle (HO.5, half a

fist) and low (HO, hands positioned at the wither height).

-reins’ length: short (less than half the horse’s neck length), medium (from half to the horse’s

neck length), long (more than the horse’s neck length).

-reins’ tension: tight (straight line between the rider’s hands and the horse’s mouth), loose

(curve line between the rider’s hands and the horse’s mouth).

Horse’s postures:

-the neck’s height: high (>45°/back line), horizontal (0°—45°/back line), low (<0°/back line).

-the ears’ position: forward (tip of the ear towards the front at an angle of more than 30° from
the perpendicular), backward (tip of the ear towards the back at more than 30° from the
perpendicular), and sideward (auricles turning at 90°from the axial position - perpendicular to

the head).

It is known that the ears’ positon is an indicator of current internal state of the horse. Backward
ears position is commonly associated with negative emotional states, such as discomfort or pain
(e.g. Ashley et al. 2005; Hausberger et al. 2016) and have been shown to be related to negative
contexts (e.g. shorten the reins) while being ridden (Hall et al., 2014; Ludewig et al., 2013; von

Borstel et al., 2009).
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In order to identify the differences between the time of snort production and the rest of the
lesson, observations of the riders’ positions and horses’ postures as mentioned above were
conducted outside the context of snort production as well, in order to assess the global situation
displayed during riding lessons. Both the riders (i.e. hands’ position, reins’ length and reins’
tension) and horses’ (neck and ears position) postures were measured on a sampling of 15 pairs
(3 pairs from 5 different riding schools) using a scan sampling method (Altmann, 1974). Ten

scans were performed per pair per gait (walk, trot/canter).

Data and statistical analysis

Since all recordings were not of the same duration depending on the riding schools, the number
of snorts was analysed in number of snort per individual per hour in order to compare snort

production between all sites.

Also, based on the number of snorts recorded as well as the total duration spent in each lesson
phase (i.e. stop, relaxing walk, working walk, trot, canter), we calculated the number of snorts

produced per minute for each lesson phase.

According to Lesimple et al (2010), the riding teacher’s speech was processed as number of
speech bouts per hour (i.e. number of times where a specific word/sentence has been

pronounced during one hour of lesson).

Also, we calculated the average number of visible snorts produced for each postures’ modality.
Visible snorts as well as the scans performed outside the snort production context were analysed
per gait: walk and trot/canter measures were thus processed independently. Data from scans
were analysed in percentage of scans spent in each position per gait. Finally, in order to facilitate
the reading of graphs, the average number of visible snorts recorded for each modality were
converted in average percentage of snort produced. However, statistics were performed on the

real data.
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As data were not normally distributed, we used non-parametric tests (Siegel and Castellan,
1988). A Chi squared test was used to compare snort production per individual per hour between
the different sites and Spearman correlation tests were used to assess potential correlations
between snort production and teacher’s bouts of each recommendation. The time spent by the
riders in the different positions out of the snorting context, as well as the average snorts number
recorded per horses’ postures and riders’ positions were analysed using Friedman and post hoc
tests when useful. Finally, Wilcoxon tests were used to 1) compare the number of snorts
produced per minute according to the lesson phase; 2) compare both the time spent outside the

snorting context, as well as the snorts frequency observed according to the reins’ tension.

RESULTS

1. Overall context of snort production

In total 717 snorts were recorded over the 15.5 hours of riding lessons analysed and clear
differences appeared between the 16 sites studied (Chi squared test, N=16, X*°=34.2, p=0.002),
with more snorts heard in some riding schools than in others (i.e. from 2.6 to 14.8 snorts per

hour per horse, X=6.3£3.8).

In average, 61.6+36.5% of snorts were produced during relaxing bouts (stop, relaxing walk, i.e.
74.1£12.4% of the lesson time) while 38.3+36.5% of the snorts were recorded during working
bouts (working walk, trot/canter, i.e. 25.9+12.4% of the lesson time). However, no difference
was found considering the number of snorts produced per minute according to the lesson phase

(Wilcoxon test, V=6, p=0.8) for the subset of five sites analysed.

On the other hand, we found a negative correlation between the riding teacher’s speech and the

snorts frequency produced during the lesson: the more the teacher asked to move the hands
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forward, the less snorts were produced per individual per hour (Spearman correlation, N=5, r=-

0.89, p=0.04).
2. Riding context of snort production

In total, 71 snorts, for which the emitter and its rider were visible, could be analysed. They were

produced by 38 different horses (i.e. from 1 to 11 snort per horse, X=1.8+1.8).
a) Walk

Overall (outside snorting context), riders spent significantly less time with short reins than with
medium or long reins (X?=33.4, p<0.0001, post-hoc comparisons p<0.0001 in both cases)
(Fig.1A), more time with tight compared to loose reins (Wilcoxon test, V=95.5, p=0.0005)
(Fig.2A) and with low hands compared to the other positions (Friedman test, X*=67.2,
p<0.0001, post-hoc comparisons p<0.0001 in all cases). Horses were observed significantly
more with a high neck (Friedman test, X°=61.9, p<0.0001, post-hoc comparisons: horizontal:
p<0.0001; low: p<0.0001) (Fig.3A) and sidewards ears (X?=45.2, p<0.0001, post-hoc

comparisons: forwards: p<0.0001; backwards: p<0.0001).

At the time of snorting, clear differences appeared in both riders’ and horses’ characteristics:
horses snorted more when the riders had long reins (X?=12.6, p=0.001, post-hoc comparisons:
medium: p=0.02; short: p=0.008) (Fig.1A), and low hands (X’=7.6, p=0.05, post-hoc
comparisons: H1: p=0.02, as outside snorting context) with no particular predominance of any
rein tension (V=31.5, p=0.2) (Fig.2A). They produced less than 10% of snorts when they had a
high neck but no difference was found between the number of snorts recorded according to

neck’s (Friedman test, X?=3.2, p=0.2) or ears’ (X2:2.2,p:0.03) position (Fig.3A).

Thus, when both contexts were compared, it appears that horses produced more snorts when
the reins were long, less tight, with low hands and their neck was in a lower position, even if

these positions were not predominant during the lesson.

262



Chapitre 5 — Ebrouement et état interne / Chapter 5— Snort and internal state
b) Trot/canter

Globally during these phases, outside the snort production context, riders had overall
significantly more often low hands (Friedman test, X’=10.5, p=0.01, post-hoc comparisons:
HO.5: p=0.01; H>1, p=0.04), long (X°=8.3, p=0.01, post-hoc comparisons: medium: p=0.004;
short: p=0.007) (Fig.1B) and loose (Wilcoxon test, V=87.5, p=0.02) reins (Fig.2B). Horses
spent significantly more time with a high neck (outside: Friedman test, X?=22.1, p<0.0001,
post-hoc comparisons: horizontal: p=0.002, low: p=0.0006, during: X’°=12.6, p=0.001, post-
hoc comparisons: high: p=0.0007; horizontal: p=0.03) (Fig.3B) and less time with ears forwards

(X?=8.4, p=0.01, post-hoc comparisons: backwards: p=0.003, sidewards: p=0.007).

At the precise time of horse snorting, there was no preferential hands’ position (Friedman test,
X?=3.8, p=0.2) nor rein tension (Wilcoxon test, V=161, p=0.08) (Fig.2B) and significantly more
medium than short reins (Friedman test, X°=9.9, p=0.007, post hoc comparison: p=0.004)
(Fig.1B). Horses had significantly more backwards ears while snorting (X°=20.4, p<0.0001,
post-hoc comparisons: forwards: p=0.001; sidewards: p=0.001) and more often a high neck:

(X?=12.6, p=0.001, post-hoc comparisons: high: p=0.0007; horizontal: p=0.03) (Fig.3B).

Thus, when comparing riders’ and horses’ characteristics at the time of snorting and outside, it
appears that horses snort mostly when they have a high neck, the ears backwards and the riders

have more tight reins.
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Figure 1: Average percentage of observations recorded according to the rein length
outside (on the left) and during the snorting context (on the right); during walking (A)

and trotting/cantering (B) phases; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 2: Average percentage of observations recorded according to the rein tension
outside (on the left) and during the snorting context (on the right); during walking (A)

and trotting/cantering (B) phases; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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Figure 3: Average percentage of observations recorded according to the neck position
outside (on the left) and during the snorting context (on the right); during walking (A)

and trotting/cantering (B) phases; *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.
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DISCUSSION

This study investigated for the first time horses’ snorts production during riding in relation with
riders’ and horses’ characteristics at the time of production. The results revealed that 1) snorts
are rarely produced during riding lessons, 2) their frequency varies between facilities and
according to the teacher’s recommendations, 3) most of all the riding context is opposite
between walk and trot/canter phases. Indeed, while snorts were mostly produced in a more
relaxed context (long, loose reins, low neck posture) during walk parts, they were associated
with much more tensed contexts in higher locomotion phases (medium reins, high neck, ears

backwards).

Differences appeared among the sites studied where snorts were more produced in some
facilities than others during riding lessons. This result suggest that maybe snort production was
impacted by the working context. In a study where riders’ positions and teachers’
recommendations were analysed, Lesimple et al. (2010) highlighted that riding technics
differed between sites. Most of all, the authors showed that these technics were correlated to
horses’ back problems. Then we could suggest that, in the present study, horses perceived more
or less positively riding according to the riding technics adopted. Indeed, a more positive
perception of the environment has been already observed in horses ridden with technics
allowing more comfort for the horse (i.e. low hands, long and loose reins). On the contrary,
Sankey et al. (2010b) observed that horses were able to anticipate a working session and showed
that both behaviours (i.e. head movements, avoidance) and postures (i.e. ears laid back)
revealing stress were adopted by horses that experienced a negative reinforcement during
learning, associated with an increase of the heart rate. Thus, considering both that snorts were
quite rare during lessons and the global riders’ and horses’ postures observed in our study, one
can argue that the working context here does not favour the expression of positive emotions in

horses. Observations of the horses’ postures outside the snorts production showed that whether

267



Chapitre 5 — Ebrouement et état interne / Chapter 5— Snort and internal state

walking, trotting or cantering, horses spent the majority of the lesson with a high neck and
expressed scarcely ears forwards, even a majority of ears backwards while trotting or cantering.
A high neck has an influence on the caudal back flexibility (Rhodin et al., 2010) and repetitions
of this undesirable posture at work may lead to chronic damages of the spine (Ridgway and
Harman, 1999). Moreover, we know that backwards ears position reflects a negative emotional
state (e.g. Ashley et al. 2005). Thus, we can easily suppose that horses experienced negative

emotions in this working context.

However, while walking, a contrast was observed at the exact moment of the snort
production: horses produced more snorts when the riders had long reins and low hands.
Moreover, while the riders spent significantly more time with tight reins during walking in the
lesson, snorts were not particularly associated with tight or loose reins and even appeared to be
more numerous when riders put less tension in the reins. This is in total agreement with the
results of Konig von Borstel and GliBman’s study (2014) and supported by the negative
correlation found with the riding teacher’s speech in the present study: the more riders stretched
the reins, the less snorts were produced. Moreover, snorts were not particularly associated with
a high neck position whereas horses spent significantly more time in this position globally while
walking, suggesting that snorts were, during walking bouts, a sign of a relaxation state or more
exactly a behavioural expression of a release from a stressful situation. Indeed, on one hand
snorts have been shown to be more produced while being in a positive internal state (Stomp et
al., 2018b). On the other hand, some authors already observed a positive mood during cognitive
judgement bias tests in horses (Briefer Freymond et al., 2014) and other domestic animals
(sheep: Doyle et al. 2010; Sanger et al. 2011) while being tested just after a negative treatment
(i.e. negative reinforcement, restrained, social isolation), suggesting then an expression of

positive emotions owing to the release from the negative situation. The reported observations
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made by Dyson et al. (2018) about horses snorting after improvement in lameness support this

hypothesis.

On the contrary, a different picture emerges from the trotting/cantering situation.
Although the snort frequency was relatively similar to the one recorded while walking, snorts
appeared to be more produced in a constrained situation or at least not in favourable conditions
when in higher locomotion phases (i.e. no low hands, no long and loose reins). Given the high
prevalence of horses’ backwards ears and high neck positions we can suppose that snorts may
resulted from breathing discomfort in that case. Several studies already pointed out the damages
caused by bit pain in horses among those airway obstruction and abnormal inspiratory noise
were underlined (Cook, 1999) and notably one study suggested that snort production during
riding would be explained by “pain, itching or tingling sensations transmitted by the maxillary
nerve to the region of the muzzle” (Cook, 2003). Considering this, we cannot rule out that
another type of snort, not necessarily related to a specific emotional content, was emitted
following breathing difficulties and/or an excitement of the maxillary nerve due to the bit

pressure exerted on the nose while trotting or cantering.

Then, we showed that two types of snort seem to be express during a working session:
a snort related to a relaxation state produced at walk when the rider released the reins tension
and allowed the horse to lower his neck, and on the other hand a snort that appeared to be more
related to physical constraints that may result from the improper riding postures adopted by the
beginners or some discomfort related to the bit when trotting or cantering. Thus, the snort
meaning in a working context needs to be carefully investigated. We found recently that the
snorts’ structure could vary according to the horses’ internal state (Stomp et al., 2018a). Then
one can argue that the two types of snorts, recorded here according to the riding context, could
be characterized by two different acoustic structures. However, given that background noises
were too important during lessons, we were not able to investigate this and further researches
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would be necessary. In this way, to date, it is maybe still premature to say that snorts could be
reliably used in order to identify bouts positively perceived by the horses in a working context.
However, the production of snorts while trotting/cantering could alert riders about possible
physical constraints. Accordingly, some authors highlighted that tight nosebands increased

stress in horses (Fenner et al., 2016; McGreevy et al., 2012).

This study investigated for the first time the relationship between snorts production and postures
of both the horses and the riders during a working lesson. As expected, at walk, snorts were
more associated to a release of the reins tension and a low neck position, thus reflecting a
relaxation state. However, snorts heard in a riding context need to be carefully considered and
a full observation of both the behaviour and the posture of the horse have to be realise in order
to avoid any misleading interpretation. Indeed, snorts associated with a high neck position and
a relative tension of the reins could be a sign of discomfort, related to bit pressure and reins
tension. This study constitutes a promising approach to investigate the horses’ perception of
work. Increase both relaxing bouts and attitudes during riding would be a way to promote a
positive internal state in horses and this could explain as well the better welfare state observed
in leisure horses (Henry et al., 2017). Further studies could be conducted now in order to

investigate the impact of discipline on snorts production.
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DISCUSSION

Au cours de ce chapitre, nous avons démontré, pour la premiere fois, que 1’ébrouement
du cheval n’était pas qu’un simple réflexe hygiénique mais le résultat d’un état émotionnel
positif sans doute d’intensité modérée. En effet, les ébrouements sont davantage produits
lorsque les chevaux présentent une posture reflétant un état positif calme et relaché (i.e. oreilles
sur le co6té ou devant : Rochais et al., 2014; Sankey et al., 2010c, 2010b; Waring, 2003) associée
a des contextes pour lesquels les chevaux montrent une forte motivation (i.e. en groupe au pré
avec une alimentation ad libitum : Lee et al., 2011; Sgndergaard et al., 2011) et/ou des activités
calmes (i.e. exploration, alimentation, observation). Il serait alors le reflet d’un état interne qui
se caractérise a la fois par une valence positive et une intensité plutot faible ou I’individu affiche
un état relaché, de « contentement » ou de satisfaction (Mendl et al., 2010). L’étude sur la
production d’ébrouements lors de séances d’équitation nous a permis de confirmer ce résultat :
les chevaux ont produit davantage d’ébrouements, en phase calme ou de récupération, soit
lorsque les cavaliers (i.e. rénes longues et détendues) leur permettaient d’adopter une posture
relachée (i.e. encolure basse), alors qu’ils étaient peu fréquents lorsque que les cavaliers
imposaient une posture plus contraignante, pour I’animal (i.e. rénes courtes et tendues induisant
un port haut de I’encoure) (Ludewig et al., 2013; von Borstel et al., 2009). Par ailleurs, nos
observations nous ont permis de conclure qu’il n’existait pas forcément d’impact direct de la
qualit¢ de Il’air sur la production d’ébrouements étant donné la moindre proportion
d’ébrouements enregistrés a I’intérieur des €curies, bien que ce contexte soit plus poussiéreux
que le pré. De plus, lorsque les chevaux vivant en extérieur étaient transportés dans un pré ot
la nourriture était plus abondante, la production était tres élevée dans les premieres minutes, et
diminuait ensuite (observation personnelle). Si la production accrue d’ébrouements était liée a
la qualit¢ de I’air, on pourrait s’attendre a une augmentation des €brouements suite a une

exposition continue au pollen par exemple. Il est vrai cependant que d’autres types
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d’ébrouements semblent étre produits dans des situations moins avantageuses pour 1’animal,
comme nous avons pu I’observer lors des phases de locomotion intense au cours des reprises
d’équitation. Effectivement, dans ce cas, I’ébrouement pourrait étre davantage une conséquence

d’une contrainte physique associée a un équipement (e.g. muserolle, mors) mal adapté.

Une analyse de la structure acoustique des ébrouements recueillis en centre équestre
nous a permis d’identifier, par ailleurs, deux types d’ébrouements, différenciables par la
présence d’une structure vibrée ou non. Dans les deux cas, ils sont préférentiellement émis dans
des contextes positifs (i.e. état interne positif), mais ils se différencient sans doute en termes
d’intensité¢ émotionnelle. Les ébrouements vibrés étaient en effet caractéristiques d’une
situation positive de plus forte intensité pour le cheval (i.e. au pré et les oreilles en avant) par
rapport aux ébrouements non vibrés. Ces résultats semblent confirmer de fait un encodage
acoustique de I’état émotionnel chez le cheval comme chez d’autres ongulés (Briefer, 2012) et
ouvrent surtout de nouvelles perspectives quant a 1’utilisation des sons non-vocaux dans
I’évaluation des émotions positives chez I’animal. Si la littérature s’accorde sur des variations
de certains parameétres acoustiques des vocalisations lors de situations positives telles qu’une
diminution de la durée (Briefer et al., 2015a; Taylor et al., 2009) et de la fréquence
fondamentale (Briefer et al., 2015a) ou encore une augmentation de 1’amplitude (Yin et
McCowan, 2004), nous suggérons ici que la présence de vibrations au sein du signal acoustique,
de facon homologue aux ronronnements produits par les primates ou les félins, soit témoin en
outre d’un état émotionnel positif (Fichtel et al., 2001; Volodina, 1997). Il serait donc
particulierement intéressant de pouvoir analyser les structures acoustiques des ébrouements
enregistrés lors des séances d’équitation, afin de pouvoir vérifier les variations de contextes de
production observés lors des phases de relachement d’une part ou de travail d’autre part. En
effet, I’identification des deux types d’ébrouements n’a pas pu étre réalisée dans I’ensemble de

nos études due a une mauvaise qualité d’enregistrements.
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Les résultats révelent enfin que 1’état de bien-étre des chevaux pouvait étre un facteur
de modulation de la production d’ébrouements : moins 1’état de bien-étre est altéré, plus les
individus produisent des ébrouements en conditions favorables (i.e. pré). Comme on le sait,
1’état chronique d’un individu peut avoir un impact sur son appréciation d une situation donnée
(Paul et al., 2005) : chez le cheval, une étude a récemment montré que des chevaux avec un état
de bien-étre préservé montraient un biais positif de jugement (i.e. optimiste), suggérant en
conséquence une perception plus positive de leur environnement, a I’inverse des chevaux
présentant un état de bien-€tre dégradé, qui eux étaient plus pessimistes (Henry et al., 2017).
D’aprés Mendl (2010), si un individu évolue dans un environnement plutdt siir (sans danger) et
s’il est peu exposé a des évenements négatifs (i.e. punitions pouvant notamment présenter une
menace pour la fitness de 1’individu), alors pourra émerger chez cet individu un état positif de
faible intensité durable, en d’autres termes une humeur positive. Nous suggérons ainsi qu’au
cours de notre étude, les chevaux en état de bien-Etre étaient caractérisées par une humeur plus
positive que les individus en mal-étre, favorisant alors I’expression d’émotions positives et par

conséquent la production d’ébrouements.

Pour résumer, les résultats obtenus confirment que les signaux acoustiques sont bel et
bien la traduction d’expériences subjectives déterminées par la perception d’une situation par
I’animal et non pas par les conditions en elles-mémes (Manteuffel et al., 2004; voir aussi Salzen,
1998), et soulignent I’importance du contexte dans lequel sont mesurées les émotions positives.
Il semble en effet difficile d’espérer identifier des marqueurs d’émotions positives dans des
situations ne favorisant pas leur émergence, c’est-a-dire des situations ou I’état de bien-étre peut

étre compromis.
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6. Discussion générale

Nous avions pour objectif, dans cette recherche, d’identifier et valider des indicateurs

d’émotions positives chez le cheval.

Au terme de ce travail, nos résultats indiquent, tout d’abord, que les comportements
exprimés au cours de la phase d’anticipation alimentaire, dans sa globalité, ne constituent pas
un indicateur fiable d’émotions positives. Bien que les réponses comportementales observées
dans cette situation se caractérisent par une augmentation d’intensité, la phase d’anticipation,
au moins quand elle est durable, serait davantage le reflet de frustration et donc d’émotions a
valence plutdt négative. Les résultats €électroencéphalographiques obtenus par ailleurs, quand
I’animal est face a un stimulus alimentaire, suggerent que 1’état positif dans cette attente
pourrait ne durer que quelques secondes. De surcroit, le niveau d’intensité des comportements
observés au cours de cette situation semble bien étre relié a 1’état chronique des individus
puisqu’il augmente avec leur état de mal-&tre chronique. Par ailleurs, nous avons pu mettre en
¢vidence qu’une modification des habitudes de routine alimentaire, et notamment la mise en
place d’une imprédictibilité des évenements, augmentait I’activité motrice journaliére au moins
a court terme (une semaine) (Chapitre 3). Ensuite, nos travaux ont mis en exergue 1’intérét de
considérer 1’électroencéphalographie dans la mesure des émotions positives. Grace a cette
technique, nous avons pu identifier un profil d’activité cérébrale associé a une attention
soutenue vers un stimulus positif. Par ailleurs, nos résultats indiquent un impact de 1’¢tat de
bien-étre sur les caractéristiques attentionnelles des chevaux et notamment soulignent
I’importance d’évaluer la fragmentation de 1’attention (Chapitre 4). Enfin, ce travail a permis
de révéler un indicateur acoustique inattendu d’émotions positives chez le cheval :
I’ébrouement. Une analyse plus détaillée de la structure acoustique de ce son non-vocal indique

que la présence de pulsations semble étre associée a une situation d’autant plus appréciée par
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les chevaux. Ce nouvel indicateur s’impose alors comme un moyen d’évaluer de quelle fagon

les chevaux percoivent une situation, tel que le travail (Chapitre 5).

1) Remise en cause des comportements d’anticipation

Au regard de nos différentes études menées sur la situation d’anticipation, nous
suggérons que les comportements d’anticipation d’un événement positif ne constituent pas un
indicateur fiable d’émotions positives. En accord avec les précédentes études conduites a ce
sujet sur diverses especes (Moe et al., 2006; Peters et al., 2012; van der Harst et Spruijt, 2007,
Vinke et al., 2004), nous avons pu observer que les comportements d’anticipation se
caractérisaient, chez le cheval, par une augmentation significative de I’activité locomotrice,
accompagnée de nombreuses transitions comportementales et posturales, et, selon les chevaux,
une attention soutenue vers la source de I’événement positif ou, au contraire, un détournement
actif de la vue du stimulus. A 1’image également de ces précédentes études, il apparait que cette
situation soit également associée a l’expression de comportements anormaux répétés et
stéréotypiques. Une seule étude avait jusqu’alors tenté de caractériser les comportements
d’anticipation chez le cheval (Peters et al., 2012). Si, dans cette étude, plusieurs comportements
anormaux répétés avaient été observés au moment du nourrissage (i.e. tic a I’appui, tic a I’ours),
les auteurs supposent que ces comportements n’ont pas €té directement causés par 1’anticipation
mais étaient plutot le résultat de comportements s’étant développés au plus jeune age, au
moment du sevrage (i.e. lorsque les individus sont isolés et que ’apport en fourrage est
insuffisant). Nos résultats prouvent, au contraire, que [’expression des comportements
stéréotypiques varie selon plusieurs paramétres directement liés a la situation d’anticipation
alimentaire. Nous avons, en effet, pu analyser que ces comportements s’exprimaient davantage

dans les 30 secondes précédant I’arrivée de nourriture. Par ailleurs, la présence de fourrage dans
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le box diminuait leur occurrence. Ainsi, il semblerait bien que 1I’expression des comportements
anormaux et stéréotypiques soit directement le résultat de I’état émotionnel des chevaux face a
cette situation d’anticipation. Ces comportements seraient plutot le reflet d’un état de frustration
dli 2 un manque de ressources alimentaires, a un état de mal-€tre chronique et a une attente
prolongée de la « récompense ». Nos résultats ont en effet souligné un impact majeur du temps
d’attente sur les comportements d’anticipation : en situation critique de besoins alimentaires
(i.e. estomacs vides). En effet, plus le temps d’attente a recevoir la nourriture était important,
plus les chevaux exprimaient des comportements (i.e. orientation vers le fond du box) et
postures (i.e. oreilles en arriere) associés a un état émotionnel négatif. Aussi, une augmentation
significative des comportements d’excitation et des transitions comportementales a été décelée
entre les 30 premicéres et 30 dernicres secondes de I’anticipation. Le temps écoulé entre le signal
annongant 1’arrivée de 1’évenement positif et la distribution effective de la ressource apparait
alors étre le point clé de 1’analyse de cette situation. Selon sa durée, le temps modulerait la
valence de 1’état émotionnel des individus. Ainsi, un état émotionnel probablement positif a
I’apparition du signal se transformerait, au fil des secondes qui s’écoulent, en un état négatif
associé a de la frustration et du stress. L’évolution des profils EEG observés au fil du temps
lors de I’anticipation de nourriture au cours de nos travaux menés sur 1’attention supportent
completement cette hypothese, et démontrent un basculement extrémement rapide (i.e. en 6
secondes) de I’état interne des sujets. Une étude menée chez la poule pondeuse a comparé les
comportements d’anticipation d’un évenement positif (nourriture), neutre (rien) et négatif (jet
d’eau). Contrairement aux résultats couramment observés, une augmentation de [’activité
locomotrice a été mesurée pour les stimuli neutre et négatif, mais pas pour ’anticipation de
nourriture. En revanche, cette situation a été associée a une augmentation des comportements
de confort (e.g. lissage des plumes, battement d’aile), suggérant une relaxation de 1’animal. Les

auteurs expliquent cette différence par le temps relativement court (i.e. 15 secondes) utilisé
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entre le signal et 1’accés a la nourriture dans leur procédure, contrairement aux temps
habituellement observés dans les autres études, beaucoup plus longs (généralement entre 1 et
10 minutes), et donc source de frustration (Zimmerman et al., 2011). En ce sens, il apparait que
I’aspect temporel des émotions prenne tout son sens dans cette situation d’anticipation. Alors,
par ailleurs, nous suggérons que dans le cadre de la phase d’anticipation, le terme de « ressource
convoitée » serait plus approprié que celui de « récompense », habituellement utilisé dans la
littérature a ce sujet, pour définir I’événement positif en jeu. En effet, dans une procédure de
conditionnement classique, une « récompense » n’a de sens que si elle est délivrée a 1’animal
dans les premiéres secondes suivant 1’expression du comportement attendu (Skinner, 1938). Ce
terme inclus que I’animal doit agir pour obtenir la ressource en question, il peut donc contrdler
son acquisition. Or, a I’inverse, en situation d’anticipation, aucun contrdle n’est possible de la
part de I’individu, qui ne dispose d’aucun moyen d’action pour obtenir la ressource convoitée,

ce qui doit renforcer sa frustration.

Selon Ernst et al. (2006), si on ne donne pas la possibilité aux animaux de pouvoir
acquérir une récompense dans un court délai, alors 1’attente passive peut-étre source de stress
due a la perte de contrOle sur les évenements. De plus, « the appraisal theory » proposée par
Scherer et al. (2001) stipule que les émotions sont le résultat de 1’appréciation de I’individu
d’une situation donnée, impliquant un ensemble de vérifications incluant : la pertinence de la
situation (sa soudaineté, sa prédictibilité et son plaisir intrinseque), ses implications pour
I’individu (y compris sa cohérence avec les attentes de I’individu), son potentiel de contrdle et
enfin, ses normes a la fois internes et externes. Ainsi, dans une étude ou des agneaux ont été
exposés a une situation leur permettant, ou non, de controler un flux d’air les empéchant de
s’alimenter, Greiveldinger et al. (2009) ont montré que I’incapacité de contrdle sur la situation
entrainait une augmentation du temps passé les oreilles en arriere. Par ailleurs, une étude a

comparé le niveau de perception de la douleur chez des rats soumis a une distribution prédictible
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de nourriture pouvant étre controlée par I’individu via la pression d’un levier, ou non. Les
chercheurs ont alors montré une hypoalgésie pour le groupe de rats n’ayant pas de contrdle de
la distribution de nourriture, bien que prédictible, démontrant ainsi une activation du systeme
endogéne d’inhibition de la douleur lorsque les animaux se trouvaient dans I’incapacité de faire
face aux évenements (Tazi et al., 1987). Ainsi, le systeme biologique de la récompense ne serait
pas le seul et unique mécanisme en jeu lors de 1’anticipation, lorsque 1’environnement et les
événements positifs qui en découlent sont contrélés par I’Homme et non par I’animal. Or,
beaucoup d’études s’appuient aujourd’hui sur cette situation comme seul contexte d’émotions
positives. Cette étude remet ainsi en question ’aspect expérimental de plusieurs recherches
conduites sur 1’identification/perception d’émotions positives chez I’animal (e.g. Baciadonna
et al., 2018; Briefer et al., 2015b; Maigrot et al., 2017). La multiplication de contextes positifs
d’intensité similaire s’aveére alors primordiale pour valider, a terme, les observations réalisées

et conclure quant a leur association avec un état émotionnel positif.

La notion de frustration a déja ét€ évoquée dans une situation de distribution alimentaire
ou les individus étaient servis un a un. Chez des primates non-humains, une augmentation de la
concentration en cortisol a méme été mesurée chez les individus non-servis mais pouvant voir
leurs congéneres recevoir de la nourriture (Mason, 1971). Chez le cheval, une augmentation
des comportements stéréotypiques (Cooper et al., 2005) conjointe a une augmentation des
baillements (Fureix et al., 2011a) ont été, par ailleurs, identifiées avant la distribution du repas
lorsque les individus observaient leurs congénéres se faire nourrir, alors qu’aucune
augmentation n’a été relevée quand la nourriture était distribuée a tous les individus en méme
temps par un systeéme automatique (Fureix et al., 2011a). Par ailleurs, les auteurs remarquent
que ces comportements ont été également observés en dehors des repas, surtout I’aprés-midi

lorsque la portion de foin avait déja été consommée par les chevaux. Ainsi, outre I’aspect

frustrant de voir ses congéneres €tre servis avant soi, il semblerait que ces « activités de
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substitution » apparaissent aussi en conséquence de conditions de vie impliquant confinement,
isolement social et restrictions alimentaires (e.g. McGreevy et al., 1995). Lors de notre étude,
nous avons pu établir en effet des corrélations particulierement intéressantes entre les
comportements d’anticipation observés et le temps passé par le cheval dans 1’établissement
d’une part, et son état de bien-étre d’autre part. Une augmentation de 1’excitation associée a une
position d’oreille majoritairement en arricre et I’expression de comportements stéréotypiques
semblent réellement témoigner des difficultés d’adaptabilité du cheval aux conditions qui lui

sont offertes et, par conséquent, d’un état de bien-étre altéré.

Selon Spruijt et al. (2001), I’expression de comportement d’anticipation est en elle-
méme gratifiante pour 1’animal puisqu’elle active le systeme de la récompense. Par ailleurs,
I’absence de ces comportements témoignerait d’un état d’anhédonie, traduisant un état de mal-
étre. Ainsi, les auteurs pronent 1’exposition récurrente des animaux a ce contexte dans le but
d’induire régulierement des émotions positives et par conséquent maintenir leur état de bien-
étre (van der Harst et al., 2005). A I’inverse, nos résultats indiquent qu’une augmentation des
¢pisodes d’anticipation (traduite par le temps passé dans 1’établissement) résulte en une
intensification des comportements de frustration au moment méme de 1’anticipation. De plus,
nous avons pu observer que, plus 1’état de bien-étre était altéré, plus les chevaux exprimaient
une sensibilité graduelle a la survenue de 1’événement positif, traduite par une augmentation
des comportements d’excitation/frustration et des comportements anormaux répétés. Ces
résultats rappellent le constat réalis€ chez les dauphins, ou une augmentation des
comportements d’anticipation a été mesurée chez des individus pessimistes présentant des
signes d’altération du bien-étre (Clegg et Delfour, 2018). Ainsi, il semblerait effectivement
qu’une intensification des comportements d’anticipation reflete, un déséquilibre en faveur des
expériences négatives vécues par 1’individu et donc une dégradation de 1’état de bien-Etre

(Watters, 2014). Nous réfutons, en revanche, 1’hypothése qu’une exposition réguliére a des
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situations d’anticipation d’événements positifs soit bénéfique pour 1’animal, étant donné 1’état
émotionnel observé dans cette situation. De plus, nous contestons le fait que I’expression de

comportements d’anticipation témoigne d’un état chronique acceptable.

Les chevaux de centre équestre n’ayant aucun contréle sur le déroulement des
évenements et devant faire face a des restrictions alimentaires et une attente de la nourriture
parfois longue (de 1’ordre de plusieurs minutes au moins), tout en ayant une vue sur les autres
individus potentiellement servis en amont, nous suggérons que les comportements relevés dans
cette situation résultent majoritairement d’un état émotionnel négatif mélant stress, frustration
et reflétant un échec d’adaptation face a la situation (Waitt et Buchanan-Smith, 2001). Bien que
I’expression d’émotions positives ne soit pas impossible dans les quelques secondes suivant
la diffusion du signal, il apparait délicat, compte tenu de nos observations, de considérer
les comportements d’anticipation d’un évenement positif comme un indicateur fiable
d’émotions positives. Il apparait, en revanche que le niveau d’intensité des comportements
observés dans cette situation soit indicateur de I’état de bien-étre des individus. Ainsi, une
augmentation de la sensibilité a I’événement positif, induite par des conditions de vie sous-
optimales, se caractériserait par une intensification des comportements typiques de
Panticipation. En revanche, nous contestons que D’expression en elle-méme des

comportements d’anticipation soit indicateur d’un état chronique acceptable.

2) Emergence d’indicateurs fiables d’émotions positives

Indéniablement, la situation d’anticipation prouve que I’état émotionnel éprouvé a un
temps t évolue rapidement, augmentant alors les risques d’erreurs quant a la mesure des
émotions. Un comportement ou une réponse physiologique ainsi mesurés peuvent, d’une
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seconde a l’autre, exprimer deux états émotionnels aux dimensions opposées. Ainsi, le
développement de mesures précises sont nécessaires afin d’essayer de caractériser au mieux
I’état émotionnel immédiat d’un individu et de pouvoir mettre en évidence des indicateurs
fiables d’émotions positives. Dans cette optique, I'utilisation de 1’électroencéphalographie
apparait trés pertinente. Notre étude a, en effet, permis d’établir des profils EEG, précis a la
seconde prés, chez nos chevaux dans une situation d’attention visuelle envers un stimulus de
valence controlée. De par la latéralité hémisphérique observée, mais aussi le type d’onde
cérébrale produit, I’enregistrement de 1’activité cérébrale face a un stimulus ou une situation
donnée constitue un moyen efficace de définir respectivement la valence et I’intensité de 1’état
émotionnel de I’animal. Ainsi, I'utilisation de cet outil méthodologique nous a permis de (i)
confirmer I’importance de I’hémisphere gauche dans le traitement des émotions positives et de
I’hémispheére droit dans le traitement attentionnel, (ii) mettre en évidence le rdle majeur des
ondes théta lors d’un traitement cognitif attentionnel, (iii) souligner 1’interaction des processus
émotionnels et attentionnels chez le cheval. Si nombreuses sont les évidences de I’influence des
émotions sur ’attention chez I’Homme (Raymond, 2009; Taylor et Fragopanagos, 2005; Todd
et al., 2012; Vuilleumier, 2005) et de leur systeme cérébraux simultanés (Gray, 1990), peu
d’¢études ont encore ét€ menées a ce sujet chez I’animal, et encore moins concernant 1’impact
des émotions positives. Nous savons, en effet, que le contenu émotionnel d’un stimulus
influence les mécanismes d’attention sélective (Raymond, 2009), permettant alors a I’individu
de traiter prioritairement des stimuli pertinents pour lesquels il montrera une motivation et un
intérét particuliers a y répondre. Différentes études ont pu démontrer le role important de
I’amygdale dans les processus attentionnels (Davis et Whalen, 2001; Vuilleumier, 2005). Son
implication dans les processus de mémorisation a, par ailleurs, été démontrée, et ce
indépendamment de la valence positive ou négative du stimulus (Hamann et al., 1999). Ainsi,

chez I’animal, une augmentation de la vigilance (ici en termes de niveau d’attention) peut avoir
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lieu aussi bien en réponse a des stimuli négatifs (e.g. présence d’un prédateur) que positif (e.g.
présence d’un partenaire sexuel, détection d’une source de nourriture) (Paul et al., 2005),
suggérant alors que 1’intensité suscitée par la situation, plus que sa valence, ait peut-&tre un
impact plus important d’'un point de vue cognitif. Ceci dit, la plupart des études tentant de
caractériser les réponses physiologiques en lien avec les émotions (négatives principalement)
ont recours a des stimuli émotionnels tres intenses (e.g. peur), car ils optimisent les chances de
susciter une réaction chez I1’animal. Notre étude constitue une premicre ¢évidence
neurophysiologique que I’attention d’un animal peut étre davantage stimulée par une émotion
positive en comparaison a une émotion négative suscitée par un stimulus négatif non menacant.
Ce résultat confirme premiérement ’importance d’un traitement cognitif des émotions
chez ’animal. Deuxiémement, il permet de mettre en avant qu’une attention visuelle
soutenue vers un stimulus a la fois pertinent et attractif pour I’animal se traduise par une
activation majoritaire des ondes théta dans I’hémisphére gauche. Ainsi, la mise en
évidence de ce corrélat neurophysiologique pourrait s’avérer particuliérement
intéressante dans I’évaluation de I’état interne des animaux face a une situation ambigiie,

telle que ’anticipation alimentaire par exemple.

Enfin, notre étude a révélé I’existence d’un indicateur comportemental acoustique
jusqu’alors complétement inexploré chez le cheval. L’ébrouement apparait en effet étre
particulierement produit dans des contextes favorables pour les individus, comme le refletent
les postures et activités associées a I’expression de ce comportement. Cette découverte renforce
véritablement I’importance de considérer les signaux acoustiques comme le reflet de 1’état
interne des individus et ouvre ainsi la voie vers de nouvelles recherches, concernant notamment
les sons non-vocaux, trés peu étudiés jusqu’a présent. Ces productions acoustiques, liées au
systeme respiratoire, peuvent effectivement étre clairement indicatives des changements
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biologiques s’opérant dans 1’organisme suite a 1’exposition de I’individu & un stimulus ou une
situation provoquant un éveil émotionnel. Il est, en effet, indéniable que respiration et émotion,
notamment positives, soit liées (Boiten et al., 1994) et Rehwoldt (1911), cité dans Boiten et al.
(1994), avait déja observé qu’un affect positif calme avait tendance a engendrer de plus longues
expirations qu’inspirations chez I’Homme. De plus, plusieurs études ont déja évoqué le lien
entre soupir et relachement que ce soit chez ’Homme (Mcclernon et al., 2004) ou I’animal (rats
: Soltysik et Jelen, 2005). Les longues inspirations et expirations permettent alors de favoriser
les échanges gazeux afin de restaurer I’homéostasie. La présence de vibrations détectées au sein
des ébrouements produits par les chevaux au cours de notre étude lors de situations tres
favorables pourrait ainsi indiquer un état de réel relichement provoquant une expiration
profonde et entrainant avec elle une vibration importante des naseaux. Nous supposons alors
que cette expiration marquée intervienne a la suite d’un éveil émotionnel positif pouvant
découler d’éveénements de différentes natures (e.g. exposition a une situation hautement
favorable, comme la mise au pré ; libération d’une contrainte, comme observé dans le contexte
d’équitation) et permettrait ainsi a I’organisme de rétablir I’homéostasie. D’apres Cabanac

(1979), et sa recherche sur la caractérisation du plaisir, toute réponse comportementale ou

physiologique qui implique un retour a ’homéostasie sera associée a du plaisir.

D’autre part, nos travaux ont montré que la production d’ébrouements était fréquente chez les
individus en bien-étre en conditions favorables et calmes (e.g. au pré, en groupes sociaux),
suggérant alors qu’au-delda d’une réponse physiologique liée a un retour a 1’équilibre,
I’ébrouement pourrait simplement étre le reflet d’'une adéquation entre les attentes et besoins
d’un individu et la réalité de sa situation. Cette congruence pourrait alors résulter en un état
interne positif plus durable et que 1’on pourrait replacer dans le quadrant Q2 du « core affect »
(voir Fig.3, chapitre 1) proposé initialement par Russell et Barrett (1999) et adapté par Mendl

(2010). C’est a dire un état relaché, de satisfaction. L’ébrouement serait ainsi davantage émis
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par des individus dont I’¢état interne durable est de valence positive et d’intensité plutot faible

(Mendl et al., 2010).

Ainsi I’ébrouement (hors contrainte respiratoire liée 2 une maladie ou a un équipement
mal ajusté) serait un marqueur fiable d’émotions positives d’intensité modérée chez le
cheval, puisqu’il exprimerait une perception positive de I’individu de son environnement.
En effet le lien établi ici entre production d’ébrouements et état de bien-étre des individus
corrobore cette affirmation. Si nous savons désormais qu’un individu en bien-étre
évaluera plus positivement son environnement (e.g. Henry et al., 2017), alors le fait
d’observer que les chevaux en état de bien-étre ont produit davantage d’ébrouements en
situation favorable confirme que I’ébrouement est le reflet d’émotions positives. Un autre
résultat majeur est I’observation que ces son non-vocaux sont quasi-absents en situation
défavorable, comme le box. Ceci pourrait expliquer les difficultés récurrentes a
caractériser des émotions positives : identifier ces émotions chez des animaux en
conditions de vie tres restrictives ou en état de mal-étre s’avére étre potentiellement
impossible. Peu d’études disposent de populations « de référence » qui permettraient de
mieux cerner les moments d’émotions positives. Ceci pourrait aussi expliquer
I’engouement pour les situations d’anticipation alimentaire, seul moment ou les individus
sont confrontés a un apport positif clair. Seulement, comme indiqué ci-dessus, cet apport

est tellement convoité qu’il crée des états d’excitation changeant du positif vers le négatif.
3) De nombreuses applications

L’ensemble des recherches menées dans ce travail ouvrent vers des perspectives
d’applications intéressantes dans le milieu équin, mais aussi d’un point de vue fondamental et

méthodologique.
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L’utilisation d’accélérométre nous a donné la possibilité d’évaluer automatiquement et
précisément I’activité locomotrice des juments par tranche de 15 minutes. Méme si nos mesures
mériteraient d’étre complétées par des observations comportementales (en préparation), il est
apparu toutefois que I’inversion de 1’ordre de distribution ait induit une augmentation de
I’excitation des juments habituellement servies en premiéres. Ce résultat souligne une nouvelle
fois I’impact délétére d’une attente trop longue de 1’arrivée de nourriture aprés 1’apparition du
signal. Ainsi, il semblerait qu’un systéme de distribution simultanée de I’ensemble des
chevaux soit une solution intéressante dans le but de réduire au maximum I’apparition de
cet état interne négatif. Ceci dit, ’excitation excessive des animaux face a ces repas est
aussi liée a des manques (fourrage en particulier) et des états de mal-étre globaux. La
meilleure solution resterait donc, dans tous les cas, de répondre aux besoins
physiologiques du cheval, et pour ’alimentation, de faire en sorte que des fibres (foin ou

herbe) soient disponibles de facon quasi-continue.

Si nous avons pu voir en introduction que 1’utilisation d’indicateurs physiologiques était
délicate car plusieurs d’entre eux pouvaient mener a des résultats contradictoires, nos travaux
supportent en revanche I’utilisation de I’¢électroencéphalographie en tant que mesure de 1’état
émotionnel. Sans contrainte pour ’individu, cet outil semble particulierement prometteur
puisqu’il offre une possibilité de mesures de I’ordre de la seconde, voire de la milliseconde.
Considérant la rapidité des phénomenes biologiques relatifs aux émotions (Vuilleumier, 2005),
il est intéressant de souligner que cet outil permet de caractériser I’évolution de 1’état interne
d’un animal au fil du temps. Par-dessus tout, il offre la possibilité de pouvoir distinguer
clairement intensité et valence d’un état émotionnel, condition cruciale et jusqu’alors difficile
a obtenir via les mesures physiologiques et comportementales habituellement proposées. La
mesure de P’activité cérébrale via PEEG apparait ainsi étre une méthode clairement

adaptée a I’étude des émotions. Nos travaux soulignent par ailleurs qu’une attention
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particuliére devrait étre apportée a ’activité de I’hémisphére gauche et des ondes théta

en lien avec les émotions positives.

De plus, la mise en avant d’une stimulation de I’attention par 1’évocation d’émotions
positives est un résultat qui confirme d’autant plus I’intérét de favoriser un environnement
positif lors de I’apprentissage. L’attention soutenue a en effet ét¢ évoquée comme le processus
principal liant mémoire de travail et capacités d’apprentissage (Cowan, 1997). Ainsi,
augmenter I’intérét de I’animal grace a ’utilisation d’un stimulus positif pourrait s’avérer
particuliérement efficace en termes d’apprentissage et de performances, comme cela a
déja été évoqué par plusieurs études chez le cheval (Rochais et al., 2014; Sankey et al.,

2010b, 2010c¢).

Si les émotions ont un impact sur [’attention, il s’avére par ailleurs que les
caractéristiques attentionnelles soient aussi directement fagonnées par 1’état de bien-étre des
chevaux. Plusieurs études avaient déja démontré une diminution de D’attention envers
I’environnement chez des chevaux en stress chronique (Hall et al., 2008; Rochais et al., 2016a,
2016b). Ici, nous avons pu observer qu’une diminution de la fragmentation de I’attention
témoignait d’une altération de 1’état de bien-étre des individus. Ainsi, le test d’attention
visuelle développé par Rochais et al. (2017b) constitue un outil simple et efficace de mesure
de I’état de bien-étre, a condition qu’il soit réalisé sans présence humaine. Un effet
d’audience a effectivement pu étre établi lors de la présence d’un expérimentateur dans le box
au moment du test. Dans ce cas, les individus ont montré un niveau d’attention plus soutenue
vers le stimulus. Cette condition serait en revanche un moyen efficace de mesurer le
conditionnement des individus a se concentrer face a une tache proposée par un humain

et par conséquent établir leurs capacités attentionnelles au travail (Rochais et al., 2017b).

Enfin, I’ébrouement constitue un indicateur d’émotions positives facilement utilisable

sur le terrain. Notre étude a permis de démontrer que 1’oreille humaine était capable de
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différencier ses propriétés acoustiques et clairement distinguer les ébrouements vibrés et non
vibrés. Cet indicateur acoustique pourrait ainsi permettre d’aider les propriétaires et
autres utilisateurs de chevaux a identifier et évaluer les situations appréciées par leur
animal. Par ailleurs, I’absence de production de ce signal acoustique dans des situations
clairement favorables aux chevaux (e.g. en groupe sociaux, au pré) pourrait également

alerter sur leur état de bien-étre.
4) Perspectives

La question de I’impact d’un environnement prédictible ou non sur le bien-étre des
animaux est encore aujourd’hui débattue. Selon « the appraisal theory », I’'imprédictibilité est
source d’émotions négatives car elle entraine une perte de contrdle sur les événements (Désiré
et al., 2002; Scherer et al., 2001; Veissier et al., 2012) et donc pourrait a terme altérer le bien-
étre des individus. Pour d’autres, elle permet au contraire de diminuer la frustration liée a
’attente constante des événements positifs et permet alors le développement d’une palette plus
large de comportements, nécessaires au maintien du bien-€tre (Bloomsmith et Lambeth, 1995;
Waitt et Buchanan-Smith, 2001). En effet, aujourd’hui, plusieurs études promeuvent
I’implantation en zoo d’une complexité environnementale (incluant des horaires de nourrissage
imprédictibles) comme enrichissement dans le but, par exemple, de réduire les comportements
anormaux associés aux phases d’anticipation (Mason, 2010; Rose et al., 2017). Ce rythme serait
en effet davantage en accord avec celui normalement observé en conditions naturelles pour
certaines espéces, comme les dauphins dont I’activité journaliére est fortement influencée par
la recherche de nourriture et la disponibilité en proie (Mendes et al., 2002). Notre étude basée
sur I’utilisation d’accélérometre nous a permis d’observer que la mise en place d’horaires de
nourrissage imprédictibles pour les chevaux permettait, certes, de supprimer le pic d’activité
observé habituellement 15 minutes avant I’horaire prédictible, mais aussi, augmentait

significativement a court terme 1’activité locomotrice sur I’ensemble de la journée, indiquant
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alors globalement un niveau d’activation plus distribué plutét qu’une diminution de la
frustration. Une vue permanente des juments sur 1’environnement extérieur et les activités
humaines a pu, de surcroit, induire une perception de faux-signaux, engendrant alors des
réactions aversives de frustration (Amsel, 1958). Il est apparu cependant que cet effet n’a pas
perduré pour la deuxiéme semaine d’imprédictibilité, suggérant une certaine capacité
d’adaptation et de flexibilité chez cette espece. Toutefois, en deuxiéme semaine d’expérience,
seuls des avances et aucun retard sur 1’horaire de nourrissage habituel ont été testés. Il serait
alors intéressant de pouvoir prolonger cette expérience en associant les mesures des
accélérometres a des observations comportementales a la fois au moment et en dehors des
phases de nourrissage afin de pouvoir conclure avec certitude sur DPeffet d’un
environnement imprédictible sur le bien-étre des chevaux. Par ailleurs, des mesures de
P’activité EEG des individus lors de la phase d’anticipation des repas pourraient
permettre également d’apporter des informations cruciales sur la perception des chevaux

de cette situation.

L’ébrouement était considéré, jusqu’a présent, comme un simple réflexe hygiénique
permettant de nettoyer les naseaux. Par ailleurs, force est de constater que de nombreuses
confusions existent dans la littérature dans 1’utilisation des termes relatifs aux sons non-vocaux
relevés lors des études. Le terme d’ébrouement est alors injustement employé par certains
auteurs pour caractériser un ronflement ou un soufflement, et inversement (e.g. Dyson et al.,
2018; Feist et McCullough, 1976; Hafez, 1962; Tyler, 1972). Or, ces deux autres productions
vocales sont associées a des états émotionnels completement différents puisqu’ils sont
davantage émis lors de réactions intenses de peur face a un objet nouveau par exemple (Kiley,
1972; Waring, 2003). Ainsi il est absolument nécessaire de clarifier le répertoire acoustique
de cette espece afin d’éviter toute mauvaise interprétation d’une réaction a une situation

donnée. Le recours au casque EEG utilisé dans notre étude constituerait un moyen
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d’évaluation clair de la valence et de I’intensité de 1’état interne des chevaux au moment

de la production vocale et pourrait ainsi nous permettre d’appuyer les observations déja

réalisées.

A lissue de ce travail, nous ne pouvons que préconiser de continuer les recherches sur
I’identification des émotions positives en combinant des approches multiples et innovantes,

comme I’EEG, essentielles si on veut embrasser toute la complexité de cette thématique.
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Résumé

Aujourd’hui chez le cheval il existe un manque d’indicateurs d’émotions positives facilement
identifiables par les utilisateurs. Un lien possible entre signaux acoustiques et état interne de I'animal |
a été proposé. Des études mentionnent que les ébrouements seraient associés a des contextes |
positifs chez certains ongulés et nous avons donc testé cette hypothése chez le cheval. Nous avons
supposé que ce son pourrait, suite a un changement physiologique lié a une excitation positive
modérée, refléter I'état psychologique de I'animal. Les résultats obtenus sur 48 chevaux vivant dans
deux conditions “extrémes” (“classiques” vs “seminaturalistes”) montrent que la production
d’ébrouements est significativement associée avec des situations positives (ex: lors de I'alimentation;
au pré) et des postures plutét positives (oreilles en avant). De plus, la fréquence d’émission des
ébrouements était d’autant plus faible que les chevaux étaient en état de mal-étre. Ces résultats
convergent pour indiquer que les ébrouements pourraient traduire un état immédiat positif, au
moins hors situation de travail (pas encore testée).

Mots clés : émotion positive, bien-étre, ébrouement, bioacoustique, cheval

Summary

Assessing positive emotions is crucial for identifying how animals perceive the conditions offered.
However, today there is a crucial lack of indicators. However, there are some hints that some non-
vocal sounds may reflect positive emotions in animals. In other species of ungulates, there are a few
reports indicating that they may be produced more in positive situations. We supposed that snort
may result from a physiological change following a positive emotion of low intensity, reflecting the
psychologic state of the animal. Results obtained from 48 horses living in two “extreme” conditions
(“classical life” vs “naturalistic-like” conditions) show that snort production was significantly
associated with positive situations (e.g. while feeding; in pasture) and with ears in forward or
sidewards positions (reflecting a more positive internal state). Moreover, the frequency of snorts was
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especially negatively correlated with the total chronic stress score (reflecting compromised welfare).
These results converge to indicate that snorts could reflect a positive emotional state, at least
outside the working situation (not tested yet).

Key-words: positive emotion, welfare, snort, bioacoustic, horse

Introduction

L’évaluation des émotions positives représente encore aujourd’hui un vrai défi pour la recherche
(Boissy et al., 2007), d’autant plus que les propositions d’indicateurs potentiels sont assez rares. Cette
difficulté est largement due au fait que, contrairement aux émotions négatives, les émotions positives
sont difficiles a mesurer et les différents indicateurs déja avancés dans la littérature semblent
équivoques. En effet parmi les indicateurs comportementaux présentés, le jeu chez I'adulte pourrait
représenter un état positif transitoire, mais est davantage présent chez les chevaux ou macaques
stressés (Hausberger et al., 2012). Par ailleurs, la situation d’anticipation d’un événement positif (ex :
repas) pose question puisque les comportements exprimés durant ce contexte sont ambigus (e.g.
comportements stéréotypiques, baillement) (Fureix et al., 2011; Peters et al., 2012) et reflétent
globalement des émotions de forte intensité comme le prouve I'agitation des animaux lors de cette
phase d’anticipation (Peters et al., 2012). La question de lintensité des émotions positives
(excitation/calme) est d’ailleurs un aspect peu considéré, la plupart des études proposant des
indicateurs d’émotions positives de forte intensité (e.g. jeu social : (Boissy et al., 2007) alors qu’il est
plus rare de trouver des marqueurs d’émotion positive de faible intensité (cf Hausberger et al., 2016b).
Cette divergence peut avoir son importance, particulierement si I’'on prend en considération que pour
certains auteurs, le bien-étre est un état calme de satisfaction des besoins (e.g. Boissy et al., 2007).

Différentes études ont montré un lien entre signaux vocaux et émotions négatives (ex : cris de détresse
lors de séparations sociales chez les porcelets), peu en revanche ont exploré le lien avec les émotions
positives (e.g. chez les éléphants : Soltis et al 2011). Les animaux produisent aussi des signaux
acoustiques non-vocaux qui ont probablement des chances de refléter I'état interne encore plus que
les sons vocaux, davantage « maitrisés » par l'individu. Le ronronnement par exemple, considéré
comme un signal non-vocal, a été associé a un état « détendu, amical et probablement
rassurant/apaisant » chez les félins (Peters, 2002). D’autres signaux tel que les « ébrouements »
pourraient étre associés avec des états émotionnels positifs chez les rhinocéros (Policht et al., 2008)
et les tapirs (Montenegro, 1998).

Les chevaux produisent des signaux a la fois vocaux (ex : hennissement) et non-vocaux, dont des
ébrouements et des sons clairement associés a des états internes particuliers comme le soufflement
qui correspond a une expiration par les naseaux intense et trés rapide ; ou le ronflement, son rauque
produit au cours d’une rapide inhalation généralement, associés a des contextes de vigilance/postures
d’alarme (Waring 2003). La terminologie de ces différents sons est encore tres variable d’une étude a
I’autre, ajoutant de la confusion au manque d’études scientifiques sur leurs possibles causalités et
fonctions. L’ébrouement par exemple est un son vibré produit par les naseaux pendant une expiration
forcée, auquel jusqu’ici on a surtout attribué une fonction hygiénique de “nettoyage” des naseaux
(Kiley, 1972). Or, des observations préliminaires ont révélé que les chevaux en produisent plus dans
certains établissements que dans d’autres et que certains individus en produisent plus que d’autres,
sans claire relation avec les conditions de I’air ou I’état respiratoire. Sur la base de ces observations et
de celles d’autres auteurs sur d’autres ongulés, nous avons émis I’hypothése que ce signal acoustique
pourrait étre le reflet comportemental d’'un changement physiologique transitoire lié a une émotion
positive d’intensité modérée. L'occurrence des ébrouements en lien avec le contexte immédiat ainsi
gue le comportement et la posture de I'animal ont donc été mesurés. Nous avons supposé qu’il y aurait
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davantage d’ébrouements quand les chevaux se trouvaient dans des conditions plus favorables (ex :
pré pour des chevaux vivant en box, (S¢ndergaard et al., 2011) et que leurs activités et postures
correspondraient a des états calmes et plutét positifs.

Par ailleurs, des individus en état de bien-étre ont plus de chances de ressentir des émotions positives
(Lockener et al., 2016). Ainsi, des chevaux vivant dans des conditions extrémes : box individuel,
fourrage restreint et équitation contrainte versus conditions semi-naturalistes en groupes stables au
pré et équitation de loisir, différent clairement en termes de bien-étre et de biais cognitif, c’est-a-dire
dans leur évaluation d’une méme situation ambiglie, les chevaux en meilleures conditions étant plus
« optimistes » (i.e. percevant plus positivement la situation) (Henry et al., 2017). Nous avons donc
repris ce paradigme en comparant des populations vivant en conditions restreintes a des populations
en conditions plus « naturalistes » et supposé que les chevaux en état de bien-étre seraient plus enclins
a produire des ébrouements que les chevaux en état de mal-étre dans une méme situation favorable.
Nous avons effectué une évaluation du bien-étre des chevaux sur la base des indicateurs validés (e.g.
Fureix et al., 2010) et testé s’il y avait un lien entre cet état et la production d’ébrouements.

1 Matériel et Méthode

1.1 Sujets d’étude, sites et conditions d’élevage

Cette étude a été menée en Bretagne sur un total de 48 chevaux (18 juments, 25 hongres et 5 entiers)
de races (31,2% de Selles Francais) et ages (4 a 25 ans) variés. Tous vivaient depuis au moins un an
dans les conditions de vie dans lesquels ils ont été observés.

Les deux premieres populations étaient issues de centres équestres, RSA et RSB (« RSA » : N=19, cinqg
juments et 14 hongres, ge : X +SE = 10,5+3,0 ans ; « RSB » : N=18, neuf juments et neuf hongres, age
: X 4SE = 13+4,8 ans). Dans chaque centre, les chevaux étaient logés en boxes individuels (3m * 3m,
nettoyés chaque matin, équipé d’un abreuvoir automatique ; comportant des grilles permettant un
contact visuel avec les congéneres) et nourris a raison de deux repas de concentrés par jour et d’une
distribution quotidienne de foin. Les chevaux étaient travaillés 4 a 12h par semaine (incluant des
reprises d’équitation pour différents niveaux de cavaliers allant de débutant a confirmé, sous la
supervision d’'un moniteur d’équitation) selon des techniques d’équitation classiques (voir aussi
Lesimple et al., 2016; Normando et al., 2003)). Les deux centres équestres se distinguaient par de
légeres différences dans les pratiques de gestion : les chevaux de RSA sortaient au paddock (avec
herbe) tous les jours une a quatre heures avec des partenaires sociaux variables selon le jour, tandis
que les individus de RSB sortaient au paddock (avec ou sans herbe) en groupes sociaux stables (de 2 a
11 individus) environ six heures par jour tous les jours. Enfin, les litieres étaient différentes selon le
centre : paille pour RSA, copeaux de bois pour RSB.

Les deux autres populations (« NC1 » : N=3, 3 entiers, age : X +SE =8., 6,3 ; « NC2 » : N=8, deux entiers,
deux hongres et quatre juments, age : X +SE =17,8+4,6) étaient constituées de chevaux de loisir vivant
en conditions semi-naturalistes toute I'année, i.e. groupes sociaux stables de deux a quatre individus,
dans des prairies naturelles de 1-2 ha, nourris d’herbe, et de foin ad libitum en hiver et montés
occasionnellement lors de sorties en extérieur (i.e. mains basses et rénes longues (cf aussi Henry et
al., 2017). Etant donné gu’aucune différence n’a été observée entre les deux populations de loisirs
(NC1 et NC2) en termes de d’age, taux d’ébrouements, conditions corporelles et paramétres de mal-
étre, (tests de Mann Whitney, p>0,05), les données des deux sites semi-naturalistes ont été regroupées
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pour le reste des analyses. Ainsi ces deux groupes ont été fusionnés en un seul et méme groupe « NC
» (N=11, cinqg entiers, quatre hongres et quatre juments, age : X +SE =15,316,4).
Seuls des chevaux dépourvus de problémes respiratoires visibles ou connus ont été considérés.

1.2 Collecte des données
1.2.1 Production d’ébrouement et contexte immédiat

Les sons émis par les individus ont été observés par un expérimentateur, n’ayant pas eu connaissance
des données sur I'évaluation de I'état de bien-étre, en utilisant une méthode classique d’observation
en continu par sessions de cing minutes (Altmann, 1974). Les chevaux de centre équestre ont été
observés a la fois au box et au pré, alors que les sessions d’observation des chevaux de loisir ont eu
lieu uniquement au pré. Le contexte (box/pré) ainsi que la posture et I'activité (cf plus loin) des
individus, au temps exact de I’émission du son, ont été enregistrés. Les observations ont été
enregistrées sur un dictaphone pour analyse ultérieure.

Dans les écuries, I'expérimentateur a suivi une route standardisée ponctuée de différents points
d’observation, de sorte que chaque point corresponde a l'observation de deux chevaux voisins
simultanément. Et ce, jusqu’a I'observation de tous les individus.

Lors des observations en extérieur, I'expérimentateur a suivi également une route standardisée le
menant a chacun des différents groupes. Un seul individu du centre RSB n’a pu étre observé dans ces
conditions. En moyenne, 1243 sessions d’observation en continu ont été réalisées par cheval par
contexte (box et/ou pré).

De plus, afin de déterminer I'état interne des individus au moment précis des ébrouements,
I’observateur a rapporté I'activité (tout comportement) et la position des oreilles de I'émetteur. La
position des oreilles est en effet un indicateur de I'état interne actuel des animaux. Chez les chevaux,
les oreilles en arriere sont communément associées a des états émotionnels négatifs, comme
Iinconfort ou la douleur (e.g. (Ashley et al., 2005). En revanche les oreilles positionnées en avant ou
sur le cdté sont plutdt synonymes d’attention et d’émotions positives (Fureix et al., 2010; Hausberger
et al., 2016b; Rochais et al., 2016). Les quatre positions d’oreilles ont été définies de la méme maniére
que de précédentes études (e.g. Fureix et al., 2010; Lesimple et al., 2016)

Par ailleurs, nous avons eu I'opportunité d’enregistrer les productions acoustiques de quatre chevaux
de loisir entrant dans un nouveau pré, offrant de nouvelles ressources, nous permettant ainsi de
reconstituer pour les chevaux de loisir une situation de contraste a I'image de celle que vivent les
chevaux des centres équestres passant du box au pré.

1.2.2 Evaluation du bien-étre

L’état chronique des individus a été évalué par un second observateur, n’ayant pas eu connaissance
des données acoustiques récoltées.

Tout d’abord des mesures de I'état corporel des chevaux ont été conduites au début de I'étude. Un
score de condition corporelle (BCS) a été défini selon I'échelle de mesure créée par Arnaud et al.
(1997). Le score peut aller de 0 (émacié) a 5 (obése). Par ailleurs, des études précédentes ont montré
que les problemes de dos sont trés fréquents et sources de mal-étre chez les chevaux de centre
équestre (Lesimple et al 2016b). Il existe peu d’indices visibles in situ de ce probleme mais il a été
montré que la forme d’encolure peut refléter I'état de la colonne vertébrale chez ces chevaux
(Lesimple et al 2012) : une encolure creuse ou plate peut refléter des tensions musculaires dans
différentes parties de la colonne vertébrale, alors qu’une encolure ronde signifie plutot que I'individu
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a un dos sain. Sur la base des mesures d’angles, nous avons donc classé la forme d’encolure des
individus selon les deux catégories suivantes : creuse/plate ou arrondie (voir (Lesimple et al., 2012)
pour plus de détails).

Puis afin de compléter I'évaluation de I’état de bien-étre des chevaux, des mesures additionnelles ont
été réalisées sur quatre indicateurs de mal-étre validés.

* Deux indicateurs comportementaux ont été mesurés au box :
La fréquence de comportements stéréotypiques (SB) (e.g. tic a lI'appui ; tic a l'ours) et de
comportements répétés anormaux (ARB) (e.g. léchages compulsifs/morsures répétées de
I’environnement) qui apparaissent, chez le cheval comme chez d’autres especes, surtout dans des
conditions de vie défavorables. Six sessions de 10 minutes d’observation en continu ont été réalisées,
réparties sur trois périodes de temps : 9h-11h ; 14h-17h et 30 minutes avant la distribution de

nourriture (période favorable a I'apparition de ce type de comportement (e.g. (Fureix et al., 2011a)).

Le nombre de comportements agressifs dirigés vers I’'Homme, mesurés au cours de trois tests
standardisés de relation a 'Homme (test de présence passive, test d’approche soudaine et test
d’approche-contact. Tout comportement agonistique (oreilles couchées en arriere, menace, tentative
de morsure) dirigé vers I'expérimentateur a été compté au cours de ces trois tests, réalisés dans leur
box pour les chevaux de centre équestre et au pré pour les chevaux de loisir. Des comportements
agressifs envers I'Homme sont souvent observés quand les chevaux ressentent de la douleur, aigue ou
chronique (e.g. Hausberger et al 2016, Fureix et al 2010).

+ Deux indicateurs posturaux :

La position des oreilles en alimentation (contexte le plus fiable, Fureix et al 2010b) a été relevée au
cours d’observations lors de temps calme en écurie pour le contexte « box » des chevaux de RSA et
RSB, et au pré pour les chevaux de loisir et les chevaux de centre équestre pour le contexte « pré ».
Trois positions ont été considérées : pavillons orientés vers I'avant, le c6té ou I'arriére. Le pourcentage
de temps passé dans chacune de ces positions a été calculé par cheval. Un temps important (>50%)
passé a s’alimenter les oreilles en arriére est associé a des problémes de bien-étre (ex : douleur
chronique (Fureix et al., 2010)).

L’orientation du cheval vers un mur du box quand le cheval est immobile a été également mesurée
pour les chevaux de centre équestre uniquement. Le « retrait sensoriel » traduit par cette orientation
est souvent présent chez les chevaux « dépressifs » (Fureix et al 2012) mais aussi chez des chevaux
souffrant de problémes de santé comme une anémie par exemple (Hausberger et al., 2016a). Le
pourcentage de temps passé dans cette position (hors temps d’alimentation) a été calculé par cheval.

Pour ces deux derniers paramétres, I’échantillonnage a été réalisé selon la méthode du pointage (scan
sampling), a raison d’un scan toutes les deux minutes. Deux sessions de 30 minutes par contexte (box
et pré) et par individu ont été réalisées sur une journée, et cette opération a été répétée a nouveau le
jour suivant, permettant d’obtenir 62 scans par contexte pour les oreilles, au box pour les orientations.

Sur la base des données obtenues pour ces différentes mesures, un score total de stress chronique
(TCSS), adapté de Hausberger et al. (2012) and Henry et al (2017), a été calculé pour chaque individu.
Chaque cheval a été classé selon 1) le nombre de réponses agressives dirigées vers |'expérimentateur
au cours des tests de relation a ’'Homme, 2) le nombre de comportements stéréotypiques et anormaux
répétés exprimés durant les 60 minutes d’observation, 3) le pourcentage de temps passé les oreilles
en arriére en alimentation, ainsi que 4) le pourcentage de temps passé orienté vers un mur du box.
Pour toutes ces variables, plus la valeur obtenue était grande, plus I'état de bien-étre était altéré, et le
plus le rang attribué a l'individu était haut. Les rangs obtenus pour chaque parameétre ont été

345



Annexes

additionnés pour chaque cheval. Ainsi, plus I'état de bien-étre était altéré, plus le score TCSS obtenu
était important.

Plusieurs scores composites ont été calculés selon le site d’étude considéré : un considérant les trois
populations réunies (TCSS 1, N=47), un regroupant tous les chevaux de population de centre équestre
(TCSSgs, N=37) et pour finir un score propre a chaque population (TCSSgrsa, TCSSrss and TCSSnc).

Comme les chevaux de loisir vivaient a I'extérieur continuellement et qu’aucune position d’oreille en
arriere n’a été observée lors de leur temps d’alimentation, le TCSSnca été calculé sur les paramétres
comportementaux 1) et 2) uniquement. De la méme maniére, le TCSS attribué en considérant les trois
populations ensemble (TCSS 1) a été calculé a partir des rangs obtenus pour les parameétres 1)
(agressivité), 2) (stéréotypies) et 3) (oreilles arriére, ici mesuré seulement au pré) seulement puisqu’il
n’a pas été possible d’évaluer le paramétre 4) (temps vers mur) pour les chevaux de loisir.

2 Résultats

Au total 560 ébrouements ont été enregistrés, et tous les individus en ont émis au moins un (de 0,75
a 12,8 par heure par individu).

2.1 Les ébrouements refletent-ils des émotions positives immédiates ?
2.1.1 Preuve contextuelle

Les individus de centre équestre ont émis en moyenne 5,66+3,32 ébrouements par heure. Les
variabilités intra et inter individuelles étaient élevées (coefficient de variation : intra : CV=110,8% a
519,6%, u=201,6+78,9%, inter : CV=59%). La variation intra-individuelle était principalement due au
contexte : huit chevaux n’ont produit aucun ébrouement au box, et de maniere générale tous les
individus ont émis significativement plus d’ébrouements au pré qu’au box (test de Wilcoxon, N=36,
Z=2,84, p=0,004) (figure I). Ainsi en ce qui concerne les populations RSA et RSB, 454 ébrouements ont
été enregistrés : 189 au box et 265 au pré.

Aucun comportement « anormal » (ex : stéréotypies) n’a été observé au pré. Ces données confirment
gue le contexte du pré est plus positif que le contexte box pour les individus.

Figure | : Taux d’ébrouements émis selon les deux contextes différents (box et pré) par les chevaux de
centre équestre.

FigureI : Snort rate produced according to the context (stall and pasture) by the riding school
horses
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2.1.2 Preuve comportementale et posturale

» Activité
Que ce soit au box ou au pré, les chevaux RS ont principalement émis des ébrouements en mangeant
(box (foin) : 67,3% des ébrouements, pré (herbe) : 69,6% des ébrouements). Cependant certaines
spécificités contextuelles semblent étre apparues : les chevaux ont produit des ébrouements au cours
d’observations calmes de leur environnement au box (24,5%), et en étant au pas exploratoire au pré
(20,3%). Aucun n’ébrouement n’a été recueilli alors que les individus réalisaient des comportements
répétitifs anormaux ou étaient agressifs.

De la méme maniere, les chevaux de loisir ont émis des ébrouements principalement en broutant de
I’herbe (68,9%), ou en étant au pas exploratoire (20,1%). Dans certains cas, les ébrouements ont été
émis juste apres s’étre roulé (5,4%).

» Position des oreilles

Concernant I'ensemble des individus (NC+RSA+RSB), le temps passé les oreilles en avant/sur le coté
quelle que soit I'activité du cheval était en moyenne de 92,8+16,9% dans un contexte extérieur
(pré/paddock), alors que cette proportion était bien plus élevée au moment méme de I’émission des
ébrouements. En effet, 99,5+11,7% des ébrouements ont été produits avec les oreilles en avant/sur le
coté (test de Wilcoxon, N=47, Z=3,47, p<0,001). Logiquement, nous avons pu mettre en évidence que
la position arriere des oreilles étaient moins exprimée lors de I'émission des ébrouements
(0,19+1,32%) en comparaison a une situation contrdle (4,58+2,23%) au pré (test de Wilcoxon, N=47,
Z=2,99, p=0,002).

Considérant uniqguement les chevaux de centre équestre au box, le méme constat a pu étre établi : les
individus avaient plus souvent des oreilles en avant/sur le c6té lors des ébrouements que durant tout
autre activité (Msbrouements=93,2£20,2%; WUgensra=82,1£15,4%; test de Wilcoxon, N=31, Z=2,76, p=0,005),
et moins d’oreilles en arriere que pour tout autre activité (Usprovements=4,5£18,4%; WUgenera=10,5£12,4%;
7=3,18, p=0,001).

Pour finir, nous avons eu l'opportunité de suivre un groupe de chevaux de loisir arrivant dans un
nouveau pré plein de ressources fraiches. Les quatre individus ont produit presque jusqu’a 10 fois plus
d’ébrouements par minute que dans la situation précédente (pré en fin de ressource en herbe). Bien
gu’anecdotique, cette observation renforce I'idée d’un lien entre ébrouement et émotion positive
(pouvant étre induite par I'abondance des ressources alimentaires ou la présence d’odeurs nouvelles).

2.2 La production d’ébrouements peut-elle étre modulée par I’état de bien-étre ?

2.2.1 Evaluation de I’état de bien-étre des chevaux

* Lestrois populations réunies

Globalement, le score de condition corporelle (BCS) était compris entre 2 et 4 (u=3+0,33), avec tres
peu de variations entre individus et populations. 19 des 48 individus présentaient une encolure ronde
alors que 29 avaient une encolure de forme creuse/plate. 21 chevaux (43,7%) ont réalisé au moins un
type de comportement répétitif anormal (moyenne 5,7£10,3 par heure) et 20 chevaux (42,5%, 18 en
centre équestre) ont montré au moins une réaction agressive envers ’Homme durant les tests (1+1,6
comportements). 14 individus ont été vus avec une orientation vers le mur au box (3+£0,04% du temps).
Les individus ont passé 4,5+11,7% du temps les oreilles en position arriere en broutant au pré. Au box,
les chevaux RS ont été observés 22,1+24,6% du temps d’alimentation avec les oreilles en arriere.

» Comparaison des populations
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Il y avait davantage de chevaux avec une encolure arrondie dans les populations de loisirs que dans
celles des deux centres équestres réunis (test du Chi carré, N=47, dl=1, X*>=4,88, p=0,027) et davantage
dans la population RSB que RSA (X2=4,26, p<0,05).

Chez les chevaux RS, dix types différents de stéréotypies ou autres comportements répétitifs anormaux
ont été observés (RSx=63,1%, RSs=44,4% des individus) avec un a cing différents types pour chacun de
ces individus. 66,6% et 31,5% des chevaux de RSA et RSB respectivement ont montré au moins une
réaction agressive envers I'expérimentateur durant les tests. Enfin, les chevaux de centre équestre ont
passé 5,9+13,2% du temps d’alimentation au pré avec les oreilles en arriere. Les chevaux de loisir n’ont
exprimé aucun comportement anormal ni stéréotypie n’ont jamais été observés broutant les oreilles
en arriere (u=0+0%). Seulement une réaction agressive a été dirigée envers I'observateur par un
individu de la population semi-naturaliste.

Ceci résulte en différences notables au niveau du score composite de stress chronique (TCSS) avec des
différences claires entre populations (test de Kruskal wallis, N=47, H=21,265, dl=2, p<0,0001) : les
chevaux de loisir ont obtenu un score significativement plus faible que les deux autres populations
(comparaisons post hoc : NC/RSA: p<0,0001; NC/RSB: p<0,001) alors qu’aucune différence significative
n’a été trouvée entre les TCSS1 obtenus pour les populations RSA et RSB (p=0,27) (figure l1A).

Des différences sont cependant apparues entre les chevaux des deux centres équestres pour certains
indicateurs : les chevaux de RSA avaient plus souvent les oreilles en arriere en alimentation au box
(31,9+28%) que les individus de RSB (10,6+14,1%) (test de Mann Whitney, N1=19, N2=17, W = 257, p=
0,008). Par ailleurs en considérant uniquement les populations de centre équestre, le score total de
stress chronique était plus élevé pour les chevaux de RSA que pour ceux de RSB (N1=19, N2=17,
W=238, p=0,015).

Figure Il : (A) Moyenne des scores TCSS1 obtenus par les individus selon la population d’origine. (B)
Taux d’ébrouements observés au pré selon la population d’origine. (C) Taux d’ébrouements observés
selon le type de population, chevaux RS et NC.

Figure II: (A) The average of the TCSS 1 scores obtained by individuals according to the
population of origin. (B) The snorting rate observed in pasture according to the population
of origin. (C) The snorting rate observed according to the type of the population, RS horses
and NC horses.
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2.2.2 Production d’ébrouement et état de bien-étre

* Lestrois populations réunies
Si état corporel et taux d’ébrouements ne sont pas corrélés (corrélation de Spearman, N=47, r=-0,039,
p=0,79), ce taux tend a varier selon la forme d’encolure. Ainsi, les chevaux présentant une encolure
arrondie ont émis presque deux fois plus d’ébrouements (11,24+3,58) que les individus a I'encolure
creuse/plate (u=6,60%8,27) (test de Mann Whitney, Narrondie=18, Ncreuse/plate=29, W=346, p=0,06).

Le taux d’ébrouements émis au pré (contexte commun aux trois populations) varie clairement en
fonction de I'état de bien-étre des chevaux, ce taux étant négativement corrélé au score de stress
TCSS1 des individus (corrélation de Spearman, N=47, r=-0,39, p=0,005) (figure lll). Ainsi, plus les
chevaux émettaient d’ébrouements au pré, moins leur état de bien-étre était altéré. Plus
particulierement, nous avons pu mettre en évidence que ce taux d’ébrouement émis au pré était
négativement corrélé a I'occurrence des comportements agressifs dirigés envers ’lhomme au cours
des tests (N=47, r=-0,33, p=0,02) et avec I'occurrence des stéréotypies observées (r=-0,32, p= 0,02) :
plus les sujets ont produit des ébrouements au pré, moins ils étaient agressifs envers I’homme et moins
ils ont exprimé de comportements anormaux quand ils étaient au box.

* Comparaison entre populations
Les différences de taux d’ébrouements produits entre les deux centres équestres sont confirmées
quand les deux contextes (box/pré) sont considérés (test U de Mann-Whitney, NRSA=19, NRSB=17,
W=86,5, p=0,01), mais pas quand seul le contexte box est considéré (NRSA=19, NRSB=18, W=144,5,
p=0,42).

Figure Ill : Corrélation entre les scores TCSS1 obtenus et le taux d’ébrouement mesuré au pré pour
I'ensemble des 47 individus.
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Figure III: Correlation between the TCSS1 scores and the snort rate recorded in pasture for
the whole set of 47 individuals.
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Noter la variabilité plus forte dans les taux pour la population NC (cf plus loin) Note
the higher individual variations in the NC population.
Dans le contexte du « pré », les taux d’ébrouements différaient entre les trois populations (test de
Kruskal
Wallis, Nne=11, Nrsa=19, Nrsg=17, chi-squared=12,851, dl=2, p=0,001). Le taux d’ébrouement en fait
suit un gradient opposé a celui du score de stress chronique avec davantage d’ébrouements chez les
chevaux de loisir et RSB que les chevaux du centre RSA (fig 3B NRSA=19, NRSB=17, W=72, p=0,004).

De fait, la population semi-naturaliste a produit quasiment deux fois plus d’ébrouements (u=12,8+8,3)
que les deux populations de centre équestre (u=7,0+4,6) (test U de Mann-Whitney, NNC=11, NRS=36,
W=294, p=0,01) (figure IIC). Aucune différence n’a été trouvée en fonction du sexe (test U de Mann-
Whitney, NF=18, NM=29, W=292,5, p=0,49), ou de I'age (Kruskal Wallis test, N1=6, N2=24, N3=16,
X2=3,2328, dI=2, p=0,19). La variabilité intra-individuelle était plus faible chez les individus de loisir que
pour les deux populations de chevaux de centre équestre (CVncintra: 70,1% a 180,4%, u=144,3+32,5%)
(test de Mann Whitney, Nnc=11, Nrs=37, W=108, p=0,01), indiquant un état plus stable apparent chez
ces chevaux vivant dans un méme environnement (au pré toute I'année) au fil des jours. A I'inverse, la
variabilité interindividuelle au pré était plus faible chez les deux populations de centre équestre
comparée aux chevaux de loisir (CVnc=65%, CVrsa=54,2%, CVrss=57,2%). Ce dernier constat pourrait
correspondre a des différences entre groupes de chevaux de loisir (ressources différentes par ex), mais
la taille des groupes était trop faible pour pouvoir le tester.

3 Discussion

Cette étude, qui avait pour but de tester I'’ébrouement comme un indicateur potentiel d’émotion
positive, a révélé que la production d’ébrouements 1) est associée a des contextes et a des états plus
positifs, 2) est moins fréquente chez les chevaux montrant un état de bien-étre altéré.

Jusqu’a présent, I'ébrouement était considéré comme une simple expiration forcée ayant une fonction
hygiénique de dégagement des canaux nasaux (Kiley, 1972). Les résultats de notre étude suggérent
que I"’ébrouement pourrait également constituer une expression émotionnelle. En effet nous avons
démontré que les ébrouements étaient clairement associés avec une humeur globalement positive
des individus, principalement lors de situations (e.g. au pré), et dans une posture (oreilles en position
avant/sur le cété (Waring, 2003)) positives. Grace a des tests de préférences, S@ndergaard et al (2011)
ont démontré que les chevaux étaient davantage motivés a rester au pré plutét qu’au box,
particulierement en présence de partenaires sociaux. Les ébrouements ont été également plus
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produits en alimentation (herbe ou foin), ou durant une observation calme de I’environnement, deux
activités qui refletent des états calmes (Waring, 2003). Curieusement, la production d’ébrouements
était plus variable d’un individu a I'autre chez les chevaux de loisir. Il n’a pas été possible de tester des
différences entre les différents groupes mais, tous n’étant pas dans la méme prairie, il est possible que
cette variabilité soit liée a la disponibilité en herbe au moment des observations par exemple. Si,
comme cette étude le suggere, les ébrouements refletent des émotions positives, il s’agit d’états
transitoires qui peuvent étre influencés par des changements rapides, météorologiques par exemple.

Néanmoins, nos résultats montrent un lien entre |'état chronique de bien-étre (mesuré
indépendamment) et la production des ébrouements. Comme cela a déja été démontré, les
restrictions induites par les conditions domestiques, qu’elles soient spatiales, alimentaires ou sociales,
jouent un réle actif dans la détermination de I'état de bien-étre des chevaux (e.g. (Lesimple et al.,
2016)). C’est aussi le cas des conditions de travail (e.g. (Lesimple et al., 2016b)). Ici nous avons mis en
évidence un gradient de bien-étre allant des chevaux de loisir vivant au pré en groupes stables, a des
chevaux vivant en centres équestres ayant des pratiques assez restrictives d’hébergement ou les
individus sortent occasionnellement au pré, en groupes instables. En particulier, le taux
d’ébrouements était plus faible chez les chevaux passant du temps orientés vers le mur et les chevaux
plus agressifs. Les chevaux avec une encolure plus arrondie (hors travail), ayant moins de problemes
dorsaux, ont émis plus d’ébrouements. Cependant, la production d’ébrouements semble bien étre le
reflet d’'un état émotionnel transitoire, et non un indicateur de bien-étre per se : méme des chevaux
en relatif état de mal-étre peuvent en produire quand la situation est plus positive (pré versus box) (cf
aussi la variabilité chez les chevaux de loisirs malgré leur qualité de bien-étre assez homogéne); en
revanche le lien entre bien-étre et production d’ébrouements n’apparait pas quand les chevaux sont
enregistrés en box. La situation de box individuel est connue pour étre particulierement négative pour
les chevaux (e.g. (Fureix et al., 2010)) et peut par conséquent priver partiellement les individus de
ressentir des émotions positives. En revanche au pré les chevaux peuvent potentiellement ressentir
davantage ces émotions positives, mais ceci est probablement modulé par leur état de bien-étre.
Henry et al (2017) ont déja montré que les conditions de vie et I’état chronique de bien-étre du cheval
pouvaient influencer son « jugement » d’une situation. Ainsi, nous proposons ici que les ébrouements
soient une forme d’expression d’émotions positives calmes, par exemple quand la situation s’améliore
: passage du box au pré, changement de pré pour de meilleures ressources.

Les mécanismes en jeu restent encore a découvrir. Des études utilisant des taches de biais de jugement
suggerent un « soulagement », chez les animaux précédemment gardés dans des conditions
environnementales restreintes ou en isolement (chevaux : Loéckener et al., 2016), au moment ou ils
sont mis en situations plus favorables. Les ébrouements pourraient refléter un relaichement induisant
une expiration plus prolongée, faisant vibrer les naseaux. Des recherches restent a mener dans ce sens.
Si notre étude ne permet pas d’écarter totalement la fonction sanitaire de I’ébrouement, puisque nous
n’avons pas fait de mesures de poussiere par exemple, le fait qu’il y en ait plus au pré (moins
poussiéreux globalement) et qu’il y ait un lien avec des paramétres de bien-étre, suggére fortement
que les ébrouements expriment bien plus qu’un simple « nettoyage des naseaux ». Enfin, il est a noter
que toutes ces observations concernent des situations hors travail et nous ne pouvons donc pas a ce
stade savoir si les ébrouements pourraient permettre d’évaluer comment le cheval pergoit différentes
situations de travail.

En conclusion, hors contexte de travail et bien slr probléme respiratoire, les ébrouements pourraient
constituer un outil extrémement utile pour les utilisateurs qui, s’ils y prétent attention, pourrait leur
permettre d’identifier les situations particulierement appréciées par leur cheval. Cette étude apporte
aussi un point essentiel : la recherche d’indicateurs d’émotions positives n’est possible que si I'animal

351



Annexes

en ressent ! Chercher de tels indicateurs dans des situations pergues négativement par I'animal (ex :
ici le box individuel, conditions d’élevage intensif pour d’autres espéces) n’est clairement pas optimal.
Ceci explique certainement en grande partie pourquoi les évaluations fiables de bien-&tre en milieu
domestique s’appuient sur des indicateurs de mal-étre. Les avancées dans le domaine des mesures
d’émotions positives pourraient aller de pair avec les améliorations des conditions de vie des animaux
domestiques.

Remerciements

Les auteurs remercient les dirigeants et employés des centres équestres ainsi que les propriétaires des
chevaux de loisirs, ainsi qu’a H. Amat, pour nous avoir permis d’observer les chevaux, tout comme
pour leur aide sur place. Cette étude a bénéficié d’un financement de I'lIFCE, du fonds Eperon et de
I"'université de Rennesl.

Références

Altmann, J, 1974. Observational Study of Behavior: Sampling Methods. Behaviour. Brill, 227-267.

Arnaud, G., Dubroeucq, H. and Rivot, D, 1997. Notation de |'état corporel des chevaux de selle et de
sport. Edited by P. Inra, Institut du cheval - Institut de |IElevage.

Ashley, F. H., Waterman-Pearson, A. E. and Whay, H. R, 2005. Behavioural assessment of pain in horses
and donkeys: application to clinical practice and future studies, Equine Veterinary Journal. Blackwell
Publishing Ltd 37(6), 565-575.

Boissy, A., Manteuffel, G., Jensen, M.B., Moe, R.O., Spruijt, B., Keeling, L.J., Winckler, C., Forkman, B.,
Dimitrov, I., Langbein, J., Bakken, M., Veissier, I., Aubert, A., 2007. Assessment of positive emotions in
animals to improve their welfare, Physiology & Behavior. Elsevier 92(3), 375-397.

Fureix, C., Gorecka-Bruzda, A., Gautier, E., Hausberger, M., 2011. Cooccurrence of Yawning and
Stereotypic Behaviour in Horses (Equus caballus), ISRN Zoology, 10.

Fureix, C., Jégo, P., Coste, C., Hausberger, M., 2010. Indicateurs de bien-étre/mal-étre chez le cheval :
une synthése. 36éme Journée de la Recherche Equine. IFCE, Paris, 111-112.

Hausberger, M., Fureix, C. and Lesimple, C. 2016a. Detecting horses sickness: In search of visible signs,
Applied Animal Behaviour Science. Elsevier 175, 41-49.

Hausberger, M., Rochais, C., Henry, S., Stomp, M., Lesimple, C., Cousillas, H., 2016b. Quand le cheval
va bien : état des lieux sur les indicateurs de bien-étre. 42eme Journée de la Recherche Equine. IFCE,
Paris, 69— 78.

Hausberger, M., Fureix, C., Bourjade, M., Wessel-Robert, S., Richard-Yris, M.-A., 2012. On the
significance of adult play: what does social play tell us about adult horse welfare? Naturwissenschaften
99(4), 291-302 Henry, S., Fureix, C., Rowberry, R., Bateson, M., Hausberger, M., 2017. Do horses with
poor welfare show “pessimistic” cognitive biases?, The Science of Nature. Springer Berlin Heidelberg,
104(1-2), 8.

Kiley, M. 1972. The Vocalizations of Ungulates, their Causation and Function, Zeitschrift fir
Tierpsychologie. Blackwell Publishing Ltd 31(2), 171-222.

Lesimple, C., Poissonnet, A. and Hausberger, M. 2016a. How to keep your horse safe? An
epidemiological study about management practices, Applied Animal Behaviour Science. Elsevier 181,
105-114.

352



Annexes

Lesimple, C., Fureix, C., Aubé, L., Hausberger, M., 2016b. Detecting and Measuring Back Disorders in
Nonverbal Individuals: The Example of Domestic Horses, ABC 3(3), 159-179.

Lesimple, C., Fureix, C., De Margerie, E., Sénéque, E., Menguy, H., Hausberger, M., 2012. Towards a
Postural Indicator of Back Pain in Horses (Equus caballus), PLoS ONE. Edited by G. Chapouthier. Public
Library of Science 7(9), p. e44604.

Lockener, S., Reese, S., Erhard, M., Wo6hr, A.-C., 2016. Pasturing in herds after housing in horseboxes
induces a positive cognitive bias in horses, Journal of Veterinary Behavior: Clinical Applications and
Research. Elsevier, 11, 50-55.

Montenegro, O. L. 1998. The behavior of Lowland Tapir (Tapirus Terrestris) at a natural mineral lick in
the peruvian amazon.

Peters, G. 2002. Purring and similar vocalizations in mammals, Mammal Review. Blackwell Science, Ltd
32(4), 245-271.

Peters, S. M., Bleijenberg, E.H., van Dierendonck, M.C., van der Harst, J.E., Spruijt, B.M., 2012.
Characterization of anticipatory behaviour in domesticated horses (Equus caballus), Applied Animal
Behaviour Science. Elsevier 138(1-2), pp. 60-69.

Policht, R., Tomasova, K., Holeckova, D., Frynta, D., 2008. The vocal reertoire in Northern white
rhinoceros Ceratotherium simum cottoni as recorded in the last surviving herd, Bioacoustics. Taylor &
Francis Group 18(1), 69-96.

Rochais, C., Fureix, C., Lesimple, C., Hausberger, M., 2016. Lower attention to daily environment: a
novel cue for detecting chronic horses back pain?, Scientific reports. Nature Publishing Group 6, 20117.

Sendergaard, E., Bak Jensen, M. and Nicol, C. J. 2011. Motivation for social contact in horses measured
by operant conditioning, Applied Animal Behaviour Science 132, 131-137.

Waring, G. H. 2003. Horse Behavior. (2nd ed.)Noyes Publications/William Andrew Publishing, Norwich,
New York

353



Annexes

ANNEXE 2

Manuscrit en révision pour publication dans Frontiers in veterinary science

Manuscript under revisions to Frontiers in veterinary science

Cognition and welfare in horses: a review

354



'," frontiers

Cognition and welfare in horses: a review

Martine HAUSBERGER1, 2, Carol Sankey3, Mathilde Stomp1, 2%, Sophie Brajon4, Christophe Lunel2, Séverine Henry1, 2

1University of Rennes 1, France, 2University of Rennes 1, France, 3Université Paris Descartes, France,

4Départment des Sciences Animales, Laval University, Canada
Submitted to Journal:
Frontiers in Veterinary Science

Specialty Section:
Animal Behavior and Welfare

Article type:
Review Article

Manuscript ID:
393802

Received on:
04 May 2018

Revised on:
11 Sep 2018

Frontiers website link:
www.frontiersin.or g

355


http://www.frontiersin.org/
http://www.frontiersin.org/

1’ frontiers

Conflict of interest statement

The authors declare that the research was conducted in the absence of any commercial or financial
relationships that could be construed as a potential conflict of interest

Author contribution statement

MH and SH designed the manuscript, SB, CS, CL & MS analysed the new data, all authors contributed to the manuscript.

Keywords

Cognition, welfare, Horses, Emotions, learning and memory, Attention, Human-horse relationship,
lateralization

Abstract

Word count: 175

Numerous studies have demonstrated the large memory, categorization, and generalization abilities of horses,
as well as skill in social cognition, including the ability to process subtle signals. While these abilities have
evolved to respond to the constraints of natural conditions (social life, varied types of large habitats), how
horse cognition is constrained, modified, or potentially expanded in domestic conditions has not yet been
clearly reviewed. On one hand, in most domestic situations, horses live in conditions of social, feeding, and
spatial restrictions that lead to varied expressions of altered welfare that may influence learning

and cognition. On the other hand, from an early age, horses may develop a particular (often individualized)
relationship with humans that stimulate them to build representations of familiar persons in establishing
generalized interspecific relationships. Considering that education and training refer to learning skills, the
interrelation between cognition and welfare so the human-horse relationship is especially important to
study. This paper provides a review of the existing literature in an attempt to better understand the
reciprocal relationships between cognition, emotions and welfare.
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ABSTRACT

Numerous studies have demonstrated the large memory, categorization, and generalization abilities
of horses, as well as skill in social cognition, including the ability to process subtle signals. While these
abilities have evolved to respond to the constraints of natural conditions (social life, varied types of
large habitats), how horse cognition isconstrained, modified, or potentially expanded in domestic
conditions has not yet been clearly reviewed. On one hand, in most domestic situations, horses live in
conditions of social, feeding, and spatial restrictions that lead to varied expressions of altered welfare
that may influence learning and cognition. On the other hand, from an early age, horses may develop
a particular (often individualized) relationship with humans that stimulate them to build
representations of familiar persons in establishing generalized interspecific relationships. Considering
that education and training refer to learning skills, the interrelation between cognition and welfare so
the human-horse relationship is especially important to study. This paper provides a review of the
existing literature in an attempt to better understand the reciprocal relationships between cognition,
emotions and welfare.
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INTRODUCTION

Cognition, “the way animals perceive, process, acquire, store and act upon information coming from
their environment” (Shettleworth, 1998), is particularly important to understand in the context of the
domestic horse as a sport or leisure partner. In this regard, numerous detailed reviews on horse
perception (Hausberger and Henry, 2018; Leblanc, 2010; Saslow, 2002), learning (Brubaker and Udell,
2016; Murphy and Arkins, 2007; Nicol, 2002), and overall cognitive abilities (e.g.Krueger et al., 2017,
Leblanc, 2010), have been presented.

During the course of horse cephalisation evolution there has been an increased of brain size
independent from that of body size, as well as differentiation of important areas for cognition, e.g.
cortex, striatum (Rohrs and Ebinger, 1993). Perceptual and cognitive abilities reflect the challenges
species have faced during the evolutionary process and horses share many characteristics with other
domestic and non-domestic species (Krueger et al., 2017; Roitblat and von Fersen, 1992; von Uexkiill,
1965). Horses, like sheep, are permanent steppe grazers and have to deal with sparse and varied food;
they prefer spatial over visual cues for finding food, they have taste aversions which prevent them from
being poisoned, and they are able to associate the characteristics of food with post-ingestive
consequences (although horses can do so only if the association is within 30 minutes after ingestion)
(Cairns et al., 2002; Dumont and Boissy, 1999; Hothersall et al., 2010; Houpt et al., 1990; Pfister et al.,
2002). On large home ranges (up to 200 km?), where different areas provide different resources (food,
shelter, rolling), they learn spatial tasks well, although they may not always succeed in detours (e.g.
Baragli et al., 2011; Kabadayi et al., 2018; Waring, 2003; Wolff and Hausberger, 1996). Like many other
species, e.g. pigeons, rats, cognitive studies in horses have revealed that they are able to discriminate
(Hanggi and Ingersoll, 2009), and categorize visual stimuli, e.g. shape (Hanggi, 1999), generalize to new
exemplars, e.g. (Hanggi, 2005), evaluate quantities (Uller and Lewis, 2009), and they might even have
the ability to form concepts such as same-different or the concept of relative size (Hanggi, 2003). A
remarkable and well-known feature of horse cognitive ability is long term-memory. Several studies
have demonstrated that horses are able to repeat a task that has been learnt one week (spatial task,
Marinier and Alexander, 1994), one month (instrumental and detour tasks, Wolff and Hausberger,
1996), five to 12 months (Gardner, 1933; Henry et al., 2005; Sankey et al., 2010b, 2010c), 22 months
(instrumental and avoidance tasks, Valenchon et al.,, 2013b), and up to six to 10 years later
(discrimination, categorization, : Hanggi and Ingersoll, 2009), without error. Interestingly, there does
not seem to be a “general learning ability” as no correlation was found between different types of
learning: instrumental versus spatial (Le Scolan et al., 1997; Wolff and Hausberger, 1996), avoidance
versus instrumental (Lansade and Simon, 2010; Visser et al., 2003), or discrimination reversal learning
versus performance task (Sappington et al., 1997). Capacities for “higher” cognitive skills such as self-
recognition (Baragli et al., 2017a) or imitative learning (even mere observational learning) (e.g. Ahrendt
et al., 2012; Baker and Crawford, 1986; Clarke et al., 1996; Lindberg et al., 1999; Rgrvang et al., 2015;
but Krueger et al., 2014) have not been clearly demonstrated in horses.

The evolution of sociality has been associated with that of social cognition, i.e. special skills that
maintain cohesion and avoid costly conflict (Aureli and de Waal, 2000). Sociality is based on
interattraction and distress when isolated (isolation syndrome) (e.g. Grassé, 1963; Lihoreau et al.,
2009), but differs from gregariousness by involving reciprocal communication and influences between
the individuals constituting the group (e.g. Grassé, 1963; Hinde, 1976). Hinde (1979) has described the
different levels of society from individual characteristics to the establishment of relationships: social
organization is based on this network of relationships, but varies also between species which may differ
in terms of “social disposition” (Mason, 1978). Thus different macaque species show different types of
social organizations, from tolerant to “despotic” (e.g. Thierry et al., 2004). In natural conditions, horses,
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like most ungulates, live in stable groups with a well defined but little expressed (defined by dispersed
resources) hierarchy and clear social preferences that are mostly expressed through spatial proximity,
a feature shared with many species (Feh, 2005; Hausberger et al., 1995; Mason, 1978). Social
organization is thus based on social cognition, and it is considered that the “social brain” and the
“cognitive brain” are interrelated (Kuhl, 2003). Thus, like most tested social vertebrates, horses are
able to use unimodal and multimodal discrimination and recognition of familiar group members to
detect their attentional state but also possibly to withdraw information from dominant conspecifics
(e.g. Andrieu et al., 2016; Lemasson et al., 2009; Wathan and McComb, 2014). Descriptions have also
been given of more complex social skills such as interventions, where one individual tries to regain
attention from preferred partners that are interacting with a third party (VanDierendonck et al., 2009)
or post-conflict reunion, where animals display positive interactions towards animals previously
engaged in agonistic interactions (Cozzi et al.,

2010). Acoustic signals encode information on the sender’s identity, physical characteristics,
familiarity, sex and even emotional or fertility status (Briefer et al., 2015; Lemasson et al., 2009, 20153,
2015b; Stomp et al., 2018). This knowledge of both the identity and social status of different group
members allows stable groups to spend little energy in useless agonistic encounters (e.g. Fureix et al.,
2012a). These social cognitive abilities, however, require some "training" which means horses, like
elephants (Slotow et al., 2000), also have to learn the social rules, mostly at a young age, through adult
modelling, e.g. Bourjade et al., 2009). Receivers clearly decode this information and different studies
have revealed that the corresponding brain processes are lateralized, horses showing a left visual bias
(right hemisphere) for agonistic encounters (Austin and Rogers, 2014) and a right ears orientation bias
(left hemisphere) for familiar whinnies (Basile et al., 2009). Horses thus follow the evolutionary rules
described in the “valence theory” that reveals that most animals (and humans) show a right
hemisphere bias to process fear-inducing and threatening stimuli and a left hemisphere bias to process
familiar stimuli; this differential processing being related to different attentional processes in both
hemispheres (Andrew and Rogers, 2002; Davidson, 1992). It has been proposed that perceptual
lateralization was especially important for species that have to simultaneously feed and check their
environment for predators (Vallortigara and Rogers, 2005). The visual system of the horse with its
panoramic field (with two large monocular fields and a restricted frontal binocular field of 40-60°) is
similarly well adapted to precisely detect food items on the ground. Brain decussation of the optic
fibres is almost complete in horses, with up to 80-90% of the fibres crossing in the corpus callosum
(Herron et al., 1978). Flight is the most frequent response to predation although stallions and other
adults may face and attack predators and groups of adults can put themselves in a circle and defend
themselves by kicking (Boyd and Keiper, 2005) and attack them (Waring, 2003). Aggression is therefore
another possible response to predators.

These rapid responses to threat reflect horse propensity to react with high short-lived emotions to
fear-inducing signals. Fear induces postural (vigilance, tail raised), locomotory (trot, canter, prancing),
and sometimes vocal (snoring, blows) changes that can be detected by group members (Kiley-
Worthington, 1976; Waring, 2003). Social separation (even merely visual) leads to higher locomotory
components (searching for the partner) and loud whinnies, resulting in reuniting (Waring, 2003).

While humans did hunt horses in the early ages, it is difficult to believe that nowadays domestic horses
still perceive them as predators. Humans are often present from the earlier stages of domestic horse
life and foals may elicit investigative behaviours and interest if its mother has a good relationship with
humans (Henry et al., 2005). Horses establish relationships with humans that are built over time like
intraspecific relationships (Hausberger et al., 2008), or interactions creating positive or negative
memories (Waiblinger et al., 2006). They are able to discriminate human attentional (Proops and
McComb, 2010; Sankey et al., 2011b) or emotional (on the basis of facial expressions: Smith et al.,
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2016) states, to build multisensory representations of familiar humans (Lampe and Andre, 2012;
Proops and McComb, 2010; Sankey et al., 2011a). They can also respond to human signals such as
pointing gestures (Krueger et al., 2011; Maros et al., 2008) although somewhat less well than dogs.
They can even use referential gestures to manipulate the attention of a human recipient to obtain an
unreachable resource (Malavasi and Huber, 2016). Whether domestication and/or experience with
humans underpin these abilities, like for many other species, remains a challenging issue.

Selective breeding may play a role in human-horse relationships as studies have shown differences in
the reactions to humans (Hausberger and Muller, 2002) or in learning abilities between breeds
(Budzynski et al., 1992; Lindberg et al., 1999; Mader and Price, 1980) or offspring of different sires
(Wolff and Hausberger, 1996). In a first attempt to evaluate heritability, Hausberger et al (2007) used
the data of Hausberger et al (2004) on 703 horses from 16 breeds to calculate coefficients of
heritability: they found the same coefficients for instrumental learning (opening a chest to find food)
and for emotionality traits such as gregariousness or reactions to a novel object. When considering
only the 246 French Saddlebreds, the coefficient was of 0.48 for learning and 0.39 for the arena test
(gregariousness) and 0.41 for the reactions to the novel object. Sex differences have rarely been found
but Wolff & Hausberger (1996) observed that young females performed better at a detour task than
young males, which they attributed to the more frequent movements initiated by females in natural
groups. Using the same test, Le Scolan et al. (1997) found better performances in adult riding school
horses than in younger unbroken animals still in their breeding farm. There is a confounding factor
though, since age and training can both influence cognitive abilities (see further). Individual behavioral
differences are indeed frequent and temperament, as an ensemble of individual characteristics with a
relative temporal and situational stability, is another influential factor on cognition emotionality has
been shown to influence learning and memory (Goldsmith et al., 1987, see further in the review). Thus,
different cognitive strategies may be observed in individual detour solving tasks (Baragli et al., 2017b).

Emotions, as “intense affective responses” (Dantzer, 1988) are short lived but the repetition of
negative emotions is generally considered as a source of compromised welfare. Emotions and welfare
result from a subjective perception of the situation based on individual intrinsic characteristics, e.g.
temperament, (Bates, 1989]), as well as experience; cognition may thus influence the perceived state
of welfare. For example, early experiences such as early handling or weaning, and whether animals
may be “actors” of their development may have lasting consequences on emotionality and welfare
(Brajon et al., 2015; Henry et al., 2006; Latham and Mason, 2008; Waters et al., 2002). On the other
hand, durable affective states are known to induce cognitive biases in the way individuals perceive the
current situation; welfare therefore influences cognitive processes (Mendl et al., 2010). The welfare
issue is very important in horses. Most domestic horses live in restricted spatial (e.g. (Bachmann etal.,,
2003)), feeding (e.g. McGreevy et al., 1995), social (e.g. (Visser et al., 2008)) and work conditions that
may impair their well being (e.g.(Lesimple et al., 2010)), resulting in the emergence of abnormal
behaviours (e.g. stereotypies), depression-like syndromes (Burn et al., 2010; Fureix et al., 2015; Hall et
al., 2008; Pritchard et al., 2005), back problems (Fureix et al., 2010; Jeffcott, 1979; review in Lesimple
et al.,, 2016), abnormal postures (Fureix et al.,, 2011b; Lesimple et al., 2012a), or orientations
(Hausberger et al., 2016). Welfare may also be impaired when owners or trainers over- (may believe
the horse is trying to deceive them) or under- (consider them as stupid animals) estimate their
cognitive abilities (e.g. DeAraugo et al., 2014).

The aim of this review is to provide an overview of the existing scientific literature on cognition,
emotions and welfare of domestic horses and how these three areas are interrelated. In an effort to
avoid any confusion, a first part is dedicated to the definition of the terms used all along the review
and related to the above mentioned topics. Then, we address how both emotions and especially
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welfare may affect cognitive processes such as learning, memory and attention in domestic horses and
impact the way they perceive their environment and in particular humans and training (work). We have
added some considerations on how the study of the cognitive abilities of horses may help find practical
ways to promote positive emotions and a better welfare state under domestic conditions.All these
aspects are also considered in a comparative way and new perspectives about evolutionary processes
are proposed.

TERMINOLOGY

The use of certain terms, that are not always consensual, are clarified below:

1) Emotions, stress, welfare

- Emotion/emotionality

.,

The term emotion arises from latin “ex movere”: “going out” of the normal state. The existence of
emotions is described from antiquity (e.g. Aristotle cited in Konstan, 2006) and formalized by Darwin
(1872) in his book of 1872 where he proposes that animal and human emotions form a continuum.
There have been different definitions of emotions (Boissy, 1995; Dantzer, 1988;

Panksepp, 2005). Whereas there is not a general definition, an emotion can be defined as “an intense
but short-lived affective response to an event, which is associated with specific body changes.
Emotions refer to processes, which are likely to have evolved from basic mechanisms that gave the
animals the ability to avoid harm/punishment or to seek valuable resources/reward” (Boissy et al.,
2007; Dantzer, 1988; Désiré et al., 2002). Negative emotions such as fear, anger, frustration, or social
stress can be induced by threat, aggression,loss of social partner or difficulties to reach a resource
(Désiré et al., 2002; Fureix et al., 2012b). Alternatively, positive emotions, such as pleasure or
happiness can be induced by the reception of favoured items and may differ between species, such as
food, social partner (Boissy et al., 2007).

Emotionality, also called emotional reactivity, is the propensity of individuals to react to acute
challenging situations as those mentioned above with high behavioural reactions (Boissy, 1995)
associated with sharp physiological changes (e.g. increase in heart rate or cortisol (Loijens et al., 2002;
Stewart et al., 2003; Takai et al., 2004).

- Mood

Contrary to acute emotional states, moods are long lasting and detached from any immediate
triggering stimulus. Indeed, they occur in the absence of, and without being directed at, any particular
object. However, they appear as an integrative function of the organism’s acute emotional state over
time (Nettle and Bateson, 2012; Russell, 2003). Moods include longer term states of ‘happiness’ or
‘sadness’ and, in their more extreme forms, states such as chronic anxiety or depression . They can be
conceptualized as the background core affect state that the individual will revert to when specific
emotion-inducing events are absent (Mendl et al., 2010).

Positive or negative affective states lead to cognitive biases. Affective states are recognized as
multifaceted, comprising of subjective, behavioural, physiological and cognitive components (e.g. Paul
et al., 2005). Cognitive measures, in contrast, are particularly suitable for detecting the valence of
affective states, and have therefore been increasingly used in the last decade to measure affective
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state in animals. There is a large body of evidence in human studies that the background affective state
can influence a number of cognitive processes of individuals, resulting in biases in information
processing including attention, memory and judgement (Paul et al., 2005). For example, anxious people
bias their attention towards threatening stimuli and interpret ambiguous information more negatively
than people in a more positive affective state

(Macleod et al., 1986). These phenomena are called “cognitive biases”. Based on human studies, it has
thus been suggested that affective state in animals could potentially be measured through the use of
cognitive bias testing and in particular judgement bias testing (Paul et al., 2005). Cognitive biases have
been argued to be central to the evolutionary function of moods, and it is therefore reasonable to
expect them to be present across species (Nettle and Bateson, 2012).

- Stress

The term “stress” has been used in so many different contexts that it is difficult to provide a
unified definition. All agree though that stress leads to the activation of two different systems of
physiological responses that are highly conserved among vertebrates (de Kloet et al., 2005). The first,
typically triggered by acute short-term stress, is the activation of the sympathetic axis of the autonomic
nervous system (ANS) (e.g. increase in adrenaline and noradrenaline heart rate). The second
corresponds to the hypothalamo-pituitary-adrenal (HPA) axis (e.g. increase in cortisol and
corticosterone).

From an adaptive point of view, the stress-related processes are adaptive since stress,
associated with negative emotions like fear, leads the organisms to avoid threat and ensure survival
(Korte et al., 2007; Selye, 1936). A certain level of stress is necessary as it induces focused attention,
improves memory and helps in decision-making (Joels et al., 2006).

In the present review, we will use the term stress as “the experience of an endogenous or
exogenous challenge that disrupt homeostasis and stressor as a threatening stimulus that causes
stress” (Toates, 1995).

- Welfare

Prolonged activation of the stress system results in what is called chronic stress (different from
acute responses to stress as mentioned above) causes harm to the organisms, such as alterations of
the immune system or behavioural disorders. The application of allostatic mechanisms to the animal
welfare concept has been proposed recently to modify previous ideas related to homeostatic
mechanisms of the stress response alone(Korte et al., 2007). According to Korte et al. (Korte et al.,
2007), no constancy, but capacity for changes is primordial for animal welfare as it actually help
organisms to anticipate and respond to challenges and thus, to adapt to their environment.

The allostatic overload that arises when the stressor is too acute or prolonged undoubtedly
alters welfare. For instance, it has been proposed that chronic confrontations with repeated welfare-
related stressors in horses involve such an allostatic overload that there is a change in the physiological
systems that normally respond to stressors, which may be reflected by low cortisol levels, or
unresponsiveness (i.e. apathy) (Pawluski et al., 2017).

There have been many definitions of welfare. The more classical definitions mention welfare as an
internal physiological balance (Broom, 1991), a satisfaction of behavioural needs (Dawkins, 1990;
Duncan, 1998), an absence of negative emotions and presence of positive emotions (Duncan, 1998;
Fraser, 1992). An important development has been to consider animal-based criteria rather than
observations of the conditions of life which may indicate the risks of compromising welfare but not the
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actual animals’ welfare state (Blokhuis et al., 2003; Whay et al., 2003; Wood, 1998). Welfare indicators
in most species to day are based on negative states and there are very few, or even no reliable indicator
of positive states known to date (e.g. Boissy et al., 2007).

Physiological indicators such as heart rate or stress hormones are not straightforward indicators, as
they can give contradictory informations, and require to be completed by behavioural and postural
measures (Dawkins, 2004; Leliveld et al., 2016; Mormede et al., 2007; Paul et al., 2005; von Borell et
al., 2007).

In the present study, we will apply the following definition of welfare which takes into account all
aspects mentioned by former definitions: “a chronic positive mental and physical state resulting from
the satisfaction of the animal’s behavioural and physiological needs and expectations. This state can
vary according to the perception of the situation by the animal” (e.g. ANSES, 2018).

2) Cognition:

Comparative cognition is the study of similarities and differences in how organisms acquire, store, and
act on information (Shettleworth, 2010). There is no widely accepted definition of animal cognition
(Yoerg and Kamil, 1991). Animal cognition is often defined as the study of certain types of processes
such as attention or memory. The central assumption though is that organisms possess some type of
internal representation of the external world. These internal representations are related to the
external world in two ways: a coding process on the input side and a relationship to behavior on the
output side. Cognitive studies aim generally at understanding these input-output relationships
between the assumed internal representations and the external world (Yoerg and Kamil, 1991).
According to Dyer (1994), cognitive studies ... postulate processes that organize sensory information
into coherent internal models of external events, allowing the animal to respond appropriately to
important stimuli even when experiencing them in novel combinations or contexts'. Cognition implies
also that brain processes are involved, that allow to process and organize the sensory information and
then respond with or withour motor responses. The processes generally considered are attnetion (a
core general aspect of cognition), learning, memory, discrimination, categorization, and generalization
(see below). When tested, studies on most animal species have revealed a hemispheric specialization
(lateralization) of brain processes, especially when dealing with sensory information that bears a
valence, hence the study of laterality is part of cognitive research (e.g. Andrew and Rogers, 2002).

- Attention

Attention can be defined as set of cognitive processes by which the nervous system organizes sensory
stimulations of its environment in order to generate an appropriate behaviour in a given situation
(Bushnell, 1998). Attention underlies and facilitates many cognitive processes as learning and memory
(Krapp, 1999; Taylor and Fragopanagos, 2005). Different forms of attention have been described:
selective attention (i.e. the ability to filter and select relevant stimuli of the environment and ignore
those that are not pertinent), devided attention (i.e. the capacity to process simultaneously several
informations), sustained attention (i.e. the ability to maintain the same behavioural response over a
continuous or repeated activity) and attentional flexibility (i.e. the capacity to change the attention’s
orientation) (Bushnell, 1998; Maquestiaux, 2017; Sohlberg and Mateer, 2001).

- Laterality
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Laterality is the systematic preference for the use of one side of the body over the other to realize
motor or perceptual tasks involving paired limb or perceptual organs (e.g. Hausberger and Henry,
2018). In other words, laterality manifests both on the motor (hands, feet) as well as the perceptual
(eyes, ears, nostrils) level. Such behavioral laterality emerges from hemispheric lateralization, i.e., the
left and right cerebral hemispheres are specialized in controlling distinct neural functions or cognitive
processes. Since the late nineteenth century, hemispheric specialization was believed to be a human
specificity, but studies over the last 30 years have provided increasing evidence for lateralization in
nonhuman mammals, including birds (e.g. Symes and Perrin, 2003) and even lower vertebrates (Rogers
and Andrew, 2002).

Hemispheric specialization is assumed to confer advantage to the functioning of the brain. Among
other advantages, cerebral lateralization can enhance neural capacity by allowing parallel and separate
processing in the hemispheres: thus, in lateralized individuals, several cognitive tasks that demand the
simultaneous but different use of both hemispheres can be performed more efficiently (Rogers and
Andrew, 2002). More recent studies in animals converge on the conclusion that stimuli, and in
particular visual and auditory stimuli, with different emotional valences induce different lateralized
responses. For example, positive emotional stimuli would be preferentially processed by the left
hemisphere, while the right hemisphere would be specialized for the processing of negative emotions
(Davidson, 1992). We will here concentrate on sensory laterality which has been shown to relate most
to cognitive assessment of the valence of the situations.

- Learning and memorization

In the litterature, learning is defined as relatively stable behavioural changes or psychological
activities attributable to the individual’s experience (excluding maturation or fatigue phenomenons)
(Delacour, 1978).

Two large classes of learning have been defined: the non associative and the associative
learning. One classical example of non associative learning is habituation, where the response of a (for
example frightening) stimulus decreases with the repetition of this stimulus without any (positive nor
negative) consequence. A very intense stimulus may however induce a sensitisation (increase of
reaction). The term desensitisation, often used by professional trainers is ambiguous as it is not defined
in the scientific literature per se and in fact seems to refer to what is defined classically as habituation.

The associative learning, also called conditioning learning, involves two types of processes:

a) the Pavlovian conditioning where an initially neutral stimulus (e.g. a bell sound)

III

becomes a significant signal when associated with an “unconditional” stimulus (e.g. meat for a dog)
that always trigger a same response (salivation): the dog salivates when hearing the sound

(Pavlov, 1904);

b) the instrumental learning, the animal learns to associate its own actions with a
consequence. This is the principle of trial-error learning (Thorndike, 1898) where the animal randomly
explores its environment and discovers that one action repeatedly leads to the same positive (or
negative) outcome. Skinner (1938) formalized and developped paradigms to study precisely the

processes involved, leading to “operant” standardized training aiming at controlling a defined
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behaviour or response by having it followed systematically by a reinforcement (Richelle, 1966). In this
type of conditioning, the reinforcement is defined as an event that induces an increase of the

probability of response (i.e. the desired behavior). Two types of reinforcements are defined:
Positive: the occurrence of the event increases the probability of response (e.g. palatable food).

Negative: the disappearance of the aversive event increases the probability of response (e.g. the animal
jumps over a small barrier after a light signal that is followed by an electric shock in the initial
compartment: jumping allows the shock to be avoided).
Negative reinforcement should not be confounded with punishment which occurs as an aversive
stimulus or unfavourable situation; this appears when the animal has given an unwished response, and
aims at diminishing the occurrence of some behaviours.

Reinforcements are further described as primary to indicate those related to an organic function
(food, drink, social partner) or secondary to indicate that the stimulation (e.g. voice, clicker, stroking)
has acquired a reinforcing value by association with a primary reinforcement (e.g. the click noise
associated with the lever pushing in the Skinner box) : if the food reinforcement is ceased, extinction
is slower if the click persists (Le Ny, 1975). Because primary reinforcers are biologically relevant stimuli
that are directly linked to physiological needs, they are inherently understood and the animal needs
no training to comprehend the reinforcement (e.g. Giurfa, 2013; Langbein et al., 2007; McCall and
Burgin, 2002). They thus differ from secondary (or conditioned) reinforcers that need to be paired with
a reinforcing agent such as food to acquire a rewarding value. In general, the effect of secondary
reinforcers appears to be too weak and unstable to enable animals to learn a new task, and the
acquired reward value is rapidly lost during learning (e.g. McCall and Burgin, 2002; Saltzman, 1949;
Sankey et al., 2010b; Zimmerman, 1957). For example, chimpanzees will work to obtain tokens but
only if these tokens can be exchanged with food (Sousa and Matsuzawa, 2001).

Secondary reinforcements remain overall less efficient than primary reinforcements for learning
though (Le Ny, 1975).

Different types of rewards can be used in operant conditioning experiments (see above). Food rewards
are the most extensively used. Animals can for example learn to press a lever that delivers food (rats:
Bullock and Smith, 1953; Olds and Milner, 1954) or be trained to accept care procedure (Reinhardt,
1991; Sankey et al., 2010c). It has also been noted that the reinforcing value of the item used varies
between individuals which means that the reward or aversive stimulus has to be adapted to the
individual (e.g. a horse that never ate apples may not consider a piece of apple as a reward) (Staddon,
1983). Skinner (1938) and his followers have described precise laws for successful conditioning
procedures that are described in the Mat. Suppl.

Other more complex forms of learning do also exist such as latent learning (Tolman and Honzik, 1930)
or sudden insight (Kéhler, 1925) but they have not been described in horses.

Social learning is considered in another article of this issue.

Memorization is a cognitive process of the brain at the meta-cognitive layer that establishes (encodes
and retains) and reconstructs (retrieves and decodes) information in long-term memory (Wang,
2009). It constitutes the temporal retention of information acquired through learning (Rosenzweig,
1976).
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- Discrimination

Discrimination corresponds to the capacity of animals to learn the relevance of one stimulus over
another in predicting reinforcement. Thus, among different stimuli (even closely similar one to each
other), animals will be able to detect the difference between those stimuli that are connected with a
reward and those that are not. Discrimination learning underlies other cognitive abilities such as
abstraction, rule extraction and categorization (Hull, 1950; Reznikova, 2007).

- Generalization

Rather than focusing on some small and unique features of a given stimulus, animals are able to form
associations with broader range of stimulus features that were present during training (Nicol, 2005).
This ability underlies the processes of integration of information and determines the procedure of
discrimination learning. Generalization is one of the characteristics of both classical and operant
conditioning learning. After being trained to respond to a specific stimulus, the animal will exhibit a
very similar response to stimuli that resemble the original stimulus but are not identical. According to
a “generalisation gradient”, the frequency of response would be function of the similarity degree
between the two stimuli: the more similar the stimulus is to the original, the greater the frequency of
reponse will be (Reznikova, 2007).

- Categorization

The environment is formed of objects (social and physical) and events. All have their own particular
features but can also share common characteristics. Categorization can be viewed as the ability to treat
similar, but not identical, things as somehow equivalent, by sorting them into their appropriate
categories and by reacting to them in the same manner (Harnad, 2003; Medin and Smith, 1984; Rosh,
1999). This cognitive ability allows for a significant information reduction; a fundamental principle of
cognitive economy and therefore widely dispersed among species. According to Herrnstein, (1990),
the concept of categorization involves five levels of increasing abstractness including, 1) discrimination,
2) categorization by rote, 3) open-ended categorization, 4) conceptual categorization and 5) abstract
relations. The study of concept formation was initiated by Herrnstein’s work onpigeons that
highlighted their ability to peck for food on people slides (variying in their appearance by their number,
orientation, size, colour of their clothing, etc) and do not peak for other slides (Herrnstein and
Loveland, 1964).

EMOTIONS AND COGNITION

Understanding the link between emotions and cognition may help understand the processes
underlying the mutual relationship between cognition and welfare. Horses are not equally challenged
by stress, and they also do not respond equally to it. This may be reflected in the longer term.

Overall, most studies agree on the negative influence of emotionality on learning performances,
whatever the type of task (discrimination: (Fisk and Potter, 1979), instrumental: (Le Scolan et al., 1997),
maze: (Heird et al., 1986)): with the most emotive animals being less performant. An influence of the
type of task was however found by Le Scolan et al. (1997), who showed that animals that crossed a
“bridge” in a fear-handling task were more successful in an instrumental, but not a spatial task (see
also Hausberger et al., 2007b), and Lansade et al. (2013) found that less reactive horses performed
better in an instrumental task while the reactive horses performed better in a pavlovian type of task.
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Christensen et al. (2012) found that the predisposition to react to frightening stimuli was associated
with a decreased performance for a negative reinforcement task trained in a novel environment: no
such relation was found for a task with positive reinforcement nor when the training took place in the
familiar environment. One study even found that most fearful horses learned an avoidance task better,
while least fearful horses learned an intrumental task better with positive reinforcement (Lansade and
Simon, 2010). It seems quite possible that fearful horses were more frightened by an aversive stimulus.
Thus, Christensen (2012) argued that the observed correlation may relate more to fearfulness during
the task than reflect a beneficial effect of fearfulness on learning. This converges with the fact that
tactile sensitivity was positively correlated with resistance to extinction in this avoidance test, based
on negative reinforcement which consisted in an air puff fixed on a belt on the horse’s body, hence
acting directly on the horse’s skin. However, air puff may be difficult to administer as a negative
reinforcement, as it may be difficult to control for intensity.

Valenchon et al. (2013c) applied strong stressors during 30 min before or after acquisition on two
experimental groups: they found that the non stressed horses (control group) were more performant
at the reacquisition phase and that overall temperament (as assessed in a series of tests) was only
influential if there was stress. When stress was applied after acquisition, the performance was better
in the least reactive horses that startled less and whinnied less in all tests, i.e. considered as the least
fearful and least gregarious. In the same line, Valenchon et al. (2013a) found that stressed horses had
shorter delayed responses (i.e. shorter working memory) in a delayed response task especially if they
had proven to be more fearful in temperament tests. Lansade et al. (2017), using a contingency
degradation paradigm (reward associated with response versus reward independent of action),
suggested that the most fearful horses would rely more upon the stimulus-response link (« automatic
responses »), while the least fearful horses would logically be more sensitive to the response-outcome
part.

Overall there is clearly an interplay between individual characteristics, the type of task, and the
situation when training takes place. Stress was recognized as disturbing learning early by

Pavlov when he built his “silence tower”, a special building where all external stimulations (light,
sounds) were blocked and allowed him to experiment with learning procedures in dogs without any
external disturbance (Pavlov, 1904). The different findings on temperament and cognition may reflect
differences in the procedures and measures chosen, but also on the traits measured. In the Le Scolan
et al (1997) study, neither the reactions to social separation nor to a novel object were predictive of
learning performance whether the task was instrumental or spatial, but the horses that crossed
successfully a novel (fear-inducing) area while handled learned and memorized better an instrumental
task. For example, in Lansade and Simon (2010), and Valenchon et al (2013a), fear could concern strong
reactions at crossing a novel area, to a sudden stimulus or reactions all over the different temperament
tests; measures could be latency to eat in a conflict of motivation test, flight distance from a sudden
stimulus, or startles throughout the different tests. Désiré et al (2002) have however shown that lambs
react differently to suddenness and novelty. Finally, the age and type of population may also have an
influence. In the same direction, published data obtained on 87 French saddlebred geldings (aged 5-
23 years) living in the same conditions and submitted to different emotionality tests (Hausberger et
al.,, 2011), were reanalyzed by examining further their responses to an instrumental task (chest
opening). The results show that there is a clear correlation between the bridge test, where a horse was
led over an unusual obstacle on the ground while handled, and the time required to open the chest:
the less fearful (Le Scolan et al., 1997) horses were better learners (Fig 1a). However, there was no
correlation between their responses towards a novel unusual object and their performance in this
learning task (Fig 1b). Different emotionality traits and cognitive abilities may thus be differently
interrelated.
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When combining published data from Wolff et al (1997) and Wolff & Hausberger (1996)’s studies on
young untrained French saddlebred, we found that there was no correlation between a horses reaction
to the bridge and their learning performance in a chest opening or a detour task. However the animals
that were successful in both learning tasks had lower emotionality indices in the novel object test than
the unsuccessful animals (chest: N;=6, N,=7, U=7.5, p<0.04; detour: N;=10, N,=13, U=38, p<0.05).

Therefore, different emotionality traits, as measured here through different tasks (Le Scolan et al.,
1997), may each differently influence acquisition and memorization processes, but different
populations (here young untrained versus adult trained) may show different influences of emotionality
on learning and memory.

In conclusion, although there is clearly an interrelation between emotions and learning, clarification
is needed on how it works. Care has to be taken to train the animals in a quiet non stressful
environment. Attention certainly has to be given to individual characteristics in order to adapt the
training program. Even though the most fearful animals may learn better avoidance tasks, it may
induce even more fear and probably compromise the animal welfare if repeated regularly.

Indeed, individual differences may reflect differences in temperament, but also welfare conditions.
Thus, animals in impoverished conditions may become more reactive in challenging situation than
animals that have access to a socially and/or spatially normal (Lesimple et al., 2011; Rivera et al., 2002)
or « enriched » environment (Lansade et al., 2014). Even depressed, and otherwise apathetic, horses
may show extreme high reactions when facing a novel object in a familiar environment (Fureix et al.,
2012c). Dressage horses, which experience more riding constraints and exhibit more welfare problems,
show a higher emotionality in temperament tests (Hausberger et al., 2009, 2011). Horses experiencing
mostly punishments may also become overreactive (McGreevy and McLean, 2005).

WELFARE AND COGNITIVE ABILITIES

Few studies have effectively dealt with this question: are welfare and cognitive abilities related?
Housing and management

Pastured and group-housed young horses progress more quickly during training than those housed in
single stalls (Rivera et al., 2002; Sgndergaard and Halekoh, 2003). Lansade et al. (2014) tested the
learning performances in a food-rewarded target-learning task of yearlings kept outside training either
in « enriched » (varied diet, turned out in groups regularly, large stalls, music and objects) or in «
control » conditions: both groups learned but the yearlings living otherwise in “enriched” conditions
learned better than the control when there was a primary positive reinforcer associated (i.e. were
more sensitive to outcome). Since the control condition corresponds to the usual impoverished
management conditions of most domestic horses, these results mostly indicate that the usual domestic
situation (more than 90% of the French riding school horses are in single stalls (Lesimple et al., 2016b))
may well depress the ability of horses to assess the outcome of their actions. Boissy et al. (2007)
suggest that such procedures where “environmental enrichment” consists of adding resources to an
impoverished setting are called “housing supplementation” (Benefiel et al., 2005). It would also be
important to disentangle the precise aspects involved for some « enrichments » may well be stressful
for some horses (e.g. frustration with Edinburgh foodball, Goodwin et al., 2007).
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Animal-based indicators

Stereotypic behaviours and other abnormal repetitive behaviours

Stereotypic behaviours are a common well known expression of altered welfare and chronic stress,
reflecting inappropriate conditions of life (Mason, 1991). In horses, there are many aspects involved
such as availability of roughage, group housing, weaning conditions or even riding techniques (Lesimple
et al., 2016a; Mills, 2005), mostly divided into oral or locomotor stereotypies. Different authors have
suggested that oral stereotypies and especially crib biting (horse grasps a fixed object with its incisors,
pull back and draws air into the cranial oesophagus while emitting a characteristic pharyngeal grunt,
(McGreevy et al., 1995)) are associated with acidity in the digestive tract, due to an excess, in particular,
of starch (Nicol, 1999). Different types of stereotypies and abnormal repetitive behaviors can emerge
according to the type of work the animals are used for (Hausberger et al., 2009). Stereotypies have
been sometimes associated with high plasma endorphin levels in horses (Lebelt et al., 1998; McGreevy
and Nicol, 1998) and in other species (Cronin, 1985) although large variations appear between studies.
Endorphins may be involved both in terms of plasma levels, reflecting then the release of pituitary
endorphin in the blood as a HPA stress response, and in the brain as high levels of endorphins (or
opioids) in basal ganglia are associated with the onset and maintenance of stereotypic behaviours
(Nistico et al., 1981). Opioids are supposed to have a general negative effect on learning (Guarna et al.,
2004; Hoyamoun et al., 2003), an impact of endorphins may explain our results. The mesoaccumbens
and nigrostriatal systems are involved in stereotypies in other animals (Cabib et al., 1998). Basal ganglia
seem to be involved in stereotypies of animals as well as in several motor disorders in humans (Garner
et al., 2003; Nurnberg et al., 1997; Powell et al., 1999) While only one study presents a relationship
between learning and motor disorders in children (Mahone et al., 2004), the tics and compulsive
disorders observed in the Tourette syndrome seem to be associated with learning disabilities (Burd et
al.,, 1992; de la Tourette, 1899; Leckman, 2002; Marsh et al., 2004). These disorders result from a
dysfunction of basal ganglia (Fattapposta et al., 2005; Singer, 2005), which play a major role in learning,
motivation, sensitivity to reward and action selection (Mason and Latham, 2004; Parker et al., 2008).
Hausberger et al (2007a) tested 77 SF geldings in an instrumental task (chest opening) and compared
animals that had been exhibiting ARB (abnormal repetitive behaviours: e.g. repetitive tongue twisting,
licking) and STB (stereotypic behaviours: e.g. weaving) over two observation periods at 3 months
interval were less performant in an instrumental task (chest opening) than animals without any
repetitive abnormal behaviour. Because these horses also spent less time lying and sleeping in their
stall, the authors attributed this deficit to a potential fatigue leading to deficits of attention. No
variation according to the type of abnormal behaviour could be found (Hausberger, unpubl. data).

Alterations of the learning process were also found in studies of crib-biting horses although the low
sample sizes sometimes hinder definitive conclusions. Crib biters appeared to favour S-R (stimulus-
response) processes over the R-O (response-outcome) process when they learned (Parker et al., 2008,
2009) and to resist more to extinction (Hemmings et al., 2007; Kirsty et al., 2015). These findings,
according to the authors, reflect a tendency for automated habitual responses and are due to
abnormalities in the dopamine system of the ventral and dorsolateral putamen striatum (McBride and
Hemmings, 2005). As mentioned by authors (e.g. Hemmings et al., 2007), “the processes are not quite
clear yet due to the many possible multimodulatory effects that dopamine systems can have within
the striatum”.

Vertebral disorders
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Back disorders are highly common in riding horses and may, like in humans, be associated with chronic
back pain (Haussler, 1996; Lesimple et al., 2016a). In humans, chronic back pain has an impact on a
subset of cognitive domains including attention, learning, and memory (Mao et al., 2014). Chronic pain
leads to sensory inattention and withdrawal (Eccleston and Crombez, 1999). In a study by Rochais et
al (2016), more than 100 riding center horses were, on one hand, observed in their home stall, and on
the other hand examined, for half of them, by trained chiropractors, for the other half through an EMG
(electromyogram). The time spent by horses in observation (quiet standing while monitoring the
environment, head and ears mobile) was negatively correlated with the estimated degree of alteration
of their back: the more healthy the horses, the more attention they showed towards their
environment. On the contrary, the most affected horses showed an attentional disengagement.

Depression-like syndrome/apathy

Different reports indicate that in clearly altered health or welfare states, horses and donkeys may seem
to have “switched off” (i.e. no interest for their environment) (Ashley et al., 2005; Burn et al., 2010;
Pritchard et al., 2005). This syndrome, characterized by head lowering and above all bouts of total
immobility (fixed stare, head, ears, (Fureix et al., 2012c; Popescu and Diugan, 2013; Swann, 2006), is
also associated with abnormally low cortisol levels and anhedonia (Fureix et al., 2012c, 2015). Swann
(2006), Burn et al (2010), and Popesciu & Diugan (2013) showed that such horses or donkeys had often
injuries, skin wounds, and a poor body condition. It has been proposed that this state results from
learned helplesness, when individuals have no escape from repeated aversive events (e.g. pain when
ridden) (Hall et al., 2008). Such animals are non responsive to external events such as a human
approach (Burn et al., 2010; Fureix et al., 2012c; Pritchard et al., 2005; Swann, 2006) and show lowered
and abnormal responses to sensory stimulations such as tactile or auditory stimulations (Fureix et al.,
2012c¢; Rochais et al., 2016b). Such lowered attention could reflect either a problem of resource
allocation resulting from deficits in engaging in effortful cognitive processes or a negative emotional
state that disrupts attention from external stimulations.

Sensory withdrawal appears regularly in case of sickness and can also be expressed through particular
orientations. Thus anaemic (haemoglobin counts lower than norm) horses tend to spend most time

oriented towards a wall, away from visual stimulations and human contact

(Hausberger et al., 2016). Positioning in the stall is one of the key parameters for welfare in Price et al
(2003), more time in the front being a positive sign.

In conclusion, although studies are still scarce, alterations of welfare in horses do indeed affect the
cognitive abilities of horses. Learning tasks require that arousal is moderate with intermediate HPA
activation (Mendl et al., 2009). Elevated or abnormally low levels of cortisol, as observed in the highly
reactive and depressed-like horses respectively, may hinder memory formation. The recent finding
that chronic stress may be associated with abnormally low cortisol levels in horses (Pawluski et al.,
2017) suggests that improvement of welfare conditions should be a central question for horse owners,
riders and trainers, who want their horses to perform well and learn new tasks.

Moreover, the observed lower sensitivity to actions’ outcomes, reduced attentional engagement, and
sensory withdrawal show that the welfare state has an important impact on how horses « see the
world ». One may thus expect horses with reduced interest for their environment to be less willing to
interact positively with humans and learn new tasks.
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WELFARE AFFECTS HOW HORSES “SEE THE WORLD”

Long term affective states: mood

Long term affective states are known to have an impact on cognitive processes such as attention,
memory, learning, and decision (Paul et al., 2005). Positive states will bias attention and appraisal of
the situation, optimistic persons overevaluating ambiguous signals as positive signals (Paul et al.,
2005). Cognitive bias studies where animals are trained to discriminate two stimuli or locations,
associated respectively with a positive or negative valence, then requested to respond to tests with
ambiguous locations or cues, have successfully shown that gentle contact with humans (Brajon et al.,
2015) and improvements of life conditions (Bateson and Matheson, 2007; Harding et al., 2004) were
associated with more « optimistic » responses. In a recent study, 34 horses living in restricted or more
naturalistic (recreational activities) conditions were submitted to a cognitive bias test (Henry et al.,
2017). They were trained to go for example to a right location for the positive or aversive stimulus and
to the left for the opposite. Both populations learned the task, but when the ambiguous signal was
closest (“near negative”) to the aversive location, all the recreational horses went to this location,
showing a positive judgement bias, whereas only 25 - 40 % of the other horses did. Welfare
assessments confirmed the compromised state of the horses living in restricted conditions, but also
confirmed the impact of the welfare state on the animal’s cognitive biases. The more pessimistic (as
shown by their negative judgement bias Harding et al., 2004) the horses were in the test, the more
they had the ears backwards while feeding (sign of discomfort and/or « bad mood ») in their usual
setting, and the more they expressed aggressiveness towards the experimenter during human-horse
relationship tests.

Aggressiveness towards conspecifics is observed in welfare challenging situations such as in pigs after
re-housing and mixing with unfamiliar individuals (Stukenborg et al., 2011) or in absence of straw-
bedding enrichment (Day et al., 2008). In horses, such predominance of aggressive behaviours was also
observed in paddocks where mares were housed with high density and no food availability (Benhajali
et al., 2008). Horses may also become more aggressive towards humans as a result of social isolation
(Sendergaard and Halekoh, 2003). Aggressiveness towards conspecifics (Budras et al., 2001) and
humans is frequent when animals are in pain (Ashley et al., 2005; Fureix et al., 2010). Interestingly,
aggressiveness appears as a general state, as riding school horses that were aggressive in the paddock
were also those who threatened the experimenter in the stable (Hausberger et al., 2016). According
to the cognitive neuroassociation theory, unpleasant experiences produce negative affects that
stimulate “aggressive thoughts” (Berkowitz, 1993). Conversely, young horses kept in “enriched”
conditions as well as sport horses benefitting from a device allowing quasicontinuous foraging
developed a more friendly “attitude” towards humans (Lansade et al., 2014; Rochais et al., 2018a),
while broodmares given access to continuous feeding developed more affiliative interactions with
conspecifics (Benhajali et al., 2010). Although of course the interactions will play a major role in the
way horses perceive humans (see further), the above mentioned examples clearly indicate that the
encounters have less chance to be positive if the horse is experiencing a negative affect due to its
conditions of life.

Anticipation of events

The domestic or captive environment is usually highly predictible, with routine schedules for meals
particularly important in determining the daily patterns of ane animals activity (e.g. Clegg et al., 2017;
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Lima et al., 2017; Watters, 2014). Environmental conditions, such as light or food quality are much
more predictible than they would be in natural conditions. The animals can therefore learn to associate
(Pavlovian conditioning) time or signals with significant events which can be either positive or negative
(Pavlov, 1927). Many species for example show anticipatory behaviours just before feeding times,
which reflects their ability to « project » in the future; as is the case for any associative learning (signal
or time will be followed by a consequence) (e.g. (Aubé et al., 2017; Moe et al., 2006; Vinke et al., 2004).
Because motivation is involved, in the case of event-related anticipation, only relevant events are
retrieved in the environment (Spruijt et al., 2001). In case of time-related anticipation, the animals
would rely upon the routine intervals between two occurrences (e.g. going out) that would come under
one category known as interval timing, the end of one event and the beginning of the same following
event being stored in the working memory (Balsam et al., 2009). Finally, anticipatory activity could
depend not upon the known circadian oscillator but upon a different circadian oscillator (Storch and
Weitz, 2009). Thus anticipation of events involves learning, memory, timing and homeostatic processes
(Balsam et al., 2009).

It has been proposed that anticipatory behaviours about positive events are a good welfare indicator
as they reflect reward-sensitivity related to previous experiences (Spruijt et al., 2001).This of course
opposes to the anhedonia observed in some depressive syndromes (see above), although to our
knowledge no specific study has tried to investigate anticipatory behaviours in otherwise apathetic
animals.

Anticipatory behaviours correspond to an increase of activity (number of behavioural changes),
increased attention towards external signals, but also often include frustration behaviours,
aggressions, and stereotypic behaviours (e.g. (Vinke et al., 2004)). One study has specifically studied
anticipatory behaviours before feeding time and observed, as in other species, more changes of
activity, more positioning in the front part of the stall but also signs of frustration such as pawing, bar
biting, threatening, yawning, tail swishing (Peters et al., 2012). This is in accordance with the general
observation that prefeeding time is best for detecting stereotypic behaviours (e.g. Mills, 2005).
Anticipation of meals may reflect expectations of a positive event that may clearly quickly transform
into frustration. Fureix et al (2011a) found that more than the expectation of food, the observation of
neighbours getting it increases both stereotypies and yawning in adult horses: in a facility where all
horses were fed simultaneously, this increase was not observed. There is a discrepancy between
laboratory studies where anticipation of rewards is related to short-term responses, and field studies
where rewards are anticipated early (up to 30 minutes), and discrepancy between expectancy and time
of reward is extensive. Whether anticipatory behaviours can, in all cases, be considered as an indicator
of positive emotions, and even more so of good welfare, is therefore a real question. In dolphins,
anticipation in the usual setting reflects rather a challenged welfare (e.g. Clegg and Delfour, 2018). We
believe that more thought and studies are needed before using anticipation as a reliable indicator
(Boissy et al., 2007; Maigrot et al., 2017).

Training and work sessions can also lead to anticipation in dolphins (Clegg et al., 2017) and Clegg et al
(2018) observed an increase of weaving in horses before exercise while we found horses looking for
the training session in the above mentioned study. The type of anticipation behaviors certainly differs
according to whether work or training is perceived and memorized as a positive or negative experience
(i.e. association of situations (here work sessions) with positive or negative affective states (McGreevy
and McLean, 2005). Anticipation of reward or aversive stimulus also explains the role of reinforcers in
learning processes, hence training. This sensitivity to the outcome is indeed altered in some types of
horses with altered welfare and high emotionality.
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In Sankey et al (2010b)’s study, anticipation of the training session and its type occurred at the third
day of daily 5 minute sessions: the horses’ heart rate increased before the session started when a
negative but not when a positive reinforcement was used in a backwards task. Anticipation of positive
reinforcement also occurs: we reanalysed the data obtained in Sankey et al. (2010b)’s study on 19
young horses by analyzing their behavior, before the trainer entered the arena. It appeared that on
the last day of training, all positively reinforced yearlings (8/8), but only one control (1/7) were standing
near the door she usually used to enter the arena, thus seeming eager to start training. In addition,
before she entered, seven reinforced horses gazed at her at least once and five of them oriented their
ears towards her, but none of the controls did (gazing: Fisher test: P= 0.001; ears orientation : Fisher
test: P=0.02).

Humans are part of the environment of the domestic horse and play a major role, indirectly through
management, and directly via their actions (handling, education, training, work) from very early on
(e.g. (Henry et al., 2009). Their constant presence may enhance or diminish welfare according to the
emotions they trigger. If humans are a source of fear, repeated encounters may well challenge the
animal’s welfare through repeated negative emotions (see also (Hemsworth and Coleman, 1998)).

HUMAN ACTIONS, COGNITION AND WELFARE

How horses perceive humans

As indicated earlier, the prevalence of aggressive horses in domestic facilities is worrying and
associated with accidents (S¢ndergaard and Ladewig, 2004). Fureix et al (2009) performed a series of
“classical” human-horse relationship tests (Hausberger et al., 2008) on 59 riding school horses:
motionless person (MP), approach-contact (ACT), sudden approach (Sud Ap), saddle (appears suddenly
with a saddle on the arm), halter fitting. Both positive (attention with forward ears, investigative
behaviours) and negative (threats to bite or kick or event actual bites and kicks) behaviours towards
the unfamiliar experimenter were recorded. It appeared that the more

“invasive” the tests were, the less investigative behaviours (58 % at MP, 30% at ACT, 12% at

Sud Ap) and the more threats (15% MP, 32% ACT, 51% Sud Ap) were observed. More than 20% of the
horses threatened the experimenter when she came with a saddle or tried to put the halter on.
Interestingly, positive reactions at the MP were predictive of positive reactions only at the tests that
were not work-related. On the contrary, negative reactions at the MP were highly predictive of
difficulties to approach in the ACT and of threats at all other tests, as well as of a longer time to fit the
halter.

The same horses were observed during stall cleaning by their usual caretaker: horses that threatened
their caretaker had more chances to threaten the unfamiliar person during the test while those that
showed investigative behaviours did so too in the tests.

This study reveals that 1) there was a clear generalization of human “representation” as a source of
positive or negative emotions, 2) negative states overtake positive ones (see also Hemsworth and
Barnett, 1987), 3) negative reactions were related to approach, and especially in association with work-
related objects.

These results confirm earlier findings revealing that reactions to unfamiliar persons depend on the
caretaker (Hausberger and Muller, 2002) but differ from those of Lansade & Bouissou (2008) who
found that positive reactions at the MP test were predictive of positive reactions in other tests.
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Interestingly, the latter study was performed on young untrained animals which may explain that they
did not perceive negatively human approaches or halter fitting, while riding school horses may have
associated the approach of an unfamiliar human, and still more so, its association with work-related
objects, as predictive of a potentially aversive working situation (see further). This discrepancy
between trained and naive horses reinforces the idea of an experienced-based memory of humans
(see also (De Passille et al., 1996; Hemsworth and Barnett, 1987; Tallet et al., 2018) for other domestic
species).

Findings of Baragli et al (2009) further reinforce this idea as they show an increase of heart rate when
the handler enters the area and a peak when it fits the halter in rindig school horses, grazing horses
that were used for sport, and feral ponies trained with a constraining approach whereas no increase
of heart rate was observed for feral ponies trained so as to let the individual be in control of the
situation (retreat if it wishes so). For these authors, horses make an appraisal of the situation that is
based on its evaluation of the event, the intrinsic characteristic of the situation and its significance in
relation to the individual’s needs.

The cognitive components of the human-horse relationship

The establishment of the human-animal interspecific relationship follows the same principles as that
of intraspecific relationships: it is an emerging bond from a series of interactions (Hausberger et al.,
2008; Hinde, 1979; Waiblinger et al., 2006). Interactions are short events where an individual A
addresses an individual B who in turn responds, at that stage, both interlocutors do not have
expectations on the other’s behaviours or on the issue of the interaction. The relationship is
established after a series of interactions enables each interlocutor to have expectations on the
outcome of the next interaction. The valence (+/-) of each interaction contributes to building a positive
or negative relationship. The patterning of interactions within a relationship involves individual
learning (Hinde and Stevenson-Hinde, 1968).

This means that any human action leaves a memory that associates the event with its valence. Thus
routine procedures, such as foot care, vaccinations or transport, have an impact on the relationship
built with the horse (Hausberger et al., 2008). This association can extend to human-related objects:
broodmares submitted to repeated vet examinations were more reluctant to approach a vet coat put
in their stall than a novel neutral object (De Boyer Des Roches et al., 2008).

This is especially the case when vet care or hoof clipping are necessary, and the welfare and security
of both the horse and the veterinarian are equally important (Baragli et al., 2015).

Conversely, association of humans with food provisioning could explain the “taming” of young
untrained horses in Sondergaard & Halekoh (2003) study. The balance between positive and negative
events, for example with regards to reinforcement during training, determines the quality of the
relationship (see also [Hemsworth and Barnett, 1987] in pigs).

Different types of training have been advocated for promoting a good human-horse relationship. De
Araugo et al (2014) describe the current co-existing approaches which for some (the socalled
“whisperers”) suggest that the bond be created through a “conspecific” model: the human is a
“dominant” conspecific (but can also at times behave like a predator as in the “join up” approach) ;
another is the “conventional” training where horses that misbehave are “naughty”, the horse having
to “will to please” the human ; and finally the “behavioural” training where training is based on
associative and non-associative learning rules (see also (Baragli et al., 2015)). They performed a survey
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of more than 500 participants that revealed that the choice of one or another training approach was
dependent both on education level (more behavioural approaches for persons with a higher education
level) and attachment profile. The “conspecific’ model attracted more persons with a strong
attachment component to their horse, also because probably it uses emotional and anthropomorphic
terms and attributes horses’ higher cognitive abilities such as a sense of respect or trust. Since some
of them rely upon stressful procedures, this can indeed be misleading at least. The authors conclude
that the behavioural training was more representative of persons who are more detached cognitively
and emotionally and are more prone, because they consider horses as animals under their
responsibility, to try and detect their potential errors when the horse is misbehaving. It is noticeable
that dog owners who had a strong attachment to their dog succeeded in solving their dogs’ behavioural
problems after taking training classes because they realized that dogs were other animals and hence
kept more affective distance (Bennett and Rohlf, 2007; Jagoe and Serpell, 1996).

Terms like “sympathetic” methods have been used, even in scientific studies (e.g. Visser et al., 2009),
for a variety of non-conventional approaches, from the join-up method, where the trainer chases the
horse in a round pen until it stops and follows, to approaches where the horses can retreat and learn
at their own pace. We believe that such subjective terms should be avoided and more objective and
clear terminologies, based on the real actions performed should be used.

Whether or not these varied approaches are “sympathetic” from the animal’s point of view is still
unclear. Horses trained with the joined up method did not especially follow their trainer when in
pasture (Krueger, 2007) and cribbing increased after a 20’ forced exercise in the round pen in Whisher
et al (2011)’s study. The reaction of horses towards humans after training with a conventional versus
a “sympathetic” method during a human-horse approach test did not differ statistically (Visser et al.,
2009).

Finally, the negative reactions expressed by some horses for work-related objects in Fureix et al’s
(2009) study suggests that work may leave memories that will be positive or negative according to its
quality. The type of work has an influence on the emotionality level and the emergence of stereotypies,
more frequent in dressage than in jumping or eventing horses (not differing in their initial selection
nor in their conditions of life) (Hausberger et al., 2009, 2011) and in horses ridden with an English
rather than a Western style (Normando et al., 2011). Lesimple et al (2016a) found that riding technique
(high hands, tight reins) of beginners, influenced by their teacher pedagogy, was one of the most
influential factors in the emergence of stereotypies and other abnormal repetitive behaviours in riding
school horses. Work can be associated with social separation, physical constraints, pain and
discomfort, contradictory orders, misuse of punishment (e.g. Hausberger et al., 2008; Konig Borstel et
al., 2017; McGreevy and McLean, 2005). Inappropriate riding techniques may lead to chronic back
disorders that remain undetected, meaning that the horse is repeatedly experiencing pain and may
associate riding sessions with negative emotional states (Lesimple et al., 2013, 2016a). Conflict
behaviours arise that can be misinterpreted by the rider and the unescapable situation may lead the
horse to learned helplessness (Hall et al., 2008).

There is no reason though for the work to be only related to bad memories and negatively connoted.
Horses ridden in a more relaxed way (recreational outdoor riding with long reins and low hands) are
more optimistic than riding school horses ridden with tight reins and high hands (Henry et al., 2017,
Lesimple et al., 2010) and positively reinforced work may lead horses to seek (approaching, making
contact) riding material (Hausberger, personal observation). There is an urgent need for more positive
approaches of work, including an increased awareness on the importance of appropriate and well-
adjusted riding tack (e.g. Doherty et al., 2017; Hockenhull and Creighton, 2013) and most of all
respectful and appropriate riding and training techniques.
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Training based on appropriate associative learning may promote a good
human-horse relationship and welfare

There is been a growing interest to investigate the processes underpinning horse, and more generally
animal, learning. This research have generated many practical outcomes such as identifying training
strategies that are both effective and respectful of horse welfare.

One of the key findings is that the nature of the training experience is crucial: the use of positive or
negative reinforcement (see terminology part and suppl mat) determines the nature of the human-
horse relationship in the short and in the long terms (Briefer Freymond et al., 2014; Sankey et al.,
2010b, 2010c). Horse trainers tend to use more negative reinforcements (McGreevy et al., 2011;
Warren-Smith and McGreevy, 2008) which implies using an aversive stimulus that is ceased as soon as
the horse produces the desired behaviour (Skinner, 1938). Although equally efficient in eliciting
learning in most studies performed, the use of negative reinforcements are associated with increases
in stress levels during training (Christensen, 2013; Sankey et al., 2010b; Valenchon et al., 2017; Visser
et al., 2009). As mentioned earlier, elevations of heart rate can even be observed before the onset of
training, revealing a clear anticipation of the training procedure, during which the horses’ behavior
(ears backward, postures of avoidance) reflects that it is perceived as a stressful event (Sankey et al.,
2010b). Skinner (1976, pp 62) even wrote that “punishment is easily confused with negative
reinforcement, sometimes called “aversive control”. The same stimuli are used, and negative
reinforcement might be defined as “the punishment of not behaving”, since if the animal does not
respond appropriately, the aversive stimulation increases, although in practical set ups, punishment is
exclusively used to diminish a response (see terminology). It has been argued that riding is entirely
based on negative reinforcement, as pressure of reins and legs is stopped when the required action is
obtained (McGreevy et al., 2011). However, tactile light stimuli may also be, like vocal orders, mere
signals that horses have just associated with rewards for example. Whether or not an action is a signal
or a negative reinforcement can be recognized at the horse’s attitude, even the slightest irritation (and
still more so more aversive negative reinforcements) would be associated with ears backwards
(amongst other signs) while signals just trigger attention to the order without any kind of negative
response from the horse (e.g. Sankey et al., 2010b).

Exclusive use of negative reinforcement does compromise the human-horse relationship and leave
long term memories (Briefer Freymond et al., 2014; Sankey et al., 2010b) which means that its
repeated use may compromise horse’s welfare. This is still more the case when it is inappropriately
used (McLean and McGreevy, 2010). Describing positive and negative reinforcement as merely “adding
and subtracting” actions, if forgetting the rewarding and aversive nature associated respectively with
each of them, may contribute further to the lack of understanding of the aversive nature of negative
reinforcement and hence, beyond the fact that this would be unique to horse training, may not be such
a good idea (McLean and Christensen, 2017a). PRT (positive reinforcement training) has been proposed
as a way to promote improvements in the management and welfare of zoo and domestic animals (e.g.
Vasconcellos et al., 2016, antelopes: Grandin et al., 1996; rhinoceros: Holden et al., 2006). It has been
shown to improve the welfare of laboratory animals (mice: Cloutier and Newberry, 2008; primates:
McKinley et al., 2003; Reinhardt, 2003) and to induce positive emotions in dogs and wolves. Several
authors have found that horses trained or rehabilitated using positive reinforcement, which
strengthens a behavioural response by delivering a pleasant, appetitive stimulus upon its performance,
tend to learn faster, show greater motivation to engage in training, display more exploratory, affiliative
behaviours and less problematic defence behaviours during training (e.g. biting or kicking) and have
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better memory (Ferguson and Rosales-Ruiz, 2001; Hockenhull and Creighton, 2013; Innes and McBride,
2008; Mccall, 2007;

Sankey et al., 2010b, 2010c; Slater and Dymond, 2011; Warren-Smith and McGreevy, 2008). PR horses
tend to develop a more positive attitude towards their trainer (Sankey et al., 2010c) that goes beyond
training and the individual trainer and remains over a long term (Sankey et al., 2010b, 2010c). In the
study by Briefer Freymond et al (2014), during training, horses trained with positive reinforcement
showed again more positive behaviours in general (e.g. ears forward) and towards the trainer (comes
closer) than those trained by negative reinforcement (e.g. ears backwards). Therefore, when at the
end of the training, the negatively reinforced horses showed more positive biases in a judgment test,
the authors conclude that this optimistic bias may have been triggered by release of the negative state
experienced during treatment. But not all intended reinforcements are equal. Most studies have
successfully used food rewards as a positive reinforcement, but professionals and amateurs often
choose tactile contact over food: they pat, stroke or scratch the withers in an attempt to mimic horse-
horse interactions (Feh and de Mazieres, 1993). Naive horses do not necessarily perceive stroking as a
positive stimulation and may even avoid it (Henry et al., 2006), but scratching at withers, observed in
social interactions, was a likely candidate for being a potential primary reinforcer, especially as it is
associated with a lowering of heart rate in human-horse interactions (Feh and de Mazieres, 1993).
Studies performed to test this hypothesis by using scratching the withers as a positive reinforcement
instead of a food reward have however not shown any increase in performance or motivation nor the
improvement of the human-horse relationship observed with food reinforcement (Ellis and Greening,
2016; Rochais et al., 2014; Sankey et al., 2010a). Even in Watson & Mc Donnell (2018)’s study, which
aimed to improve comfort and compliance of horses during mildly aversive health care procedures.
Food reinforcement appeared as clearly the most efficient means, as even though rubbing the eyes or
scratching the withers also lowered the avoidance response, they did it twice less than food. Only the
feed consistently increased median relaxation and movement rating score.

Heart rate changes are not reliable predictors of the emotional valence of a situation as positive
emotions can be associated with either increase or decrease heart rates (Peters et al., 2012). It is
possible that longer stimulations may improve the effect if the procedure, but this effect remained low
in Watson & Mc Donnell (2018)’s study despite 3 minutes scratching (a few seconds in the other above
mentioned studies). Thus, this means that this procedure is less motivating for the horse and would be
less practical to use in a training context, where 3 minutes or more is quite a long time for a
reinforcement whereas one small food pellet is efficient. Ton the other hand, the use of PRT has
enabled Sankey et al (2010c) to train the horses to accept a series of routine procedures, such as lifting
the feet, putting the surcingle, to more invasive procedures, such as a spray and a thermometer. Mc
Donnell (2000) was very successful with a procedure that, through positive reinforcement, allowed
horses to accept mild vet procedures.

Moreover, young naive horses clearly differed in their reaction to this action, and care should be taken
to respect individual preferences in terms of tactile contact (Rochais et al., 2014). As (human) primates
that are very sensitive to tactile stimulation (Barnard and Brazelton, 1990; Harlow et al., 1965; Harlow
and Suomi, 1974), we often assume that stroking companion animals is also positive for them. This is
probably the case in altricial species where siblings have close contact, also with their mothers, and
most cats or dogs seem to intrinsically appreciate human contact (Lowe and Bradshaw, 2001). On the
other hand, more precocial species like ungulates have generally only one young that receives little
physical contact, apart from the very early licking at birth and later direct tactile social interactions,
which frequency remains low (Gubernick and Klopfer, 1981). Thus, in cattle, Boivin et al (1998), Jago
et al (1999), and Pajor et al (2003) suggested that gentling was not necessarily rewarding for animals,
whereas Pajor et al (2000) even found some evidence that cows find brushing to be aversive and
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Anderson et al. (2002) that farm mammals in petting zoos may show avoidance of contact with
humans. Foals can build a better bonding with humans using undirect actions where the foal can be
the “actor” of the relationship than when direct handling actions are used (Henry et al., 2006). It seems
therefore crucial that humans respect species-specific differences as well as individual differences and
let the animal “tell them” by their reactions whether they perceive the procedure positively or not. In
Rochais et al (2014)’ s study, some yearlings appeared to appreciate it while others clearly showed
reluctance, independently of their early rearing condition (domestic or naturalistic conditions).
However, only 4 of them learned the task and their attention to the task remained lower than that of
the PR horses (Sankey et al., 2010a). However, tactile stimulations, like vocal stimulations, may become
useful secondary reinforcements through an association with food rewards for example (see
terminology) and could be useful as such in riding contexts where food rewards are more difficult to
use. The choice of appropriate (from the horse’s point of view) rewards is crucial for PRT to be effective
(Staddon, 1983).

According to Schmidt et al (2010), one of the most stressful event in the riding horse’s life is being
mounted for the first time. Therefore, we analysed the data issued from Sankey et al (2010c)’s study
on 23 positively trained yearlings) that were further trained (5 min daily training to remain immobile
on order and accept procedures with (PR, N=11) or without (C, N=12) a food reward when the horse
was successful), when 3 to 4 years of age, to accept saddling, mounting, and riding. First, each horse
had to stand still while the handler fitted a saddle pad and a saddle on its back and then while the
handler mounted and layed across the saddle on the horse’s back. Results of the experimental first
part revealed that after only 10 sessions (i.e. 50 minutes of training), almost all PR horses stood still
(without being held) throughout saddling and mounting of a handler across the saddle for at least 10
sec., whereas only one of the control horses did so within the allocated time (Npr= 10/11, Nc= 1/12,
Fisher’s exact test, P<0.001) (see mat suppl). In the second part, the eight geldings (4PR and 4C) were
entrusted to the French military school of equitation (EME) in Fontainebleau, to take part in their usual
young horses saddling and mounting scheme. Staff at the EME was naive regarding the horses’ training
history and were told to proceed « as usual ». Videorecordings of the training sessions allowed later
performance and behavioural analysis. The usual young horses training scheme included haltering and
saddling, lunging, backing and riding at the three gaits. Three members of staff, depending on their
availability, performed training. No food reward was used but trainers used verbal praise (e.g. “yes”,
“good”) and reprimands (e.g. “no!”) as well as some negative reinforcement (e.g. during lunging
sessions). The verbal signals had never been asociated with food or punishment and may have
remained meaningless to the horses (Heleski et al., 2015; McLean and McGreevy, 2010). Results of the
second part revealed that the geldings that had originally been trained with a food reward (PR)
required fewer training sessions than the controls to complete the various stages of the young horses’
training scheme (Fig. 2) Overall, PR horses required an average of 5.75 + 0.48 training session to be
ridden outdoors, while controls required 7.75 + 0.63 sessions to do so (Fig. 2). Moreover, none of the
PR horses displayed defence behaviours towards the trainers, while three of the four controls did so
at least once during training (rearing, bucking, kicking). Thus, despite of this later use of the same NR
procedure, the young horses initially trained with PR remained more motivated in training and positive
towards humans. Modalities of initial training may influence greatly subsequent training at later stages.

In conclusion, horses should be trained using more positive rewarding methods, as used with diverse
species (see above) such as captive marine mammals (Brando et al., 2017; Mellen and Ellis, 1996;
Ramirez, 2012) and dogs (Hiby et al., 2004) in order to maximize horse welfare and human safety.
However, whatever, the reinforcement, the respect of learning principles is a prerequisite to avoid
improper learning and the development of undesirable behaviours (see suppl mat). The challenge of
using only positive reinforcement especially in a riding context (Brubaker and Udell, 2016) should not
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discourage researchers and trainers, for it may be easily overcome by establishing secondary
reinforcements (e.g. verbal praise) during ground training. However, most so-called blended (Warren-
Smith and McGreevy, 2007) or combined (MclLean and Christensen, 2017b) approaches where
negative reinforcement is followed by positive reinforcements may be easier to use for most trainers
and have shown some efficacy in terms of performance (Warren-Smith and McGreevy, 2007). It would
be interesting to test the effect of such procedures on the human-horse relationship as well. In any
case, the benefits of positive reinforcement initial training persist, even when other techniques are
later used in further training or riding (see above). According to Hanggi & Ingersoll (2009): “when what
is first learned is a positive experience, subsequent learning and human-horse interactions are
facilitated”.These conclusions could help bridge the gap between empirical findings and applied
practices. The fact that their own actions have a rewarding effect may also trigger further their well
being. It would be interesting to see whether PRT may stimulate horses’ immune system as was
observed in pigs (Ernst et al., 2005). The authors suggest that enhanced attention and cognitive activity
is source of more positive emotional states.

ATTENTION: A CORE ASPECT LINKING COGNITION AND WELFARE?

Attention is an integral part of all cognitive processes and may modulate perception (e.g. (Cousillas et
al., 2008)), learning and memory (Rochais et al., 2014, 2017b). Sustained attention has been proposed
as the main process linking working memory and learning abilities (Cowan, 1997).

It is also, as seen above, strongly affected in the case of an altered welfare: stereotypic horses may
focus on their stereotypy, depressed and anaemic horses display no attention towards external
stimulations and horses with back disorders show a lesser attentional engagement.

Training procedure and attention enhancement
The question also arises of whether training could be used to promote attention (Rochais et al., 2014).

We (SB, blind to treatment) reanalyzed data issued from Sankey et al (2010c)’s study on 15 horses (Npg
= 8: Positive Reinforcement, Nc = 7 controls, no reinforcement) which had been trained to stand still
for up to 30 sec in response to a vocal command (see above) with a focus on their attentional
behaviours: ear posture and orientation (auditory attention), gaze direction and duration (visual
attention), head and neck orientation (monitoring behaviour), time in contact with the trainer
(investigative behaviours including sniffing, nibbling and licking) and location in the training arena. The
results revealed that from the first day on, PR horses paid more attention to the trainer; Their auditory
attention was oriented towards the trainer for longer since they spent 4.5 + 0.4 sec with at least one
ear oriented towards the trainer compared to 2.3 £ 0.3 sec for C horses (Mann-Whitney U test: U=33,
P=0.009). They also spent more time monitoring and gazing at the trainer than C horses (Fig. 3). In
contrast, C horses spent longer with their neck turned away from the trainer {Xc £ SE= 0.4 £ 0.3 s, Xpr
+ SE=0.05 + 0.05 s, Mann-Whitney U test: U= 71, P= 0.05), gazing at the environment (Xc + SE= 6.3 +
1.1 5, Xpr + SE = 4.6 + 1.1 s, Mann-Whitney U test: U= 75, P= 0.03). The attention of the PR horses
increased over the 5 days of training: duration of monitoring and gazes towards the trainer increased
for PR horses during training whereas it did not change for C horses (Fig. 3). PR horses also spent more
and more time investigating the trainer (Friedman test, N = 8, df = 4, friedman chi-squared = 17.2, P=
0.002). For instance, while they nibbled the trainer for 1.6 + 1.1 s on the first day, they spent 15.5+ 6.6
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s performing this behaviour on the last training day (Wilcoxon signed-rank test: Tiner-5= 1, P= 0.01).
On the last day PR horses showed signs of positive anticipation: they seemed eager to start training
(see Anticipation of events: standing in front of the door to the arena, gazing at trainer at her arrival).

Thus, it appears that positive reinforcement encourages horses to direct and maintain their attention
on the trainer and his/her requests. According to Krapp (1999), a high level of motivation automatically
leads to a high level of attention and fosters the readiness of an individual to become involved with
the relevant information, raising the probability of successful learning. However, the pattern relating
attention and learning may be complex, for there seems to be an optimal level of attention in order to
facilitate learning, whereas too little or too much attention could, on the contrary, hamper
performance (Rochais et al., 2014).

Could human attention reward the animal?

Horses are highly sensitive to humans’ attentional states (e.g. Krueger et al., 2011). Their obedience
may differ according to whether the handler is looking at them or looks distractedly. Surprisingly,
horses are able to detect a gaze that fixates above their head and are as much disturbed then as when
the person turns her/his back, but only if the trainer is not a familiar person (Sankey et al., 2011a).

One intriguing result in Sankey et al.’s studies was the finding that control (no reward) horses could
slightly improve their performance despite of the absence of reinforcement. One hypothesis would be
that human attention per se may act as a reinforcer, although clearly of lower interest for the horse
than food rewards. A recent study by Nagasawa et al (2015) has shown that ocytocin levels increased
in dog owners when their dog gazes at them. The possibility that human attention may act as a reward
deserves further consideration.

In conclusion, the study of attention processes appears highly important and should open new lines
of thought. Field studies are still scarce and the development of new tools for measuring attention or
distractibility in simple or automated versions of attention tests (Rochais et al., 2017a, 2017b) should
give new insights into attention and welfare issues. Telemetric portable EEG devices are also promising
tools for assessing attention during different tasks (Cousillas et al., 2017; Rochais et al., 2018b).
Measuring human attention during interactions and its consequences is another possible promising
research line.

ASSESSING COGNITIVE PROCESSES TO PROMOTE WELFARE AND
POSITIVE EMOTIONS

Lateralization

Like most other species investigated, horses show a lateralization of perception that reflects its
attentional and emotional state. As in other mammals, horses tend to process fear, novel or agonistic
signals in the right hemisphere (e.g. by attending the stimulus with the left eye) (Austin and Rogers,
2014; Larose et al., 2006). Indicators of lateralization could therefore help identifying the impact of
practices and training procedures (Leliveld et al., 2013; Rogers, 2010).

Thus, while young naive horses are reluctant to be approached and touched on the left side, animals
trained with PRT, accepted a contact whatever the side and location (Sankey et al., 2011b). Ponies
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trained with negative reinforcement tended to turn the head so as to look at the trainer with their left
eye while no such bias could be observed for those trained with positive reinforcement (Sankey et al.,
2010b).

Only one study indicates that horses prefer to look at their trainer with the left eye (Farmer et al.,,
2010). However, although the authors consider that the trainers were positively connoted, ensuring
the care and feeding of the horses, they were training the horses through a join up technique which,
as mentioned earlier, does not seem to favour the relationship, and may even be associated with an
increase of undesirable behaviors (Whisher et al., 2011). Lateralization biases may well help us identify
desirable and less desirable (from the horse’s point of view) procedures to train and handle the horses.
It may be the type of work rather than work itself that may impact laterality.

The observation by Proops & Mc Comb (2012) that horses could only associate the voice and vision of
their owner when he/she was on the right side is clearly intriguing and certainly reflects a particular
processing division between both hemispheres.

Choice and conditioning procedures

Approaches to welfare include also preference and motivation tests (Kirkden and Pajor, 2006). Two
types of tests have been developed: choice tests and operant tests. Choice tests have for example
shown that horses prefer a straw-bedded stall to a shavings bedding (Mills, 2000). Choice tests have
to be used with care as animals may mark a preference for a resource that may well not be good for
their health on the long term (van Rooijen, 1982).

Operant tests have been successfully used in horses (Gabor and Gerken, 2012) and have confirmed
that horses are motivated and ready to make efforts to obtain social contacts (Sgndergaard et al., 2011)
and are more motivated to go to a paddock where there is food and ideally social contact over going
to an empty paddock and still more so a treadmill or a single stall (Lee et al., 2011).

A more sophisticated but promising approach has consisted to train horses to associate symbols with
outcomes, in the present case putting a blanket on or off their back (Mejdell et al., 2016). After a
training procedure, horses were offered to push one of the symbols (on/off/no change) and were
rewarded whatever their response. The results show that horses adapted their responses to the actual
weather conditions, more of them asking for a blanket on when the weather was relatively cold with
continuous rain. High individual variation appeared which once more shows that management has to
be based on the observation of animals and reminds us of the importance of animal-based criteria.

In conclusion, the use of the cognitive particularities of the species may help finding ways to assess
further the impact of human management and training practices on welfare. Further studies are
needed at this stage.

DOES DOMESTICATION RESULT IN A PROGRESSIVE OR REGRESSIVE EVOLUTION
OF COGNITION?: A CHALLENGING VIEW

Most studies interpret the capacity of domestic animals of interpreting human signals as the testimony
for high cognitive abilities. Whether the domestication process or experience with humans (or both
are involved), these processes are viewed as a progress. However, Rohrs & Ehringer (1993) indicate
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that domestication is associated with a reduction of the brain areas (cortex, striatum) that are
important for cognitive processing, which for them corresponds to a « regressive evolution ».
Comparing the cephalisation of different domestic species with that of their wild counterpart, they
conclude that domestic dogs have lost 30% compared to wild canids and lamas 17% compared to
guanacos. Przewalski horses have the highest cephalisation grade amongst the animals they have
investigated. A comparison with the cranial capacity and the basilar length revealed that domestic
horses have a reduction of 14% compared to free living Przewalski horses. Interestingly, they did not
find any difference between domestic horses and zoo Przewalski horses, whether in cranial capacity,
or ratio brain/body weights. They concluded that zoo animals may have been crossed with domestic
horses.

These observations are really intriguing, and since hybridization is frequent when a wild species
becomes rare, it is probable that the free living animals may also have had crossings with domestic
animals. The authors did not compare their data with those of feral or domestic horses living in
naturalistic conditions. Could it be that the mostly impoverished environment provided by captive and
domestic situations degrades cognition?

The finding that horses and dogs that focus on humans while having to solve a task (and thus
succeeding less) is in this sense intriguing (Lesimple et al., 2012b; Topal et al., 1997). In both cases, the
animals seem to expect humans to solve the problem for them. Gardner (1933) observed the same
phenomenon in the military but not farm or draught horses. In most cases, animals rely upon human
actions for their feeding schedule for example.

The fact that captive/domestic animals “face a schedule that is usually rigid and temporally regular
with reduced choice and controllability” may constitute an “under or over” challenge (Vasconcellos et
al., 2016) for cognition.

Novel or altered behaviours increase with the complexity of the environment (Dukas, 2004) and
frequent and unpredictable environmental changes may select for increased cognitive abilities,
through repeated neural stimulations resulting in faster and better learning, as shown in cichlid fishes
(Kotrschal and Taborsky, 2010).

The barren and boring environments offered to captive/domestic animals lead to reduced attention
and arousal at the least, while as mentioned earlier attention is a core issue. According to da Silva
Vasconcellos et al (2016), the sensitivity to human signals could merely reflect ancestral abilities for
intraspecific cooperation. The housing and training conditions we offer may loosen the interest of
animals to actively take part. One early handling procedure at birth can teach foals that their attempts
to escape are useless, as shown by their reduced mobility when facing a stressor at later ages (Durier
et al., 2012). Yearlings kept in an impoverished environment learn less well than their counterparts
living in a more diversified and complex environment (Lansade et al., 2014; Sgndergaard and Ladewig,
2004).

Little emphasis is given yet to the type of population being investigated when cognitive capacities are
tested. Life conditions at least may influence attentional processes, emotional states and behavioural
flexibility. Future studies should look more thoroughly at the importance of behavioural flexibility and
the potential triggering effect of changing, complex or varied environments of life and development.
Would feral horses learn better complex problem solving and less well human-related tasks?

There is a large place for future studies on this complex issue of welfare and cognition, in particular in
horses.
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Figures captions

Fig. 1: a) Correlation between the success of memorization of the instrumental task (time required to
open the chest in seconds) and the time required to cross the bridge during the “bridge test” (in
seconds), Spearman correlation, P<0.0001, r=0.40; b) ) Correlation between the success of
memorization of the instrumental task (time required to open the chest in seconds) and the
emotionality index (composite score) measured from the responses towards a novel object, Spearman
correlation, P=0.69, r=-0.04; observed in 87 French saddlebred adult sport horses (from data of
(Hausberger et al., 2011)).

Fig. 2 : Number of training sessions required to successfully perform the steps included in the young
horses training scheme, i.e. being haltered, saddled, lunged and mounted outdoors for horses that had
previously undergone initial ground training with positive reinforcement (PR) or no reinforcement (C)
(Mann-Whitney U-test: P < 0.05) (from data of Sankey et al., 2010c).

Fig. 3: Average time (seconds + SE) spent (a) monitoring and (b) gazing at the trainer by horses from
Positive Reinforcement (PR, N=8, Friedman test P < 0.05) and Control (C, N=7, Friedman test P < 0.05)
treatments during the trials on the five training days (from data of Sankey et al., 2010c). Differences
between groups are significant on days 4 and 5 (Mann-Whitney U-test P < 2069 0.05).

404



Figure 405.JPEG

o G OO ©
- 3
L 2 Y
s}
o
o
- 8
L. 8 N
4
o ——
o] u 2
o] (4]
=)}
o S &
|
o o o
o o [} — w0
L S £ o -
152) 0
[%2]
o o
P
O [&]
o
o
= o
Q
= o
o o
o L o =
- < [} o]
o] N m o
m — OO
8 % o
o
o o
o
8 o ©
o o o
L o
o R o
o~ Q © o
O o]
I} - oo
o [ o] o]
& & © oo
q o &
o o o °© ow@
ol ©
o o |8 ¢ o &5
5 o o | o
- o
_ _ T _ T T _ I I I I I I
009 00§ O0OF ©00C 00Z 0OOL 0 00s ooy  00€  00C 00l 0

(s) 1s8) UONEZIIOWAW aY) 1B 188Yo ay) Uado 0] palsinbal awn (s Ul) 18} UolEeZIIOWaL BY) Je 1s8Yo 3y} uado 0 palinbal awp

emotivity index

405



L O

L N

L TSR O B U TR =

Haltered

Figure 406.JPEG

Saddled Lunged
@re BC

Backed

Ridden
outside

406



Annexes

% kook
| A okok |
3k | * 5
[ | *
*
m PR
OC
1 2 3 4 e
Training days
kK
l koK I
I * | %
[ \ *
B PR
T OC
1 2 3 - 5

Training days



Annexes

ANNEXE 3

Bilan professionnel

408



Annexes

Bilan professionnel

Liste des publications

Publications dans des revues internationales avece
comité de lecture

1. Riviere, J., Stomp, M., Augustin, E., Lemasson, A., & Blois-Heulin, C. (2017).
Decision-making under risk of gain in young children and mangabey monkeys.
Developmental psychobiology, 60(2), 176-186.

2. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., & Hausberger, M.
(2018). An unexpected acoustic indicator of positive emotions in horses. PloS one,
13(7), e0197898.

3. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Hausberger, M., & Lemasson, A.
(2018). Snort acoustic structure codes for positive emotions in horses. The Science
of Nature, 105(9-10), 57

Publications en révision ou soumises

1. Stomp, M., Hazard, A., Louazon, S., Henry, S., & Hausberger, M. Effects of
human audience and welfare state on horses’ visual attentional characteristics.

409



Annexes

2. Hausberger, M., Sankey, C., Stomp, M., Brajon, S., Lunel, C., & Henry, S.
Cognition and welfare in horses: a review.

Manuscrits en préparation

1. Stomp, M., Ragonnaud, R., Baffray, C., Hausberger, M., & Henry, S. The
influence of feeding schedule on horses' activity: evidence from accelerometers.

2. Stomp, M., Lesimple, C., Henry, S., & Hausberger, M. Are anticipatory
behaviours reliable indicators of positive emotions? A study in domestic horses.

3. Stomp, M., Ragonnaud, R., d’Ingeo, S., Le Bagousse, S., Henry, S., Cousillas,
H., & Hausberger, M. EEG profiles reflect perceived valence of visual stimuli in
horses.

4. Stomp, M., Masson, A., Dufour, C., Henry, S., Hausberger, M., & Lesimple, C.
Could snorts inform us on how horses perceive riding?

Publications (avec comité de lecture) dans des actes
de colloque

1. Hausberger, M., Rochais, C., Henry, S., Stomp, M., Lesimple, C.& Cousillas, H.
(2016). Quand le cheval va bien : état des lieux sur les indicateurs de bien-étre.
42eme journées de la Recherche Equine. Paris, Institut Frangais du Cheval et de
I’Equitation. Journées de la Recherche Equine, p69-78.

2. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., & Hausberger, M.
(2018). Un indicateur acoustique inattendu d’émotions positives chez le cheval ?

410



Annexes

44eme Journée de la recherche équine, Paris, Institut Francais du Cheval et de
I’Equitation, p24-31.

Communications

Communications orales dans des colloques
internationaux

1. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., Hausberger, M.
(2017) “An unexpected acoustic indicator of positive emotions in horses”. 35th
International Ethological Conference (IEC), Estoril, (Portugal). July 30" - August 4,
2017.

2. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., Hausberger, M.
(2018) “An unexpected acoustic indicator of positive emotions in horses”. Congress
of the International Society for Applied Ethology (ISAE), Charlottetown, Prince
Edward Island (Canada). July 30" - August 3", 2018.

Communications affichées dans des colloques
internationaux

1. Stomp, M., Henry, S., Hausberger, M. (2016) “Are positive emotions reliable
indicators of welfare in horses?” International workshop on Animal and Human
Emotions, Erice, (Italy). 171 - 22" May 2016

2. Stomp, M., Henry, S., Hausberger, M. (2017) “Are positive emotions reliable
indicators of welfare in horses?” UFAW International Animal Welfare Symposium,
London, (United Kingdom). June 27" - 29", 2017.

411



Annexes

Communications orales dans des colloques nationaux

1. Hausberger, M., Rochais, C., Henry, S., Stomp, M., Lesimple, C., Cousillas, H.
(2016). « Quand le cheval va bien ? Etat des lieux sur les indicateurs de bien-étre ».
42&me Journée de la Recherche Equine, Paris (France), pp 69—78

2. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., Hausberger, M.
(2017). « Un indicateur acoustique inattendu d’émotions positives chez le cheval? ».
RMT "Bien-étre animal : de la théorie a la pratique", Agrocampus Rennes. 12-14
décembre 2017.

3. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., Hausberger, M.
(2017). « Un indicateur acoustique inattendu d’émotions positives chez le cheval? ».
44eme Journée de la recherche équine, Institut francais du cheval et de 1’équitation,
Paris. 15 mars 2018.

4. Stomp, M., Leroux, M., Cellier, M., Henry, S., Lemasson, A., Hausberger, M.
(2018). « Un indicateur acoustique inattendu d’émotions positives chez le cheval? ».
Journées annuelles de la SFECA, Rennes. 19-21 Juin 2018.

Activités d’enseignement

Enseignement a université

Année 2016/2017 : Mission d’enseignement (64h Travaux Pratiques Ethologie)

-LL1 Biologie des organismes, écologie, évolution, éthologie : enseignement
« systeme nerveux et comportement »

-L2 Biologie des organismes, écologie, évolution, éthologie: enseignement
« I’animal dans son milieu »

-L.3 Psychologie : enseignement « chronobiologie du comportement »

412



Annexes

Enseignement aux professionnels de la filiére équine

Mars 2018 : Diplome universitaire du Cheval (1h): Les ébrouements comme
indicateur d’émotions positives chez le cheval.

Activités d’encadrement

» (Co-encadrement de stage de master 2 « Comportement animal et humain »

Baffray, C. «L’anticipation alimentaire refléte-t-elle vraiment [’expression
d’émotions positives? Une étude chez le cheval domestique (Equus caballus) ».
Janvier-Juin 2018.

Ragonnaud, R. « Caractérisation du comportement d’anticipation chez le cheval
domestique (Equus caballus) : approche comportementale et neurophysiologique ».
Janvier-Juin 2017.

» (Co-encadrement de stage de master 1 « Comportement animal et humain »

Hazard, A. « Influence de la présence humaine sur I’attention du cheval domestique
(Equus caballus) ». Avril-Juin 2018.

Leroux, M. «Des signaux acoustiques indicateurs de bien-€tre chez le cheval
domestique (Equus caballus) ». Avril-Juin 2016.

» Co-encadrement de stage de Licence

Masson, A. « Production des ébrouements au cours de séances d’équitation ».
Juillet-Aoat 2018.

Savagnier, S. « Production des ébrouements au cours de séances d’équitation ».
Juin 2018.

413



Annexes

Responsabilités collectives

Mars 2017-Octobre 2018 : Représentante du college doctoral, post-doctoral et
ATER, conseil d’unité, laboratoire EthoS, Rennes.

414



Résumé

L’évaluation des émotions positives chez 1’animal est encore délicate. Pourtant, de nombreuses évidences
démontrent I’intérét de favoriser I’expression de ces émotions, notamment dans le but d’améliorer le bien-
étre des individus. Cette recherche vise a valider et identifier des indicateurs d’émotions positives chez le
cheval. Dans un premier temps, une étude expérimentale basée sur I’utilisation d’accélérometres, tout
comme 1’observation d’épisodes d’anticipation alimentaire quotidiens en centre équestre, ont permis
d’identifier le déclenchement de 1’anticipation et de mieux caractériser les comportements exprimés dans
ce cadre. Nos résultats dévoilent que les comportements d’anticipation reflétent davantage un état de
frustration. Ils ne constituent donc pas un indicateur fiable d’émotions positives. En revanche, une
augmentation d’intensité de ces comportements semble indiquer un état de mal-étre. Puis, en nous appuyant
sur I’utilisation d’un casque permettant la mesure de I’activité électroencéphalographique chez des chevaux
éveillés et libres de leurs mouvements, nous avons pu (i) confirmer I’importance de I’hémisphere gauche
dans le traitement des émotions positives et de I’hémisphére droit dans le traitement attentionnel, (i1) mettre
en évidence le role majeur des ondes théta lors d’un traitement cognitif attentionnel, (iii) souligner
I’interaction des processus émotionnels et attentionnels chez le cheval. Par ailleurs, si le test classique
d’attention visuelle (VAT) constitue un bon outil de mesure des capacités attentionnelles d’un cheval au
travail, ce méme test réalisé sans humain apparait étre un outil novateur de mesure de 1’état de bien-étre.
Enfin, I’étude de la production de sons non-vocaux, basée sur une approche comparative combinant
I’observation de chevaux de centre équestre et des chevaux vivant en condition semi-naturelle (favorable
au bien-étre), a révélé que 1’ébrouement (hors contrainte respiratoire liée a une maladie ou a un équipement
mal ajusté) serait un marqueur fiable d’émotions positives d’intensité modérée chez le cheval, puisqu’il
exprimerait que ce dernier percoit de fagon positive son environnement. L’ensemble des recherches menées
dans ce travail ouvrent vers des perspectives d’applications intéressantes dans le milieu équin, mais aussi
d’un point de vue fondamental et méthodologique.

Mots clés : Cheval domestique, émotions positives, bien-€tre, indicateur, attention, comportements
d’anticipation, signaux acoustiques.

Abstract

Indicators of positive emotions in animals are still scarce. However, many studies showed that favour these
emotions is a promising way to improve individual welfare state. This study aims to validate and identify
some indicators of positive emotions in horses. First, based both on an experimental study using
accelerometers and the observation of riding school horses during their regular feeding time, we
characterized anticipatory behaviours in this specie and showed that they were triggered by an
environmental cue. Moreover, anticipatory behaviours were associated with frustration and thus were not
reliable indicators of positive emotions. However, an increase of their intensity may reflect a poor welfare
state. Then, the use of an EEG helmet designed for awake horses free from their movements, allowed us
to (i) confirm the left-hemisphere bias for positive emotions processes and the right hemisphere bias for
attentional processes, (ii) highlight the implication of theta waves in cognitive attentional processes, (iii)
underline interactions between attentional and emotional processes in horses. Moreover, we showed that
the measures of attentional characteristics thanks to a visual attention test (VAT) was useful to define
attentional capacities at work. The same test conducted without a human was rather useful to evaluate the
horses’ welfare state. Finally, a comparative approach based on the observation of horses living either in
restricted or in naturalistic conditions revealed that snort (out of breathing difficulties due to illness or
poorly fitting equipment) could be a reliable indicator of positive emotions of low intensity as it would be
the expression of the horses’ positive appraisal of a situation. This works opens up promising fundamental
and applied perspectives and applications.

Key words: domestic horse, positive emotions, welfare, indicator, attention, anticipatory behaviours,
acoustic signals.
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Résumé : L’évaluation des émotions positives chez
I’animal est encore délicate. Pourtant, de nombreuses
¢évidences démontrent I’'intérét de favoriser 1’expression
de ces émotions, notamment dans le but d’améliorer le
bien-étre des individus. Cette recherche vise a valider et
identifier des indicateurs d’émotions positives chez le
cheval. Dans un premier temps, une étude expérimentale
basée sur [l'utilisation d’accélérométres, tout comme
I’observation d’épisodes d’anticipation alimentaire
quotidiens en centre équestre, ont permis d’identifier le
déclenchement de I’anticipation et de mieux caractériser
les comportements exprimés dans ce cadre. Nos résultats
dévoilent que les comportements d’anticipation reflétent
davantage un état de frustration. Ils ne constituent donc
pas un indicateur fiable d’émotions positives. En
revanche, une augmentation d’intensit¢ de ces
comportements semble indiquer un état de mal-Etre.
Puis, en nous appuyant sur 'utilisation d’un casque
permettant la mesure de I’activité
électroencéphalographique chez des chevaux éveillés et
libres de leurs mouvements, nous avons pu (i) confirmer
I’'importance de I’hémisphére gauche dans le traitement
des émotions positives et de I’hémisphere droit dans le
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traitement attentionnel, (ii) mettre en évidence le role
majeur des ondes théta lors d’un traitement cognitif
attentionnel, (iii) souligner I’interaction des processus
émotionnels et attentionnels chez le cheval. Par
ailleurs, si le test classique d’attention visuelle (VAT)
constitue un bon outil de mesure des capacités
attentionnelles dun cheval au travail, ce méme test
réalisé sans humain apparait étre un outil novateur de
mesure de 1’état de bien-étre. Enfin, 1’étude de la
production de sons non-vocaux, basée sur une
approche comparative combinant 1’observation de
chevaux de centre équestre et des chevaux vivant en
condition semi-naturelle (favorable au bien-étre), a
révélé que 1’ébrouement (hors contrainte respiratoire
liée a une maladie ou a un équipement mal ajusté)
serait un marqueur fiable d’émotions positives
d’intensit¢ modérée chez le cheval, puisqu’il
exprimerait que ce dernier percoit de facon positive
son environnement. [’ensemble des recherches
menées dans ce travail ouvrent vers des perspectives
d’applications intéressantes dans le milieu équin, mais
aussi dun point de vue fondamental et
méthodologique.

Attention, positive emotions and welfare in horses.

Keywords: domestic horse, positive emotions, welfare, indicator, attention, anticipatory behaviours, acoustic

signals.

Abstract: Indicators of positive emotions in animals are
still scarce. However, many studies showed that favour
these emotions is a promising way to improve individual
welfare state. This study aims to validate and identify
some indicators of positive emotions in horses. First,
based both on an experimental study using
accelerometers and the observation of riding school
horses during their regular feeding time, we
characterized anticipatory behaviours in this specie and
showed that they were triggered by an environmental
cue. Moreover, anticipatory behaviours were associated
with frustration and thus were not reliable indicators of
positive emotions. However, an increase of their
intensity may reflect a poor welfare state. Then, the use
of an EEG helmet designed for awake horses free from
their movements, allowed us to (i) confirm the left-
hemisphere bias for positive emotions processes and the
rieht hemisphere bias for attentional processes,

(i1) highlight the implication of theta waves in cognitive
attentional processes, (i) underline interactions
between attentional and emotional processes in horses.
Moreover, we showed that the measures of attentional
characteristics thanks to a visual attention test (VAT)
was useful to define attentional capacities at work. The
same test conducted without a human was rather useful
to evaluate the horses’ welfare state. Finally, a
comparative approach based on the observation of
horses living either in restricted or in naturalistic
conditions revealed that snort (out of breathing
difficulties due to illness or poorly fitting equipment)
could be a reliable indicator of positive emotions of low
intensity as it would be the expression of the horses’
positive appraisal of a situation. This works opens up
promising fundamental and applied perspectives and
applications.
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