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Avant-propos

u coursde la derniére décennie en Alsace, trois nouvelles infrastructures de transport ont

été mises en place : la LGV (ligne a grande vitesse, inaugurée en décembre 2016), ainsi

que deux nouvelles voies rapides, a savoir la Rocade-sud (4 km) et le Contournement
Ouest de Strasbourg (COS - 24 km). Ces infrastructures ont accru la fragmentation des habitats, y
compris ceux des populations de Hamsters communs, dans une région déja fortement affectée par
I'agriculture intensive et la densité du réseau routier.
En France, pour tenter de gérer I'arbitrage complexe qui existe entre le développement du réseau
routier et la préservation des écosystémes, l'approche Eviter-Réduire-Compenser (ERC) a été
instaurée et rendue obligatoire par la loi de 1976 relative a la protection de la nature (Muller et al.,
2017). Cette approche est d'autant plus importante si des espéces sensibles sont présentes le long
des itinéraires des nouveaux projets de construction. La séquence ERC peut, dans certains cas, faire
l'objet de mesures d'accompagnement dans le cadre de projets d'aménagement ou de
construction. Ces mesures sont généralement destinées a soutenir, renforcer ou atténuer les
impacts du projet sur I'environnement et peuvent notamment intégrer des études scientifiques.
Ces mesures d'accompagnement se distinguent des mesures ERC en ce sens qu'elles ont une portée
plus transversale. Leur objectif englobe divers aspects, tels que I'amélioration de la connaissance
des habitats et des espéces, ainsi que le soutien financier a des initiatives préalablement identifiées
dans le cadre de plans ou de programmes spécifiques (par exemple, les Plans Nationaux d'Action :
PNA) en faveur de la biodiversité.
C'est dans le cadre de ces mesures d'accompagnement que la présente thése a été réalisée,
I'objectif étant de mener différentes études afin d'identifier des pistes d'amélioration au
programme de renforcement des populations de Hamster commun. Cet axe de recherche s'intégre
également dans l'axe 4 du PNA en faveur du Hamster commun et de la biodiversité de la plaine
d'Alsace actuellement en cours (2019-2028) : « Préserver et renforcer les populations fragiles ».
Cette thése CIFRE, débutée en février 2020, a été réalisée grace au co-financement de |'Association
Nationale pour la Recherche et la Technologie (ANRT) et de l'entreprise Cofiroute (société
concessionnaire mandatée par I'Etat pour financer, concevoir, construire, exploiter et entretenir le
COS jusqgu'en 2070). Cette these a été menée sous la direction scientifique de Yves Handrich, et a

été co-encadrée par Mathilde Tissier, tous deux chercheurs CNRS de I'Institut Pluridisciplinaire
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Hubert-Curien (IPHC, laboratoire CNRS de Strasbourg). Elle a été co-pilotée par Arnaud Guillemin,
Chargé de mission Aménagements chez VINCI autoroutes.

La pandémie de Covid-19 a tres rapidement modifié le calendrier prévisionnel, une partie des
expérimentations, initialement planifiées pour le printemps/été 2020, a d{ étre reportée. Pour
cette raison, le projet a pu bénéficier de 8 mois de prolongation, me permettant de collecter les
données nécessaires a ces études

Toutes les données présentées dans ce travail ont été recueillies pendant la these, a I'exception de
celles de I'article 1 et de la box 2, qui ont été obtenues lors de mon contrat en tant qu'Assistante

Ingénieure au DEPE, réalisé au cours de I'année 2018/2019.
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Introduction Générale

« L'Homme est I'espéce la plus insensée,

il vénére un dieu invisible et massacre une nature visible »

Hubert Reeves
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Introduction

« Dutch sailors pursuing dodos » (Walter Paget, 1914)
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Introduction

|. La biodiversité face aux défis du XXleme siecle

a biodiversité est un terme générique qui définit la variété du vivant sous toutes ses formes
(plantes, animaux, champignons, bactéries et autres microorganismes) et a tous ses niveaux
d’organisation (le gene, l'espece et I'écosysteme - McNeely, 1990). Elle intégre des
composantes structurales et des composantes fonctionnelles qui sont les processus écologiques et
évolutifs a travers lesquels les génes, les espéeces et les écosystemes interagissent les uns avec les
autres dans I'environnement. Si cette notion de biodiversité peut a la fois étre appréhendée au
travers d’un prisme historique, écologique, politique ou global, un consensus se dégage : elle est
menacée par les actions anthropiques. Ces menaces, aux répercussions directes et indirectes sur
les écosystemes et les populations, conduisent, dans certains contextes, a la mise en place de

mesures de protection (Wood et al., 2000 ;Ceballos et al., 2018).

1. Vivre a 'age de I'anthropocene

En 1856, Eunice Foote a été la premiére a établir un lien entre I'augmentation des concentrations
atmosphériques de CO, et une possible élévation de la température a la surface du globe (Foote,
1856). Rapidement suivie par John Tyndall en 1861 (Tyndall, 1861), la communauté scientifique
s’est progressivement intéressée a cette question. Ce n’est que 40 ans aprés les découvertes de E.
Foote gu’un premier modele de changement climatique fit proposé (Arrhenius, 1895). Si les
prédictions d’alors, une augmentation de 50% du CO, atmosphérique en 3000ans, se sont révélées
bien en deca de la réalité que nous connaissons aujourd’hui (une augmentation de 30% en un
siecle), elles n’étaient alors que théoriques et ne supposaient aucun lien avec les activités
anthropiqgues. Arrhenius avancait, en 1908 : « On entend souvent des lamentations selon lesquelles
le charbon stocké dans la terre est gaspillé par la génération actuelle sans aucune pensée pour
l'avenir [...]. Nous pouvons trouver une sorte de consolation dans la considération qu'ici, comme
dans tous les autres cas, il y a du bien mélangé au mal. Par l'influence de la proportion croissante
[de CO2] dans I'atmosphére, nous pouvons espérer connaitre des époques avec des climats plus
équitables et meilleurs, [...] des époques ol la terre produira des récoltes beaucoup plus abondantes
que maintenant, au bénéfice de I'humanité ». Il aura fallu attendre les années 1930 pour que les
déréglements climatiques et leurs conséquences soient documentés, d’abord au niveau des podles
puis a I'échelle planétaire. Ca ne sera que 40 ans plus tard, vers 1970, qu’ils seront définitivement

attribués aux activités humaines (Benton, 1970).

En 2000, Paul Crutzen, prix Nobel de chimie, et Eugene Stoermer, biologiste, conceptualisent le

passage a une nouvelle ére géologique, I’Anthropoceéne. lls la décrivent comme I'idée selon laquelle
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les humains ont modifié la géologie de la terre de maniére suffisante pour marquer le début d'une
nouvelle époque de I'histoire planétaire (Crutzen & Stoermer, 2000). Le dernier rapport du GIEC
(Lee & Romero, 2023) ne laisse aucun doute quant aux impacts et a la responsabilité des activités
humaines sur les écosystemes, notamment par le biais des émissions de gaz a effet de serre, de la
perte d’habitat et de I'épuisement des ressources qui en découlent. Aujourd’hui, vivre a I'age de
I"anthropocéne signifie vivre dans un monde ou la hausse de la température globale s’accentue
d’année en année et ou un réchauffement de 1,5°C par rapport a I'ére préindustrielle est attendu
pour 2030 et ce, méme en supposant un arrét complet de toute émission de CO; a I'échelle
mondiale (IPCC, 2023). Ces déréglements climatiques seraient a la fois la cause et la conséquence
des changements globaux qui s’observent a I'échelle des écosystémes et des populations. En
passant officieusement de I'Holocene a I'ére de I'Anthropocéne, la planéte entrait dans ce que
Elizabeth Kolbert décrit comme « le sixieme grand épisode d'extinction massive de la biodiversité
depuis I'apparition de la vie sur Terre ; le premier événement de ce genre entierement causé par les
humains » (Kolbert, 2014). Au cours des 500 derniers millions d'années, la vie a d{ se rétablir apres
cing extinctions distinctes dites « naturelles », au cours desquelles plus de 75 % des espéces ont
disparu (Chettri et al., 2019). Vivre a I’ere de I’Anthropocene signifie a la fois assister et participer a
cette 6°™ extinction aujourd’hui largement reconnue par la communauté scientifique (Diamond,
1987 ; Wake and Vredenburg, 2008 ; Ceballos and Ehrlich, 2018). Propulsée par une croissance
démographie mondiale galopante?, I’Anthropocéne est non seulement caractérisée par |'extinction
de plantes et d'animaux mais également par une dégradation plus globale des écosystemes,
accentuée par le déreglement climatique. Le Rapport mondial 2019 de la Plateforme
Intergouvernementale Scientifique et Politique sur la Biodiversité et les Services Ecosystémiques
(IPBES) indigue qu'environ un million d'espéces animales et végétales sont menacées d'extinction
en raison de l'interférence humaine. Selon I'Union Internationale pour la Conservation de la Nature
(UICN), la période actuelle d'extinction de masse est sans précédent depuis la disparition des
dinosaures il y a plus de 66 millions d'années (IUCN/SSC, 2013). Aujourd'hui, plus de 99% des
extinctions d’espéces récentes ou actuelles sont attribuables a I'activité humaine et le risque
d'extinction touche environ 41 % de toutes les especes d'amphibiens, 13% des oiseaux et 25 % des
mammiféres (Figure 1 - Primack et al., 2012). L'UICN a prédit que 99,9 % des espéces en danger
critique et 67 % des espéces en danger auront disparues d’ici les 100 prochaines années (IUCN/SSC,

2013). Plusieurs espéces de mammiféres encore relativement stables et abondantes il y a peu, sont

! Population mondiale de 8 milliards en 2022 avec un pic estimé & 10,4 milliards d'ici la fin du XXléme siéde (World Population
Prospects: Summary of results, 2022).
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aujourd'hui en danger. Par exemple, les populations générales de guépards (Acinonyx jubatus) sont
passées de 100 000 individus au début du XXeme siecle a 7 000 aujourd’hui (Durant et al., 2017) et
les populations de pangolins (Manis spp.) ont été décimées avec un déclin estimé a plus d’un million
d’individus entre 2000 et 2019 (Hu et al., 2020). Prés de 200 espéces de vertébrés ont disparu au
cours des 100 derniéres années, ce qui représente une perte d'environ deux espéces par an. Sil'on
tient compte du taux d'extinction naturel estimé pour les deux derniers millions d'années, il aurait
fallu non pas un siecle, mais jusqu'a 10 000 ans pour que ces 200 especes de vertébrés
disparaissent. En fonction du taxon étudié (Ceballos et al., 2015), le taux d'extinction mondial actuel
est estimé 1000 fois plus élevé que le taux d’extinction naturel, sans interventions humaines (De

Vos et al., 2015).

Cette érosion de la biodiversité se caractérise par cing principales causes en lien avec les
changements globaux, représentant des menaces a la fois directes et indirectes pour les
écosystemes : (1) la perte d’habitats (incluant la fragmentation et la disparition des habitats
naturels notamment liées a I'agriculture, I'exploitation forestiere et |'urbanisation), (2) la
surexploitation des ressources, (3)I'introduction d’espéces exotiques envahissantes, (4)la pollution
(de I'air, de I'eau et des sols) et (5) le changement climatique (IUCN/SSC, 2013). Ces menaces sont
complexes et agissent souvent de maniere synergique; de plus, elles n’interviennent pas toutes a
la méme échelle spatiale et temporelle. Par exemple, la destruction des habitats et la
surexploitation des ressources apparaissent comme les menaces les plus directes et les plus
urgentes pour la biodiversité (Caro et al., 2022) Ces phénoménes ont des effets délétéres
immédiatement perceptibles a I’échelle des populations avec notamment la raréfaction des zones
refuge, une diminution de I'accés a la nourriture entrainant une surmortalité ne permettant pas le

renouvellement des populations. (IUCN/SSC, 2013).
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The 6th mass extinction?
Current rates of extinction are 100 to 1,000 times higher than the background rate

B Estimate of extinction that would occur naturally, 0.1-2 extinctions per million species per year

% of vertebrate species driven extinct, per century Amphibians
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*Values for reptiles and fishes likely to be underestimates as not all species have been assessed. Fishes includes bony fishes,
cartilaginous fishes and lampreys

Figure 1 : Pourcentages cumulés des espéces de vertébrés qui se sont éteintes sur les 500 dernieres années. Depuis 1900, les pourcentages d’extinctions
sont marqués par une nette augmentation (Adapté par Erin Conroy de I'PBES/IUCN 2022).
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2. Pourquoi préserver la « Nature » ?

Quelle(s) valeur(s) attribuer a la biodiversité et de ce fait, quel(s) intérét(s) avons-nous a tenter de
la préserver ? Ces considérations peuvent étre abordées sous différents angles et touchent des
thématiques plus vastes que celles des sciences naturelles seules. Les deux arguments principaux
se basent sur les concepts de valeur intrinséque (ou biocentrique/écocentrique) et de valeur

utilitaire (ou anthropocentrique) de la biodiversité.

La valeur intrinséque sous-entend l'idée que la nature est précieuse en elle-méme et pour elle-
méme (Batavia & Nelson, 2017). Dans la derniere partie du XXeme siecle, de nombreux défenseurs
de la biodiversité et spécialistes de la conservation ont basé leur mission sur cette valeur subjective
de la biodiversité (Soulé, 1985; Noss, 1991).Si cette notion s’inscrit dans un courant tant biologique
gue philosophique et éthique, elle continue de fonder les travaux de nombreux scientifiques (Fisher
& Brown, 2015). Elle constitue par exemple la pierre angulaire de la premiere valeur
organisationnelle de la « Society for Conservation Biology » : « Il y a une valeur intrinseque dans la
diversité naturelle des organismes, la complexité des systemes écologiques et la résilience créée par
les processus évolutifs ». Au cours des deux derniéres décennies, I'argument selon lequel la nature
devrait étre protégée en raison de sa valeur intrinséque a été réévalué en faveur d’une approche
mettant I'accent sur la valeur utilitaire ou instrumentale de la nature (Maguire & Justus, 2008).
Cette valeur utilitaire fait référence a une production ou a des fonctions fournies par la biodiversité
a I'espéce humaine. Ainsi, les menaces qui pesent sur la biodiversité deviennent des menaces qui
pésent sur I'Homme. Cette valeur utilitaire se traduit en termes de santé (la biodiversité fournit le
matériel de base a la majeure partie des produits pharmaceutiques), de nutrition? ou de régulation
du climat (les foréts et les océans sont des piéges a carbone) (Primack et al., 2012). L’intérét
principal de cette vision anthropocentrique est qu’elle sous-entend la notion de services
écosystémiques qui donnent une valeur financiére aux avantages que les écosystemes et la
biodiversité apportent aux sociétés humaines. Pendant longtemps, la valeur de ces services a été
sous-estimée, aujourd’hui, ils ont été chiffrés a 125 000 milliards d’USD (OECD, 2019), offrant un
levier puissant pour permettre a la biodiversité de peser dans la balance des décisions économiques

et politiques.

Attribuer des valeurs a la biodiversité, gu’elles soient anthropocentriques ou intrinseques, permet

d’appréhender I'impact économique, culturel ou éthique de son déclin. En effet, la préservation

2 La majorité des espéces végétales cultivées dépendent des animaux sauvages pour leur pollinisation et les populations rurales
mondiales dépendent de la chasse et de la péche pour leur alimentation et notamment leur source de protéines.
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des populations et des espéces est une notion importante a la fois pour leur valeur intrinseque mais
aussi parce gu’elle permet de maintenir la diversité écologique et les processus évolutifs dont

dépendent tous les étres-vivants, I'espéce humaine incluse (Batavia and Nelson, 2017).

3. Les actions de conservation

Prise de conscience

D’un point de vue historique, les premieres religions monothéistes et approches philosophiques
occidentales contiennent souvent des notions de conservation mais celles-ci placent largement
I'Homme au-dessus des autres especes vivantes (Pulin, 2002). Identifier les origines des actions de
conservation est complexe, celles-ci étant principalement mises en place pour protéger des
ressources nécessaires plus que pour préserver la biodiversité. Par exemple, la mise en place de
réserves privées au Moyen Age par les familles royales et nobles d’Europe était motivée par un
usage récréatif (notamment pour la chasse des cerfs et sangliers) d’une minorité privilégiée et elle
n’intégrait pas de notions directes de conservation des espéces et des habitats. Face aux constats
de plus en plus évidents et documentés de I'extinction d’espéces en raison des activités
anthropiques (i.g. I'Auroch (Bos primigenius) en Europe en 1627 et le dodo (Raphus cucullatus) a
Maurice dans les années 1680), la notion d’éthique dans I'exploitation des ressources est
progressivement arrivée dans la conscience collective (Primack et al., 2012). Au XIXeme siécle, les
premieres réserves naturelles et premiers parcs nationaux ont vu le jour presque simultanément
en Europe et en Amérique du Nord. Progressivement, des actions de plus en plus concrétes sont
apparues. Ces actions de conservation ont pu étre mises en place grace a des outils politiques au
travers (1) d’actions gouvernementales nationales ou internationales, (2) économiques, avec la
prise en compte des services écosystémiques et (3) scientifiqgues avec notamment le
développement dans les années 80 de la « Biologie de la Conservation ». Face aux constats
alarmants quant a la disparition des especes et des écosystéemes et aux conséquences négatives
directes des activités humaines sur la biodiversité, des actions de conservation, préservation et de
développement durable ont été mises en place a différentes échelles. L’objectif premier est la
protection et la restauration de la biodiversité et du fonctionnement des écosystemes (Rawat &

Agarwal, 2015 ; Sarrazin & Lecomte, 2016).
Mesures mises en place

Au cours des derniéres décennies, des actions gouvernementales se sont ainsi multipliées, tant au

niveau national qu'international : elles visent a intégrer les préoccupations de conservation dans
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les décisions de politique publique. Des initiatives, telles que la Convention sur la Diversité
Biologique (CDB)3 ou I'IPBES créé par les Nations Unies en 2012, ont été mises en place pour
rassembler les connaissances scientifiques et faciliter la prise de décisions politiques éclairées en
matiere de conservation (Brondizio et al., 2019). De plus, des organisations comme la « Society for
Conservation Biology », fondée en 1985, jouent un rble central en favorisant la collaboration entre
scientifiques, responsables politiques et acteurs de la société civile, contribuant ainsi a aligner les

politiques publiques sur les enjeux de conservation contemporains.

La mise en ceuvre de ces mesures peut varier d'un pays a l'autre et dépend des politiques nationales
et des réglementations locales. Toutefois, I'accent mis sur la conservation de la biodiversité dans
certains secteurs, comme celui de la construction, est en constante progression a l'échelle
mondiale, a mesure que la sensibilisation aux enjeux environnementaux s'accrofit. L'élaboration de
législations spécifiques, accompagnées de mesures appropriées, est cruciale pour réglementer les
activités humaines nuisibles a la faune et a la flore. Par exemple, de nombreux pays exigent que les
projets de construction réalisent des Etudes d'Impact sur I'Environnement (EIE) avant de
commencer des travaux. Les résultats de ces évaluations peuvent conduire a des modifications du
projet pour minimiser les impacts négatifs ou plus rarement a leur annulation. En France, ces

évaluations sont souvent suivies de la séquence ERC (Eviter, Réduire, Compenser)*.

Cette séquence est constituée de 3 étapes qui visent a guider les actions humaines pour minimiser

les impacts négatifs sur I'environnement. La premiére étape implique la prévention des dommages

environnementaux par une planification minutieuse des projets et des activités. Si I'évitement
complet n'est pas possible, la deuxieme étape consiste a réduire au maximum les impacts prévus
en adoptant des pratiques respectueuses de I'environnement et en minimisant la consommation
de ressources naturelles. Enfin, la troisieme étape concerne la compensation des dommages
inévitables par des mesures de conservation ou de restauration de l'environnement. |l est
important de noter que la séquence ERC est souvent considérée comme un outil utile lorsque mise
en ceuvre de maniére responsable, mais elle doit étre utilisée de maniere complémentaire a
d'autres mesures de conservation et de réduction des impacts environnementaux. Plusieurs
préoccupations et critiques remettent en cause la séquence ERC et notamment le fait que les

entreprises ou les projets peuvent prétendre étre respectueux de l'environnement en se

contentant de compenser les dommages plutdt que de réellement réduire leurs impacts. De plus,

% Traité international juridiquement contraignant fondé en 1992 lors du « sommet de la Terre » de Rio.
4 Réglementée par la loi Biodiversité 2016 et Iarticle L. 122-1 du Code de 'environnement.
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I'ERC peut conduire a un simple déplacement des problemes environnementaux. La séquence ERC
n'indique pas non plus quand il est acceptable de passer a |'étape de la compensation. Enfin, malgré
les mesures de compensation, la séquence ERC peut encore entrainer une perte nette de

biodiversité, car il est souvent impossible de reproduire pleinement des écosystemes détruits.
La biologie de la conservation

La biologie de la conservation, aussi appelée Sciences de la conservation, en raison de sa
pluridisciplinarité, a émergé de I'écologie de maniere quasi imperceptible et s’est développée pour
répondre aux enjeux de préservation des espéces et des écosystemes (Robinson, 2006). Elle
recouvre un large éventail de concepts, principes et pratiques ceuvrant pour la conservation, la
préservation et la gestion des composantes et des processus de la biodiversité. Elle est une
synthese de plusieurs disciplines en sciences fondamentales (écologie, climatologie, sociologie,
etc.) et appliquées (agriculture, foresterie, gestion des populations sauvages et de la faune captive
etc.) ayant pour objectifs (1) de décrire la biodiversité, (2) d’identifier les menaces auxquelles cette
biodiversité fait face de par les activités humaines et (3) de développer des méthodes pour protéger
et restaurer la biodiversité. De nombreuses mesures de conservation s’appuient sur les recherches
en biologie de la conservation et fournissent des concepts et des outils basés sur la connaissance
de l'évolution. Ces connaissances permettent la planification et la gestion des mesures de
conservation (Robert et al., 2017) et ses applications concrétes se traduisent par exemple par la

mise en place de mesures ‘in-" ou ‘ex-situ’.
La conservation in-situ

Les mesures de conservation in-situ font référence a la conservation des écosystemes et des
habitats incluant la maintenance et le rétablissement de populations viables in natura. La mise en
place de ces mesures nécessite une estimation précise du niveau de menace qui pése sur une
espéce et sur sa probabilité d’extinction a une échelle de temps donnée. Cette méthode est celle
employée par I'lUCN pour la mise en place de sa liste rouge (Balmford et al., 2013) La stabilité d’une
espéce dans son environnement dépend de son adaptation a cet environnement ainsi que de sa
plasticité phénotypique® lui permettant de s’adapter aux changements biotiques et abiotiques. Les
espéces vivant sur des aires géographiques trés restreintes ainsi que les petites populations sont
soumises a un risque d’extinction plus rapide en raison de I'effet de (1) la perte de diversité

génétique, la dépression de consanguinité et la dérive génétique, (2) la stochasticité

> Capacité d'un génotype particulier a générer des phénotypes variés en fonction de conditions environnementales spécifiques.
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démographique et (3) la stochasticité environnementale incluant les catastrophes naturelles. Ces
effets se combinent pour former ce que les biologistes de la conservation nomment un « vortex
d’extinction » (Gilpin and Soulé, 1986). Enrayer ce vortex implique de travailler en amont sur la
gestion des habitats et les processus populationnels (Primack et al., 2012). Ces travaux peuvent
inclure la création d’aires protégées ainsi que I'amélioration de la connectivité avec la mise en place
de corridors écologiques afin de favoriser les déplacements et éviter un isolement a la fois
populationnel et génétique. Des mesures de conservation in-situ peuvent souvent étre couplées a

des mesures ex-situ.
La conservation ex-situ

Les mesures de conservation ex-situ font référence a la conservation de la biodiversité en dehors
des habitats naturels. Ces mesures peuvent étre mises en place lorsqu’une espece n’est plus
représentée que par un tres faible nombre d’individus ou si son habitat est en danger critique. Dans
ce cas, la décision peut étre prise de prélever tout ou partie des individus sauvages de cette
population et de les garder en captivité, avec |'objectif de les faire se reproduire pour préserver un
stock génétique viable. Par exemple, les zoos, musées, banques de genes ou jardins botaniques ont
déja permis d’éviter la disparition définitive de certaines espéces (Keulartz, 2015; Olive & Jansen,

2017).

Une des limites majeures d’un élevage en captivité est que I'objectif de conservation est futile s’il
n’y a pas un objectif plus global de réintroduction de I'espéce dans son milieu naturel. En mettant
en ceuvre des mesures spécifiques, telles que la translocation a des fins de conservation, le statut
de certaines espéces s'est amélioré. Parmi les exemples, on peut citer au moins 148 especes
d'ongulés qui, sans ces actions, auraient probablement vu leur classification dans la liste rouge de
I'UICN se détériorer (entre 1996 et 2008), ce qui inclut six especes qui seraient probablement
éteintes aujourd'hui dans leur habitat naturel si ces mesures n’avaient pas été mises en place

(Hoffmann et al., 2015).

Il. La translocation d’especes

La translocation d’espéces sauvages dans leur milieu d’origine est aujourd’hui une mesure
couramment employée (Berger-Tal et al., 2020). L'UICN définit la translocation comme « /e
mouvement, facilité par I'Homme, d'organismes vivants, d'une zonea une autre » (UICN/SSC, 2013 ;
Zlatanova, 2016). Ces translocations peuvent étre motivées par diverses raisons et avoir des effets

bénéfiques ou déléteéres pour I'espece et les écosystemes concernés.
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1. Les différents programmes et leurs objectifs

La translocation peut étre une action volontaire ou accidentelle, avec par exemple I'introduction
involontaire d’une espéce exotique dans un écosystéme. Les raisons qui motivent ces programmes
peuvent étre politiques, commerciales, récréatives (translocation d’oiseaux pour la chasse par
exemple) ou avoir des objectifs de conservation, dans le cas d’'une espéce menacée. Dans ce dernier
cas, on parle de translocationsde conservation, caractérisées par le mouvement intentionnel et le
lacher d’individus dans un but premier de conservation. Les individus utilisés dans le cadre de ces
programmes de translocation peuvent étre d’origine sauvage ou captive. Ce type de translocation
est en général mis en place pour améliorer le statut de conservation d’une espéce cible, localement
ou a une échelle plus globale et/ou restaurer les fonctions et processus naturels d’un écosysteme.
Elle doit permettre de générer un bénéfice mesurable pour la conservation au niveau d'une
population, d'une espéce ou d'un écosysteme, et ne doit pas seulement se limiter a procurer un
avantage aux individus transloqués. Les translocations de conservation comprennent (1) la
restauration ou la reconnexion de populations isolées en réalisant des renforcements et
réintroductions dans la zone indigene d'une espéce et (2) les introductions a des fins de
conservation, comprenant la colonisation assistée et le remplacement écologique, en dehors de la
zone indigéne (IUCN/SSC, 2013). Les objectifs de ces translocations sont nombreux : elles visent a
la fois a augmenter les effectifs des populations menacées, a accroitre la diversité génétique et ainsi

renforcer la résilience de ces populations ou encore corriger un sex-ratio déséquilibré.

La translocation est un outil de conservation qui a aujourd’hui montré son efficacité pour de
nombreuses especes menacées, animales ou végétales (Panfylova et al., 2019). Son utilisation a
particulierement augmenté ces dernieres décennies et cette tendance va probablement perdurer
parallelement aux pressions toujours croissantes qui s'exercent sur la biodiversité (Swan et al.,
2018). Que ce soit seule ou en association avec d'autres mesures de conservation, la translocation
d’individus nécessite cependant une mise en place rigoureuse et la prise en compte d’un équilibre
entre les avantages, les co(ts et les risques a la fois de la translocation elle-méme et des actions de

conservation alternatives (IUCN/SSC, 2013).

2. Criteres de réussite et limites

Le succes d'une translocation de conservation est généralement évalué par I'établissement d'une
population viable a long terme (Griffith et al., 1989); IUCN/SSC, 2013). Des études suggerent de se
baser sur le calcul d’un critére de viabilité (soit une potentialité plutdt qu’un état actuel) pour définir

le succes de ces programmes (Mace et al., 2008; Robert et al., 2015). Des criteres de réussite plus
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précis ont été proposés notamment pour assurer la survie des animaux relachés, favoriser leur
reproduction ainsi que celle de leur descendance, et garantir la persistance de la population sur
une période définie (Seddon, 1999). La dynamique d’une translocation réussie passe par des phases
d’établissement, de croissance et de régulation. Cette derniere phase permet d’apporter des
conclusions quant au succés a long terme du programme de translocation (Sarrazin, 2007 ;
Armstrong & Reynolds, 2012). Il existe de multiples exemples de translocations de conservation
réussies. Par exemple, la restauration de I’habitat de la Rousserolle des Seychelles (Acrocephalus
sechellensis) avait permis de faire passer la population de 26 a 300 individus. Cependant, cette
population insulaire restant isolée et treés vulnérable a une catastrophe locale, la décision a été prise
de déplacer certains individus sur des iles voisines afin de réduire le risque d’extinction, conduisant
ainsi au développement de nouvelles populations stables au-dela de I'aire de répartition initiale de
I'espece (Komdeur, 1994). D'autres exemples notables de translocations réussies incluent la
réintroduction du renard véloce (Vulpes velox) au Canada, dont les populations sauvages avaient
disparu dans les années 30, mais ont été rétablies grace a des individus en provenance des Etats-
Unis (Ausband & Foresman, 2007). Un autre exemple est celui du cheval de Przewalski (Equus ferus
przewalskii), éteint a |'état sauvage en 1960, dont la survie a été préservée grace a un programme
d'élevage en captivité et a des lachers en dehors de son aire de répartition historique (Turghan et

al., 2022).

Malgré ces succes apparents, de nombreuses problématiques entravent fréqguemment le succes
des translocations. Elles ne sont en effet pas sans conséquences pour I'espece relachée, pour les
autres espéces vivant dans l'aire de lacher et pour le fonctionnement global de I'écosysteme
concerné. |l existe un risque de favoriser la transmission de parasites et de pathogenes d’une
population a une autre ou d’introduire des génes déléteres ou non adaptatifs dans une population
(Pullin, 2002 ; Gross et al.,, 2023). La translocation de prédateurs ou de compétiteurs peut
également avoir des impacts négatifs sur les autres espéces conduisant a une perte plus globale de
biodiversité (Champagnon et al., 2012). En plus des risques que représentent les individus reldchés
pour I'espece cible ou les espéces partageant le méme écosysteme, de nombreuses limites ont été

mises en évidence quantaux capacités de survie et d’adaptation des individus nouvellement lachés.

Malgré le fait que les translocations soient devenues des outils populaires pour la conservation et
gu’elles aient permis d’influencer favorablement le statut de conservation de nombreuses espéces
(Seddon et al., 2014 ; Hoffmann et al., 2015), elles nécessitent des efforts coliteux et de nombreux

cas se sont soldés par un échec. Une étude comparative, réalisée par Berger-Tal et al. (2020) a mis
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en évidence de nombreuses problématiques liées notamment aux difficultés de suivi des individus
relachés, au mangue de moyens financiers, a la qualité des habitats de lacher ou au manque de
connaissances sur l'espéce. L'un des problemes les plus couramment rapportés lors de la
translocation d’espéces est lié au comportement des animaux lachés dans un nouvel
environnement et a leur intégration dans I'écosystéme. Cet aspect est d’autant plus vrai pour les

animaux nés et élevés en captivité.

Pour certaines especes, |'élevage en captivité a des fins de conservation a permis d’éviter leur
extinction imminente (e.g., le Condor de Californie (Gymnogyps californianus), le Crécerelle de
Maurice (Falco punctatus) ou le Putois a pieds noirs (Mustela nigripes) - Snyder et al., 1996).
Cependant, la captivité a des répercussions sur les individus, car ils y sont soumis a une pression de
sélection réduite et différente de celle présente dans leur habitat naturel. Cette modification de la
pression de sélection favorise I'émergence de génotypes et de phénotypes particuliers (Price, 1998
; McPhee and Carlstead, 2010). Au fil des générations, cette pression de sélection spécifique peut
influencer la distribution et l'expression de certains traits, entrainant une augmentation
significative de la variabilité comportementale interindividuelle et une modification des fonctions
immunitaires ou digestives (Cabezas et al., 2011; Crates et al., 2023). Cette augmentation de la
variabilité comportementale a été observée chez de nombreuses espéces élevées en captivité
(McDougall et al., 2005 ; DeGregorio et al., 2017; Swaisgood et al., 2018 ; Crates et al., 2023). Elle
se manifeste également lorsque la force de sélection est réduite ou absente dans un
environnement donné, comme c'est le cas dans les milieux insulaires, dépourvus de pression de
prédation (Blumstein et al., 2002; Bremner-Harrison et al., 2004; Jolly et al., 2018). Par conséquent,
les problémes liés au comportement des animaux relachés sont souvent attribuables au fait que,
dans un environnement inconnu, ces animaux peuvent avoir du mal a s'adapter, car ils ne
possedent pas les compétences comportementales essentielles pour leur survie dans la nature.
Cela inclut la recherche de nourriture, d'un abri, de partenaires (M. E. McPhee, 2003; Swaisgood,
2010), et/ou la capacité a identifier et a répondre de facon appropriée aux risques de prédation (De
Azevedo & Young, 2006; de Faria et al., 2020). Il a été observé que les échecs de translocations
étaient fréguemment associés a une surmortalité des animaux, principalement due a une forte
prédation dans les jours et les semaines suivant leur libération (Moseby et al., 2011 ; La Haye et al.,

2020).
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3. Améliorations

De nombreuses études ont mis en évidence I'impact de la captivité sur le comportement des
animaux ainsi que ses effets délétéres sur le succés des translocations de conservation (McPhee,
2003 ; Courtney et al., 2017 ; Grueber et al., 2017 ; Crates et al., 2023). Pour tenter de limiter ces
effets et maximiser la fitness des individus lachés, plusieurs approches ont été testées, avec des
succés variables. Parmi elles, on peut citer le « soft-release », ’entrainement des animaux captifs a
reconnaltre leurs prédateurs naturels, I'enrichissement du milieu de vie pré-lacher, ou, dans une
moindre mesure le lacher d’individus a différents stades de développement (Shier & Owings, 2006
; Reading et al., 2013 ; Batson et al., 2015 ; Lloyd et al., 2019 ; Tetzlaff et al., 2019 ; Resende et al.,
2020). Le soft-release comprend I'ensemble des mesures permettant aux animaux une transition
facilitée ou progressive vers la vie sauvage comme un pré-lacher dans un milieu semi-naturel
exposant les animaux a divers stimuli qu’ils rencontreront aprés les lachers définitifs (Mitchell et
al.,, 2011 ; De Milliano et al., 2016). Il a fait ses preuves (Mitchell et al., 2011 ; Resende et al., 2021),
bien que sa réussite soit variable en fonction des especes (Milliano et al., 2016). L'entrainement des
animaux captifs a reconnaitre leurs prédateurs a également été mis en place pour de nombreuses
espéces. L'exposition des animaux élevés en captivité a une variété de stimuli reproduisant ceux
produits lors d’une attague peut permettre d’améliorer la reconnaissance et I'évitement des
prédateurs et ainsi augmenter la survie post-lacher (Vilhunen, 2006 ; Tetzlaff et al.,, 2019).
Cependant, cette méthode présente également le risque que les animaux entrainés développent
une forme d’habituation et, de ce fait, réagissent moins a la perception du danger réel apres
relacher (Rowell et al., 2020). Le lacher d’individus a différents stades de développement (i.e.
adultes vs. Juvéniles ou subadultes) a également été étudié (Sarrazin et al., 2000, Robert et al.,
2004, Pritchard et al., 2021) avec I'idée selon laquelle les jeunes présenteraient une plus grande
plasticité comportementale et auraient passé moins de temps en captivité ce qui pourrait

augmenter leurs chances de s’adapter rapidement apres le lacher dans un nouvel environnement.

Les especes menacées étant généralement caractérisées par des populations de taille réduite, cela
limite la possibilité de tester de nouvelles mesures de conservation, compliquant ainsi la
détermination des actions de gestion les plus efficaces (Tulloch et al., 2015). Cette petite taille de
population renforce également la crainte de I'échec, ce qui peut entraver la prise de décision en
matiere de conservation (Meek et al., 2015; Tulloch et al., 2015). Néanmoins, agir face a cette

incertitude est souvent nécessaire pour les gestionnaires, ce qui signifie que des décisions doivent
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étre prises avec des informations partielles, souvent dans des délais courts et avec des ressources

limitées (Canessa et al., 2019; Pritchard et al., 2021).

En dehors des défis associés aux populations de petite taille, d'autres contraintes peuvent surgir
lorsque l'espéce en question est catégorisée comme étant "nuisible" pour les activités humaines,
notamment dans le domaine de I'agriculture. Dans de tels cas, la protection de cette espéce, en
raison de sa valeur « intrinseque », peut entrer en conflit avec sa valeur « utilitaire » immédiate,
car elle peut causer des préjudices économiques aux populations humaines concernées a court

terme.

[1l. Cas d’étude : Le Hamster commun

Les risques liés aux translocations de conservation impliquant des animaux nés et élevés en
captivité sont particulierement préoccupants pour les espéces a courte durée de vie, souvent
classifiées comme especes proies (Nechay et al.,, 1977). Le cas du Hamster d'Europe (Cricetus
cricetus) est un exemple illustrant a la fois les difficultés susmentionnées et les défis actuels en
matiere de conciliation entre activités/développement humain(es) et préservation de la
biodiversité au sein d'un méme territoire. Cette espéce, aussi appelée Hamster commun, était
autrefois abondante dans les steppes, les terres fertiles, les prairies et les champs de céréales sur
une vaste aire de répartition s'étendant sur plus de 5500km, du nord-ouest de I'Europe a I'est de
la Chine (voir partie Méthode Générale, Figure 2A, Krystufek et al., 2020). Aujourd’hui, cette espéce
est 'un des mammiféeres les plus menacés d’Eurasie avec un déclin de 75% de son aire de répartition

en Europe Centrale et de I'Est en moins de 50 ans (voir partie Méthode Générale, Figure 2B).

1. Menaces et conservation

Le déclin des especes inféodées au milieu agricole a été constaté depuis le début du XXeme siecle,
lorsque I'agriculture industrielle a connu une croissance rapide dans de nombreuses régions du
monde (Lanzet al., 2018 ; Nagibzadeh et al., 2021). Par le passé, les études qui se sont intéressées
a ce déclin se sont majoritairement concentrées sur les espéces d’oiseaux et d’invertébrés (Doxa et
al., 2010). Plus récemment, il a été démontré que plusieurs especes de mammiféres, autrefois
abondantes, tels que le lievre d’Europe (Lepus europaeus), le rat taupier (Arvicola terrestrie) ou le
rat des moissons (Micromys minutus) sont également menacées (O’'Brien, 2015 ; Tissier, Habold, et
al., 2019). Ainsi, le Hamster commun partage son milieu de vie avec de nombreuses autres especes,

toutes soumises aux mémes pressions anthropiques. Pour cette raison, le hamster est caractérisé
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comme une espéece « parapluie » et les mesures de conservation de cette espece sont bénéfiques

pour tout un cortége d’autres espéces inféodées aux plaines agricoles.

Autrefois caractérisé comme peste pour I'agriculture, le hamster était abondant dans une large
partie de I'Eurasie, avec des effectifs de plus de 2000 individus par hectare comptabilisés en
Slovaquie dans les années 70 lors d’événements de pullulation (Nechay, 2000). D’abord chassées
pour sa fourrure ou pour limiter les dégats faits aux cultures, les populations de hamsters ont
progressivement disparu a des échelles locales et régionales dans de nombreux pays notamment
la Belgique, les Pays-Bas, la France, I’Autriche, I'Allemagne, la Pologne, la République-tchéque, la
Hongrie, la Slovaquie, I'Ukraine, la Biélorussie et la Russie (Banaszek et al., 2020). Aujourd’hui,
I'espece a totalement disparu de Suisse (Nechay, 1977, aucune observation récente) et, lorsque les
populations sauvages sont encore présentes, on ne dénombre dans certains pays parfois plus que
1 a 2 individus par hectare (Kayser et al., 2003). Cette densité ne permet pas aux individus de

trouver un partenaire pour la reproduction (Ulbrich & Kayser, 2004).
Le déclin d’une espéce « commune »

Plusieurs facteurs combinés peuvent expliquer ce déclin des populations a travers I'Europe. Dans
un premier temps, la modification des pratiques agricoles depuis les années 60 a largement fragilisé
I'espece. La généralisation, d’abord en Europe de I'Ouest, des monocultures (notamment celle du
mais ou du blé d’hiver), de ['utilisation croissante d’intrants chimigues et de pesticides et de
I'avancée des dates de moisson ont réduit I'accés a une alimentation riche et diversifiée pour le
hamster tout en le privant d’un couvert végétal indispensable pour se cacher des prédateurs,
surtout lors de sa sortie d’hibernation (Kayser et al., 2003; Surov et al., 2016; Tissier, Handrich, et
al., 2016). De plus, dans un écosysteme de plus en plus dégradé, les animaux ont tendance a
disperser davantage pour compenser I'indisponibilité de certaines ressources, voire a émigrer vers
des milieux plus propices a leurs besoins écologiques et physiologiques (Tissier, Handrich, et al.,
2016). L'augmentation croissante de 'urbanisation et de la fragmentation des paysages limitent
cette dispersion, accroissent les contraintes qui pésent sur les espéces et participent de concert a

morceler et isoler les populations déja fragilisées, accélérant ainsi leur disparition.

Aujourd’hui, Cricetus cricetus est protégé par la Convention de Berne de 1979 (annexe Il) relative a
la conservation de la vie sauvage et du milieu naturel de I'Europe, et par les directives Faune-Flore-
Habitats de 1992 (annexe V). Suite aux travaux menés sur I'espéce par de nombreux scientifiques
dans plus de 5 pays différents, le constat manifeste du déclin de I'espéce sur I'ensemble de son aire

de répartition a conduit I'UICN a revoir son statut de conservation (Figure 2B). En 2020, 'espéce
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est ainsi passée du statut de « Préoccupation Mineure » a celui de « En Danger Critique

d’Extinction », en faisant un cas extrémement rare de changement de statut (Banaszek et al., 2020).
Le cas frangais : une espéce Alsacienne

En France, I'espéce occupe I'Alsace depuis le Pléistocene (-2,6 millions d'années a -11 700 ans -
Baumgarth, 1996). Il y a encore une cinquantaine d’années, I'espéce était présente dans 329
communes d’Alsace, elle ne se retrouve plus aujourd’huique dans une vingtaine de communes. On
estime que le hamster a disparu de 94% de son aire de répartition francaise en moins de 50 ans
(Chaigne et al., 2015). La France a progressivement |égiféré sur le statut de conservation du hamster
et deux premiers Plans Nationaux d’Action (PNA) ont été mis en place de 2000a 2011. Cependant,
les mesures prises pour la protection de I'espéce ont été jugées insuffisantes par la Cour
Européenne de justice qui, en 2011, a condamné I'Etat francais pour le non-respect de la directive
Habitats et manquement a I'obligation de protéger une espéce en danger. Sous la menace d’une
amende de plusieurs millions d’euros, des programmes de conservation ont ainsi vu le jour, a
commencer par la mise en place de 2 nouveaux PNA dont un établi sur 10 ans (2012-2016, 2019-
2028). En parallele, des programmes européens comme le Life+ Alister (2014-2018) ou le
programme INTERREG - CRICETUS® (2021-2023) ont permis des collaborations internationales et
entre différentes parties prenantes se retrouvant autour des mémes problématiques pour la
conservation de l'espéce. Ces différents programmes ont rassemblé des partenaires du monde
agricole, scientifique, associatif, industriel privé et public et institutionnel afin d’élaborer des

solutions cohérentes et concrétes pour 'espéce et les différents acteurs du territoire.

Les programmes de conservation nationaux ou internationaux présentent souvent des axes de
travail similaires. Ils incluent notamment, sans se limiter a, la protection de I"habitat de I'espece, la
reconnexion des populations et la translocation d’individus du milieu captif au milieu sauvage. Des
projets de recherche, fondamentaux ou appliqués, viennent compléter les mesures mises en place

et tester de nouvelles stratégies pour proposer des pistes d'amélioration.

La stratégie Francaise privilégie avant tout la restauration des conditions agro-environnementales
propices au hamster, en se concentrant sur trois Zones de Protection Statique (ZPS) préalablement
définies en fonction de critéres écologiques et de la présence de |'espéce. Cependant, étant donné

les effectifs locaux tres limités observés et le risque d'extinction de I'espéece, ces mesures ont été

6 CRICETUS - Protection du Hamster commun et de la biodiversité des paysages agricoles du Rhin Supérieur
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complétées par des actions visant a renforcer les populations sauvages dans des secteurs

écologiguement favorables.

2. Le programme de translocation

Depuis le début des années 2000, de nombreuses mesures ont été mises en place pour tenter
d’endiguer I'érosion rapide des populations de hamster. Une des actions les plus concrétes menées

dans le cadre des PNA successifs est le renforcement des populations sauvages de hamster.
Objectifs et application

En 2023, cing pays européens sont impliqués dans I'élevage et le lacher de hamsters dans un but
de conservation (lI'Allemagne, I'Ukraine, la Pologne, les Pays-Bas et la France). Pour tenter
d’endiguer le phénoméne du « vortex d’extinction » (Frankham et al., 2002) qui s’exerce sur les
petites populations isolées, une taille de Population Minimum Viable (PMV) a été calculée pour les
hamsters en Alsace. Elle est estimée a environ 1500 individus adultes au printemps sur un habitat
connecté de 600 hectares (Kayser, 2004). Pour atteindre cet objectif, un programme de
renforcement des populations sauvages, par des lachers annuels d’individus adultes (agés d’un ou
deux ans), nés en captivité, a été mis en place depuis 2003 (premier PNA 2000-2004). Les sites de
réintroduction sont sélectionnés dans des zones ou les populations de hamsters ont récemment
décliné, voire disparu, de préférence a proximité de noyaux de populations relictuelles. L’ objectif
essentiel est de rétablir un réseau de sous-populations connectées, créant ainsi une
métapopulation fonctionnelle au sein de chaque ZPS. Le choix des parcelles de réintroduction est
effectué en collaboration avec les agriculteurs locaux et les autorités municipales concernées. En
régle générale, un site de réintroduction couvre une superficie de 3 a 5 hectares et accueille entre

60 et 100 hamsters d’élevage agés de 1 a 2 ans.
Evaluation et difficultés

L"évaluation du succés des renforcements est effectuée une fois en septembre, lorsque les individus
se préparent a entrer en hibernation. L'intégralité des terriers occupés est dénombrée de maniére
exhaustive avant I'hibernation (fin septembre) dans les parcelles de lacher. A cette période, les
individus occupent le terrier au sein duquel ils hiberneront. Un terrier est considéré comme occupé
si des feces fraiches ou des traces d’alimentation récentes et/ou du déblai récent (sol frais, non

tassé) aux abords de I'entrée du terrier sont observés (M. Virion, 2018).
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Les études conduites en 2010 et en 2011 indiquent qu’une protection par des clétures électriques
permet de limiter I'intrusion des renards sur les parcelles de lacher, favorisant ainsi la survie des
hamsters (Villemey et al., 2013). Depuis 2012, les sites de lacher sont systématiquement cloturés.
Si cette stratégie semble avoir montré son efficacité les premieres années (une multiplication par
10 ou 15 de la survie et une reproduction d’au moins 40 a 50% des femelles lachées), une
diminution progressive du succes des renforcements est venue remettre en question |'utilité de ces

dispositifs.

Des recherches ont révélé que les prédateurs sont capables d'établir un lien entre la présence de
clétures et I'abondance soudaine de proies, et qu'ils peuvent apprendre a les franchir (Moseby et
Read, 2006). De plus, ces clétures nécessitent un entretien régulier pour étre efficaces et elles ne
ciblent gu’un nombre limité de prédateurs. Une autre hypothése avancée serait que la « qualité »
des hamsters en élevage aurait diminué et, apres de nombreuses générations en captivité, les
animaux seraient moins aptes a s’adapter a un nouvel environnement (Wagner et al., 2017). Ainsi,
le succes des renforcements ne dépendrait pas uniguement des facteurs abiotiques mais pourrait

également étre lié a des parametres propres aux individus lachés.

V. Contexte de I'étude

Les questionnements abordés dans cette thése ont émergé suite a des observations occasionnelles
effectuées durant un stage mené au Département d'Ecologie, de Physiologie et d'Ethologie (DEPE,
IPHC, CNRS) a Strasbourg, dans le contexte de la thése de Mathilde Tissier. A cette époque, notre
objectif était d'évaluer l'efficacité d'un systéme de tubes anti-prédation visant a améliorer
I"utilisation des passages afaune pour les micromammiféeres dont le Hamster commun. Ce dispositif
a dans un premier temps été testé en milieu contrélé. Nous utilisions pour cela un furet vivant,
séparé des hamsters par un grillage, afin de reproduire un risque de prédation et évaluer si les
hamsters utilisaient ce tube-anti prédation, placé au centre d’une aréne de test, pour se soustraire
au prédateur (Tissier et al., 2016 ; Tissier et al., 2018a). Les hamsters adultes, nés et élevés en
captivité et testés dans ce dispositif, présentaient des comportements inattendus pour une espece
proie (curiosité envers le prédateur, tentatives d’attaques, etc. —Tissier, Bousquet, et al., 2019). En
revanche, des hamsters qui, pour une autre expérimentation, avaient passé plusieurs mois dans un
grand enclos extérieur, avaient utilisé le tube immédiatement et étaient restés cachés a l'intérieur
toute la durée de la confrontation. Ces observations, bien que n’ayant été faites que sur 3 individus,
ont remis en question I'impact de la captivité sur les comportements des hamsters et leur

adaptabilité au milieu naturel.
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Avant ces observations, aucune étude n’avait été réalisée sur le comportement anti-prédation du
Hamster commun élevé en captivité sur plusieurs générations. Bien que I'impact de la captivité sur
les comportements des animaux soit largement documenté, il était communément admis que,
n’interagissant pas avec 'Homme au sein de I'élevage et n’ayant pas été « domestiqués », les
hamsters gardaient leurs capacités et comportements naturels. Mises en paralléle avec les faibles
résultats des comptages annuels quantifiant le succés des renforcements de population, ces
observations ont été al'origine des premieres pistes de réflexion quant a la « qualité » des animaux
lachés. En complément, les tests de confrontation réalisés avec le furet ont mis en évidence les
limites de I'utilisation d’un animal vivant pour quantifier les réponses anti-prédation, notamment
en termes de répétabilité et de standardisation des attaques. C'est suite a I'ensemble de ces

constats que les premiers tests présentés dans ce travail de thése ont vu le jour.

L’observation des jeunes hamsters au laboratoire et les discussions avec le personnel animalier
m’ont également conduit a m’interroger sur I'ontogénie des comportements chez cette espéce et
I'impact de la captivité sur leurs capacités d’adaptation au milieu naturel. Les questionnements

présentés dans le second chapitre de cette thése ont découlé de ces observations.

Ce travail s’inscrit dans un projet de these CIFRE (Conventions industrielles de formation par la
recherche) qui fait partie des mesures d’accompagnement aux mesures compensatoires mises en
place suite a la construction du Contournement Ouest de Strasbourg (COS — voir la partie « avant-
propos »). Elle fait aussi partie intégrante de I'axe 4.3 et 4.4 du PNA Hamster 2018-2029 (annexe
5).

Une partie de ce projet (I'article 2 et le chapitre 3) est issue d’une collaboration avec I'Office

Francais de la Biodiversité (OFB).

33



Introduction

V. Objectifs de la thése

Compte tenu de la mortalité élevée observée apres les lachers ainsi que des observations réalisées

en conditions controlées, cette thése adresse la question principale suivante :

Comment améliorer la fitness des hamsters élevés en captivité et lachés dans le cadre des

renforcements de population ?
Ce travail s’articule autour de trois chapitres, abordant trois questions principales.

Chapitre 1: Quel est I'impact de la captivité et d’'un pré-lacher sur le comportement anti-

prédation des hamsters ?

Ce chapitre est composé de deux études. Je me suis dans un premier temps intéressée au
comportement anti-prédation de hamsters agés d’un an et confrontés a un risque de prédation
(Box 1). Dans un second temps, j'ai cherché a identifier si un court séjour dans un milieu semi-
naturel, figurant un soft-release, pouvait impacter les réactions des hamsters confrontés a ce méme

risque de prédation (Article 1).

Chapitre 2 : Quelles sont les capacités comportementales et reproductives de hamsters avant

leur premiere année ?

Ce deuxiéme chapitre, également composé de deux études distinctes, m'a conduit a explorer deux
aspects différents. Tout d'abord, j'ai investigué si de jeunes individus, nés en captivité, réagissaient
de la méme maniere que des hamsters agés d'un an lorsqu'ils étaient exposés a un risque de
prédation (Box 2). Ensuite, j'ai entrepris de déterminer dans quelle mesure des hamsters relachés
avant leur premiere année pouvaient se reproduire dans leur environnement naturel, et en quelles

proportions (Article 2).

Chapitre 3: Quelle est l'influence de parametres intra et extrinseques sur la fitness des

hamsters lachés dans le milieu naturel ?

Dans ce chapitre final, mon objectif était de tester in natura les conclusions tirées des deux
chapitres précédents (Article 3). Menée sur trois années consécutives, cette étude visait a
comparer les aptitudes de survie et de reproduction entre les hamsters ayant été soumis a un soft-
release et ceux relachés sans cette expérience. De plus, j'ai également pu effectuer des
comparaisons similaires en examinant ces mémes parametres entre les hamsters relachés avant

leur premiére année et ceux lachés a l'age d'un an.
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|. Biologie et écologie de |'espece

e Hamster commun, ou Hamster d’Europe, est un mammifére de I'ordre des Rodentia
(rongeurs). Il est le plus grand représentant de la sous-famille des Cricetinae (hamsters) ; le
seul représentant contemporain du genre Cricetus et le seul hamster sauvage d’Europe

occidentale (Krystufek et al., 2020).
Caractéristiques

Les hamsters se caractérisent par un pelage tricolore (blanc, roux et noir). Il existe un dimorphisme
sexuel avec les males mesurant entre 27 et 32 cm pour un poids moyen de 350 g, tandis que les
femelles ont une taille comprise entre 22 a 25 cm et un poids d'environ 260 g (Nechay et al., 1977).
Cette espéce hiberne environ six mois par an, d’octobre a mars/avril en fonction des régions. Les
males agés d’au moins un an sont les premiers a entrer en hibernation, suivis par les femelles. Les
jeunes de 'année sont les derniers a débuter leur hibernation (Ulbrich & Kayser, 2004). Durant
I'été, les hamsters accumulent des réserves de graines qu’ils consommeront progressivement,
entre deux phases de torpeur, au cours de I'hibernation. Durant I'hiver, les hamsters alternent des
phases d’euthermie, caractérisées par une température corporelle autour de 36.9 + 0.7°C (Wollnik
and Schmidt 1995) et des phases de torpeur caractérisées par une chute de la température
corporelle (7.3 £ 0.4°C, minimum mesuré dans le milieu naturel - Siutz et al., 2018)). Les torpeurs
durent en moyenne 3.6 jours mais varient beaucoup en fonction de la condition corporelle et des
réserves stockées par chaque individu (Ruf & Geiser, 2015). Le cycle saisonnier et la masse des
individus dépendent notamment de leur horloge circadienne endogéne (Masson-Pévet et al.,

1994).
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Figure 2 : Aire de distribution passée et actuelle de Cricetus cricetus. (A) Aire historique maximale
au 20°™ siecle (Krystufek et al., 2020), (B) Carte de distribution avec en orange, les zones de
présence actuelle de I'espece (Banaszek et al., 2020) ainsi que le statut de conservation actuel

attribué par I'lUCN (IUCN, 2022).
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Comportements

Peu d’études ont été menées jusqu’a aujourd’hui sur le comportement du Hamster commun.
'espéce est caractérisée comme solitaire, territoriale, majoritairement crépusculaire et nocturne
bien que selon les localités, une activité diurne soit parfois observée (Kaim et al., 2014). L’activité
hors du terrier semble dépendre de la saison mais également de la localité avec notamment des
pics d’activité plus tardifs et plus courts dans les zones urbanisées (Krystufek et al., 2020). Souvent
décrite comme une espéce agressive, les comportements agonistiques sont généralement
observés entre males en compétition lors de la saison de reproduction (Franceschini-Zink & Millesi,
2008). Les femelles peuvent se reproduire avec plusieurs males et des cas de multi-paternité ont
été démontrés avec jusqu’a trois males différents partageant la paternité d’une méme portée

(Surovet al., 2019).
Ecologie

Les hamsters sont omnivores avec un régime constitué d’environ 82% de végétaux (grains et parties
vertes de plantes cultivées et d’adventices (Tissier, Habold, et al., 2019) et 18% de produits d’origine
animale (vers de terre, limaces, insectes, grenouilles, |ézards ou d’autres micromammiferes tels les
mulots et les campagnols - (Gdorecki & Grygielska, 1975)). Dans le milieu naturel, les hamsters
s’hydratent grace aux fruits et végétaux frais (Vohralik, 1974). Des cas de cannibalisme peuvent se
produire lors des pics de densité (Nechay et al., 1977) ou lors de carences avec par exemple des
infanticides maternels observés en captivité et dans le milieu naturel en raison d’une
surconsommation de mais entrainant une carence en tryptophane et en vitamine B3 (Tissier et al,,

2017).

Sur I’'ensemble de son aire de répartition, Cricetus cricetus est la proie de 24 espéces de rapaces et
12 espéeces de carnivores terrestres incluant les buses (Buteo buteo), les renards (Vulpes vulpes),
les martres (Martes martes) ainsi que les chats (Felis catus) et chiens domestiques (Canis lupus
familiaris - Krystufek et al.,, 2020). Les hamsters vivent dans des sols stables principalement
composés de loess (sol trés dense et fertile issu de dépots sédimentaires) leur permettant de
creuser des terriers complexes avec plusieurs chambres, galeries et entrées. Les structures varient
au cours des saisons et la profondeur des terriers fluctue de 0,8m en été a 2m en hiver (Figure 3).
Les territoires des femelles couvrent généralement environ 0,2 hectare, tandis que ceux des males
s'étendent sur environ 1,8 hectare, chevauchant souvent les territoires de plusieurs femelles

(Ulbrich and Kayser, 2004).
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© Deutsche Wildtier Stiftung

Figure 3 : Représentation de I'organisation d’un terrier de hamster avec une ou plusieurs zones de
repos (1), un garde-manger (2) et une zone pour les feces (3).

Traits d’histoire de vie

Cette espece est caractérisée par une durée de vie courte et un taux de reproduction élevé. Dans
le milieu naturel, son espérance de vie est estimée a environ 1 an pour les maéles et 1,25 an pour
les femelles avec un maximum de 3,5 a 5 ans pour les individus élevés en captivité (Franceschini-
Zink & Millesi, 2008). Une étude, basée sur des recaptures en milieu péri-urbain, a montré que
moins de 20% des jeunes de I'année semblent survivre jusqu’au printemps suivant (Franceschini-
Zink and Millesi, 2008a). Les femelles sont capables de produire jusqu’a 3 ou 4 portées par an
(Franceschini-Zink and Millesi, 2008b). Afin de maximiser les chances de reproduction, les femelles
présentent un cestrus postpartum i.e. elles sont capables de se reproduire a nouveau rapidement
aprés la mise-bas (Vohralik, 1974). Cette stratégie de combiner gestation et lactation se rencontre
chez d’autres espéces de petits mammiféres (Norris & Adams, 1981 ; Fortun-Lamothe et al., 1999),
elle permet la production rapide de plusieurs portées par saison et induit une forte pression sur la
condition corporelle des meres (Martinez-Gomez et al., 2004). La gestation dure entre 17 et 21
jours et les portées sont constituées de 3 a 15 petits dans le milieu naturel et de 4a 11 en captivité
(Vohralik, 1974). Des données plus récentes, en Europe de I'Ouest notamment, ont fait état d’une
diminution du succés reproducteur des hamsters sauvages ces derniéres décennies avec un

nombre moyen de petits par femelle estimé a 5,6 dans les années 2000, contre 10,2 entre 1914 et
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1935 (Surov et al.,, 2016). Cependant, il peut étre difficile de comparer les données car les
méthodologies employées pour estimer le nombre de jeunes par femelles n’étaient pas les mémes
(par exemple via comptage des cicatrices utérines qui indiquent I'implantation antérieure d'un
embryon ou le comptage du nombre moyen d’embryons, trés différente du comptage des jeunes

al’émergence).

Les jeunes naissent nus et aveugles et pésent environ 5g (Vohralik, 1975). Au 6éme jour apres la
naissance, ils commencent a manger des végétaux et entament leurs premiers déplacements vers
8 jours mais ils ne commencent a s’éloigner de leur mere que vers 13-15 jours, quand leurs yeux
s’ouvrent (Vohralik, 1975). Les jeunes émergent des terriers entre 18 et 25 jours apres la naissance
et sont sevrés approximativement au méme moment, ils pésent alors entre 70 et 110g (Pluch et al.,
2014). La littérature est contradictoire quant a I'dge de la maturité sexuelle estimée entre deux
mois et un an (Nechay, 2000; Franceschini-Zink & Millesi, 2008; La Haye & Muskens, 2004;
Monecke & Wollnik, 2008).

II. Les lachers

Les animaux lachés proviennent des élevages de I'lPHC (CNRS, DEPE, Strasbourg), du parc animalier
du NaturOparC (Hunawihr) et de l'association Sauvegarde Faune Sauvage (SFS, Jungholtz). Les
ldchers sont réalisés sur des parcelles de céréales a paille d’hiver (non fauchées en juillet et laissées
sur pied jusqu’au 15 octobre) ou de luzerne (fréquence réduite de la coupe). Les hamsters sont
relachés dans des terriers artificiels et disposés tous les 20m minimum le long de transects
paralléles. Ces pré-terriers sont constitués par deux galeries se rejoignant a leur extrémité, I'une
verticale allant jusqu’a 70-100 cm, 'autre oblique distante de 50 cm de la premiére (annexe 2 -
Villemey et al., 2013). Ll'intégralité des animaux relachés est identifiée individuellement grace a une
puce RFID implantée en sous-cutané (YES MINI, 1,4*8,5mm, SAPV, L'Hay-les-Roses, France). Les

lachers ont lieu entre le ler avril et le 30 juillet.

Un seul hamster est laché par terrier avec un apport alimentaire complémentaire (mix de graines
et de végétaux). De plus, sur chaque site de réintroduction, la parcelle est replantée en céréales a
paille d'hiver au cours de la saison culturale suivante (N+1, c'est-a-dire l'année aprés la
réintroduction). Cette pratique s'avére cruciale, car les périodes de moisson sont étroitement liées
a la mortalité des hamsters (La Haye et al., 2014). Maintenir un couvert végétal permanent sur ces
parcelles offre une protection et une source de nourriture locale pour les hamsters réintroduits

ainsi que pour leurs descendants nés dans leur milieu naturel, jusqu'a leur entrée en hibernation.
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Pour promouvoir la diversité alimentaire disponible pour les hamsters réintroduits, une ou deux
bandes de couvert diversifié, d'une largeur de 4 métres chacune (en fonction de la largeur de la
parcelle), sont semées. Ces bandes comprennent des cultures telles que le tournesol, le radis
chinois et la vesce commune, soigneusement sélectionnées pour augmenter la variété des sources

de nourriture a disposition des hamsters (Kletty, 2020 ; Tissier et al., 2021).
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Captivité, Semi-liberté & Comportement

« Il est plus facile de sortir de la captivité que d'entrer dans la liberté »

Arthur Schopenhauer

43



Chapitre 1

Résumé du chapitre 1

Les études présentées dans ce chapitre ont abordé deux problématiques principales. La premiére
se focalise sur l'impact des conditions de captivité sur le comportement anti-prédation des
hamsters. Etant donné qu’en France, les populations de hamsters sont renforcées & partir
d'individus provenant de trois élevages distincts, il était pertinent d'explorer si les conditions
d'élevage en elles-mémes influengaient les réactions des hamsters lorsqu'ils étaient confrontés a
un risque de prédation. Les résultats n’ont pas permis de mettre en évidence de différences nettes

de comportement entre les hamsters issus d’élevages différents. Cette étude est présentée dans la

Box 1, non soumise a publication.

La seconde partie de ce chapitre se penche sur l'effet d'un séjour de deux semaines dans un
environnement semi-naturel surles comportements des hamsters soumis au test de confrontation
a la prédation présenté dans la box 1. Pour cette étude, des hamsters femelles d’un an ont été
lachées dans un grand enclos extérieur pluri-individuel protégé des prédateurs. Apres ces deux
semaines en semi-liberté, les femelles ont de nouveau été soumises au test de prédation. Les
résultats de cette étude ont démontré que cette breve exposition a un environnement semi-
naturel, que la littérature qualifie de premiére étape d’un "soft-release", a modifié les réponses
comportementales des femelles. Ces dernieres se sont mises a I'abri plus rapidement et ont

significativement prolongé la durée pendant laquelle elles se sont abritées, parrapportaux femelles

témoins, testées dans des conditions identiques, mais n’ayant jamais quitté leurs cages d'élevage.
Les résultats détaillés de cette étude sont présentés dans I'Article 1 de ce chapitre et ont été publiés

en septembre 2023 dans la revue Peer).

L'analyse globale de ces résultats nous a permis de constater une diminution des comportements
adaptatifs en réponse a un risque de prédation chez les hamsters élevés en captivité sur plusieurs
générations. De plus, il est ressorti de nos observations que cette perte comportementale ne

semblait pas étre irréversible. Ces conclusions ont ouvert la voie a des réflexions sur les premiéres

approches possibles pour améliorer les stratégies de renforcement des populations de Hamsters

communs.
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BOX'1

Influence of breeding conditions on the behaviour of

Common hamsters facing predation risk

Comparing anti-predator behaviours of hamsters from two different breeding units under

controlled conditions

Julie Fleitz, Loréne Garnier, Manon Mounier, Mathilde L. Tissier, Yves Handrich

Unpublished work
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Introduction

ith the increasing threats to plant and animal species worldwide, it is predicted that

thousands of species will need to be partially bred and reared in captivity to prevent

mass extinctions (Soulé, 1985 ; Butchart, 2010; Ceballos et al., 2015). However,
captivity has been associated with the relaxation of selection pressure (Mcphee & Mcphee, 2012),
leading to the selection of extreme behaviours (McPhee & Silverman, 2004) or, conversely, the
homogenization of behavioural variation within these captive populations (Shier, 2016). Ultimately,
this can decrease the long-term viability of the species (Smith & Blumstein, 2008) by selecting
animals unable to survive in a complex, unpredictable ecosystem. Indeed, the predictable and
controlled nature of captive environments can result in the selection of individuals incapable of
coping with natural environment after release (Shier, 2016). For example, a study showed that
captivity negatively affected post-release survival of translocated ratsnakes (Pantherophis
obsoletus) and that their survival probability declined the longer the snake spent in captivity
(DeGregorio et al., 2017).1n 2018, Swaisgood et al. (2018) also showed that wild-born giant pandas
(Ailuropoda melanleuca) focus their behavioural feeding effort on more nutritious bamboo than
captive-born individuals. These behavioural differences could have a deleterious impact on the

fitness of individuals translocated for conservation purposes.

In the case of the European hamster (Cricetus cricetus), conservation programs initiated in the 90s
were associated with the establishment of captive breeding in several Western European countries
such as Germany, Belgium, The Netherlands, and France. Very little information is available to date
on the behaviour of hamsters reared in captivity for conservation purposes, and in particular their
reaction to predation risks. In France, the first hamsters bred in captivity to reinforce wild
populations came from wild hamsters captured in the region and from a local laboratory breeding
unit where hamsters had been used as lab animals over 30 years. Captive-born hamsters were

released for the first time in 2003.

Nowadays, in Alsace (France), three units are breeding hamsters for conservation translocation
programs. While the participation of various, independent breeding units in the reinforcement
program can be a great advantage to keep a high genetic diversity among the captive population
(Robert, 2009), significant variations in breeding conditions exist among these units. More
precisely, hamsters come from two breeding centres with similar breeding conditions: Sauvegarde
Faune Sauvage (SFS, Jungholtz, France), and NaturOparc (NOP, Hunawihr, France). These centres

specifically breed hamsters for release when the individuals are one or two years old. The third
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centre involved in the reinforcement program is a laboratory of the National Centre for Scientific
Research (CNRS, Strasbourg, France), the Institut Pluridisciplinaire Hubert-Curien (IPHC). The IPHC
breeds hamsters for both conservation and research purposes to respond to fundamental and
applied questions related to the species. Due to these dual objectives, hamsters bred at the IPHC
are not reared under the same conditions as those from the two others breeding centres. Different
studies have highlighted the fact that breeding conditions can have negative effects on behaviours
and be linked with a decrease or a maladaptive response to a predation risk” (Courtney et al., 2017;
Swaisgood et al., 2018; Tissier, Bousquet, et al., 2019; Rowell et al., 2020;). Individuals raised in
cramped conditions lack essentials stimuli for the cognitive development of key adaptative traits
(Wells, 2009). Factors such as cage size, access to an artificial burrow/to a shelter, or the frequency
of interactions with animal keepers may influence the behaviours of captive-bred individuals (Wells,
2004; Lutz and Novak, 2005), potentially impacting their survival after release (Wells, 2009; Tetzlaff

etal., 2019).

In this study, we assessed whether behavioural differences existed between hamsters reared in
different conditions when exposed to a predation risk. We exposed hamsters from two breeding
units to a predator model and recorded their behaviours during the experiment. We predicted that
hamsters raised in a breeding unit providing an enriched environment with limited human contact
would exhibit more adaptive responses during a simulated predator confrontation (e.g., seeking
shelter quickly and remaining hidden for extended periods) than hamsters bred in standardized

cages with very limited access to space and enrichments.

Materials and Methods

Animals and breeding units

In this experiment, we used a total of 23 one-year-old female European hamsters from two of the
main French breeding centres: 12 hamsters came from the IPHC breeding unit and 11 from the NOP
breeding unit. Hamsters from the SFS breeding unit were not tested in this study, as they are raised
in conditions very similar to those at NOP. All hamsters included in this study were born within their
respective breeding unit and were descendants of wild individuals captured in the region and bred

in captivity for over 20 generations (Losinger et al., 2004). The breeding units in this study exhibited

7 Predation risk is not solely determined by the predator's presence; itis influenced by a combination of biological
and environmental factors that are unique to the prey, the predator, and the surrounding ecosystem (Moll et al.,
2017)
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differences across various factors (Figure 1 and Table 1). First, the NOP unit used cages that were
three times larger than those in the IPHC unit. In addition, the NOP cages only had one side with a
metal grid and three opaque walls, where the IPHC cages were made of a transparent plexiglass
box. These boxes are used to allow a visual control of the animals. The enrichment available for the
hamsters differed in the two breeding units. The IPHC unit provided small PVC tubes installed
vertically (with a lateral opening) or horizontally so hamsters could access a small shelter mimicking
a burrow. The NOP unit provided hamsters with larger concrete shelters, pushed at the end of the
cages to offer a darker, protected spaces as an artificial burrow and oriented to limit visual contact
with the caretakers. The cleaning procedures for the cages were distinct as well. Inthe IPHC, as the
hamster are also used for research purposed, cleaning was more frequent and hamsters were
removed from their cages at each cleaning event (with a plastic, transparent box) before being
replaced in a new, clean one. In the NOP unit, the larger cages allowed for less frequent cleaning
and no need to move the animals as the bedding material lays on a drawer that could be easily
removed below the cage (Table 1). In the two breeding units, food (dry food “Top Rongeur
Guyolap”, Evialis, Saint-Denis, France) and a mix of diverse cereals seeds as corn, wheat, sunflower

etc.) and water were provided ad libitum.
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Table 1: Comparison of the rearing conditions of the two breeding units. The stars represent the
periods: * active season (from March to November) and ** hibernation (November to March).

Parameters IPHC NaturOparc
No. of
hamsters 11 12
Age Between 12- and 14-month-old Between 10- and 12-month-old
Parents IPHC NaturOparc for all the mothers,
origine IPHC for 7/12 of the fathers
T Plexigl ith | gri
Breeding ransparent eilcg);i(;:jegf with metal grid Opaque metal cage with front-
i tal grid
c'ages E,md 42x26x18 with part of the lid raised 5 cm opening metat gri
dimensions _ ) 60x60x40
above the upper limit of the bin
Bedd|r_1g 100% corn cobs 2/3 corn cobs and 1/3 flax litter
material

Enrichments

Small vertically or horizontally positioned

PVC tubes + sheets of paper towel + nest

made of compacted poplar fibres + small
beech wood logs

Clay wine rack simulating an
artificial burrow + sheets of
paper towel

Active season*: Once every two to four
weeks. Hibernating season**: every three
weeks if the hamster is still active, no

Active season®: Once per
month. Hibernating season**:

Cleaning changes if it is hibernating. For each no tot.al (?hange, Some beddmg
frequency _ material is added or removed if
change, hamsters are taken out of their
) needed, hamsters are not
cages in a small .
) removed from their cages
transport box and placed in a clean cage
Temperature Active season®: 20+3°C. Active season®*: 20+3°C.
P Hibernating season**: 12+3°C. Hibernating season**: 10+3°C.
Natural and artificial, followin
Light Artificial, following natural photoperiod . &
natural photoperiod
Humidity 65% NA
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Figure 1: Picture of a breeding room (A) and of an individual breeding-cage in the IPHC unit (B).
Picture of 8 cages (C), the front part (D) and the inside (E) of a single cage in the NOP breeding unit.
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Experimental design
To investigate the instinctive anti-predator responses of captive-bred hamsters of two different
breeding units, we developed a standardized confrontation test with a predator model, a
taxidermically-mounted red fox in an attack posture to which fresh fox scent was associated (see
Fleitz et al, 2023 for details). The experimental set-up could be dismantled, allowing tests to be
carried out in rooms adjacent to the two breeding units. Hamsters are considered as crepuscular
and nocturnal animals but is also characterized as diurnal in part of its range (Kaim et al., 2014).
Additionally, they are also observed active during the day (when there is the most ambient activity
and noise) and due to staff constraints and access to premises, tests were performed during
daylight hours (9h-17h) in both breeding unit. Before the confrontation tests, hamsters were
allowed to familiarize themselves with the experimental arena during a 5 min habituation session.
24h after this session, all hamsters participated in one standardized confrontation test with the

predator model, tests were filmed with a digital video camera.

The arena, predator model and confrontation test

For this study, the same arena and predator model than the ones descripted in Fleitz et al. (2023)
were used. The arena consisted of a rectangular PVC arena of 300x100x40 cm in the middle of
which a PVC tube, perforated at 50cm intervals, was placed. The tube mimicked the shape of a
tunnel, providing shelter, and was accessible to hamsters throughout the trials. The efficacy of such
PVC tunnel to act as an ‘anti-predation tube’ (APT) had been confirmed previously during
confrontation trials between hamsters and a mobile predator (the European ferret (Mustela
putorius); (Tissier et al., 2018; Tissier, Jumeau, et al., 2016).In the two breeding units, experimental
conditions were made as similar as possible (experimenters hiding behind the same opaque curtain,
noise and light conditions controlled to be as similar as possible between the two sites). One
parameter that could not be controlled was the odours during the tests, as hamsters may have
perceived some that the experimenters could not detect. Each test lasted 14 min and was divided
in 3 phases. The first phase was a pre-confrontation phase (Phase 1) during which the hamster was
placed in the arena and allowed to explore it freely. The predator model was introduced inside the
arena at the beginning of the second phase (Phase 2) which lasted 4 min. The movements of the
predator model were controlled by the experimenter hidden behind the opaque curtain and
followed a predefined decision tree (Fleitz et al., 2023 for details). At the end of this confrontation
phase, the model was removed, and hamsters were alone again during a post-confrontation phase

(Phase 3) that lasted another 5 min before being caught and placed back in their breeding cages.
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Behavioural recordings and statistical analysis
All confrontation tests were filmed, and video analysis was conducted using the Behavioral
Observation Research Interactive Software (Boris, v.6.3.3-2018; Friard & Gamba, 2016). The identity
of a hamster (i.e. whether it originated from NOP or IPHC breeding centres) during the
confrontation tests and subsequent video analyses was unknown to the experimenter. At the start
of the video analysis, an ethogram containing various behavioural variables was established (See
Tab. S1in Fleitz et al., 2023). During the analysis, the start and end times of the behaviours included
in this ethogram were marked and durations summed to establish a time budget for the different
behavioural variables. As the PVC arena represents an open space and the PVC tube in its middle is
the only place where hamsters can hide, this test allowed us to evaluate exploratory behaviour,
global mobility and anti-predation behaviours. During the phases 1 and 3 of the test, we evaluated
(i) the time (fraction) hamsters spent walking slow (associated to an explorative walk) or fast in the
arena, (ii) the time (fraction) spent immobile and (iii) the time (fraction) spent in the tube. For the
phase 1 only, we also looked at (iv) the latency before each hamster exits the transport box and
start exploring the arena. For the confrontation phase (phase 2 only), we analysed (v) the time
between introduction of the fox model into the arena and entrance of the hamster into the tube

(latency) and (vi) the number of attacks on the fox model.

Preliminary examination of the behavioural dataset revealed heteroscedasticity and skewed
distributions. Significance of differences between groups was assessed with Kruskal-Wallis test,

values presented are the chi-square approximations (H) and the associated probabilities (p).

All analyses and figures were made with R (v3.5.1; R Core Team, 2021) and the RStudio interface

(RStudio, Inc., v1.3.959. The significance threshold was set at p<0.05.

Results

We conducted a total of 23 confrontation tests (IPHCgroup: 11 tests; NOP group: 12 tests). During
these tests, two hamsters of the NOP breeding centre escaped the arena during the confrontation
with the predator model (phase 2), they were therefore removed of the analysis for the phase 2
and 3. Our results revealed significant differences between the two groups (Fig. 2). During the first
phase of the test (phase 1), hamsters of the NOP took more time to get out of the transport box
used to place the hamster inside the arena than hamsters of the IPHC group (X?=4.38, d.f=1,
p=0.04). They also walked faster in the arena (X?=8.16, d.f=1, p=0.004) and spent a greater

proportion of time immobile (X?=5.13, d.f=1, p=0.02) than the IPHC group. During phase 2

53



Chapitre 1

(confrontation with the predator model), hamsters of the NOP spent less time hiding inside the
tube (X?=5.77,d.f=1, p=0.02). Nosignificant differences in the six tested behavioural variables could

be observed during the post-confrontation phase (phase 3).

54



Chapitre 1

* Phase
A :r ________________ : B [ I| :-
: : 1 — S
: : . *
i i . s *
—_ " : . .
£ 1 .
x . t <
O . 0.7
o’ ' .
=1 ; 9 .
vl 1 _—
c g [0}
E ] 0
— [ =3 .
[} i +
)
fﬁa— _Enan o
c £
5 v .
o . =
: E ]
uD -
= - ;
s .
g H
i ] .
- -
: 1 :
Phase 1 : l
CNRS NOP CNRS NOP
* _ Phase| t’t _________ .
- & i T | 7
I 1 =K ] : 2
: : . : : @ 3
| i i |
g e i £ i ;
@ : * : t“' : : .
s e { S '
' 1 - 1 E I
E e i i a - %050 E
v A Vol z :
S i £ ] ;
| e 5 :
02 : $ T 025 ?
i E!i 1 dg o | o
E ]
Al 1l g
0.00 i 0.00 I .
CNRS NOP CNRS NOP

Figure 2: Latency for the hamsters to get out of the transport box (A) and the proportion of time
spent hiding inside the PVC tube (B), immobile (C) and walking fast (D). Values for individuals are
presented (black circles) for each group (IPHC/NOP) and each phase (1: Pre-confrontation, 2:
confrontation and 3: post-confrontation). Stars indicate significant differences between the groups
(*<0.05 and **<0.01).

55



Chapitre 1

Discussion

We found that hamsters from the two different breeding units display different behavioural
responses during the confrontation test with the predator model. Contrary to our hypothesis
however, hamsters raised in a breeding unit with an enriched environment and with limited human
contact (NOP) did not exhibit more “adapted” behavioural responses (e.g., responses that
guarantee better chances of survival in the wild after release in a context of predation risk as
seeking shelter quickly and remaining hidden for extended periods) during risk assessment than

hamsters from the IPHC unit.

Firstly, when the NOP hamsters were placed in the arena (pre-confrontation), it took them more
time to get out of the transport box, they also walked faster and spent more time immobile but did
not spend more time hiding inside the tube. As the PVCarena can be compared to an open field (a
large, unfamiliar, open and lighted space), it represents a conflict test for rodents reflecting their
contradictory tendencies to explore novel environments while also being apprehensive and
avoiding bright and exposed areas (Sturman et al., 2018). Therefore, the behavioural responses of
NOP hamsters may be interpreted in term of more cautious behaviours, as a high latency before
exploring an area or decreased locomotion are associated with anxiety and fear-related behaviours
(Riebe & Wotjak, 2012). These differences with IPHC hamster behaviours may reflect the fact that
NOP hamsters are not accustomed to being moved from their rearing cages, nor to be exposed to
noise or interactions with animal caretakers. This behaviour could therefore demonstrate a greater
stress response or anxiety when moved and exposed to an unfamiliar environment. It is important
to note that a stress response when animals are moved to a new environment can be
advantageous, as these individuals can be more attentive to their surroundings and react more
quickly in the event of danger. On the contrary, an inadequate response can have negative
consequences, ashamsters will not be able to correctly assess a potential danger and will only show
a poorly adapted response (Mccleery et al., 2014). Although acute stress may also be linked to other
problems such as reduced foraging and weakened immune systems (Cabezas et al., 2011), these
may have an impact on the fitness of newly released individuals in a translocation conservation
context. Furthermore, although NOP hamsters showed more signs of stress, they did not make

greater use of the PVC tube for hiding during this first phase.

During the confrontation phase (phase 2), hamsters of the two groups reacted to the predator
exposure, showing that they perceived the fox model as a potential threat (i.e increased use of the

PVC tube, decreased exploration). However, hamsters of the IPHC used the tube as a shelter
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significantly more than hamsters of the NOP. Hamster of the IPHC had free access to PVC tubes in
their breeding cage: they may have been used to using them to hide in case of a stressful situation.
Additionally, two hamsters from the NOP managed to escape during the confrontation phase by
jumping above the 30cm high PVC wall. This behaviour has never been observed for hamsters of
the IPHC (N=70 identical confrontation tests performed in the IPHC on adult hamsters and N=37 on
three-month-old individuals). One explanation could be the higher level of fear response and a
different reaction to a predation risk, leading to a preference for escaping at a distance rather than
hiding close to the source of danger. As fleeing may be an efficient strategy to escape predation, it
also involves a fitness cost (i.e., ceasing feeding or finding mates), has a higher energetic cost than
hiding, can make preys more visible and attract predator attention (Camp et al., 2012). Therefore,
the choice of the strategy used by animals facing a potential threat is crucial and can be driven by
multiple factors such as the perception of the danger itself, distance from shelter, the personality
and/or previous experience (Camp et al., 2012). Phenotypical differences observed between
captive and wild populations have been associated with environmental enrichment and habitat
complexity (Shier and Owings, 2006). In their breeding units, hamster from the IPHC can only hide
in a PVC tube in case of a stressful situation when the hamsters of the NOP have bigger, darker
cages that allow them to run in the back to hide if necessary. These differences in the captive-
breeding environment may play a role in the strategy used by these individuals in the case of a

predation risk.

Behavioural differences were observed before and during the confrontation phases but not in the
post-confrontation test (phase 3). It thus seems that hamsters’ behavioural responses were
homogenised after a stressful stimulus (exposure to the predator). Hamsters of the two groups
generally went out of the tube rapidly after the confrontation. If the exposure to the predator
model was perceived as an aversive stimulus, it was not enough to elicit a long-lasting fear

response.

Additionally, great variability in the behaviours displayed by individuals can be observed in both
breeding centers. This diversity may reflect a relaxed selective pressure that occurs in captivity
(Bryant & Reed, 1999; Mathews et al., 2005) and is suspected to decrease reintroduction success
in real and simulated populations (Mcphee & Mcphee, 2012; Robert, 2009). This released selective
pressure shapes phenotypes and genotypes adapted to the captive environment and may explain
the high short-term mortality of released animals, as they may exhibit behaviours that are not

adaptive in a wild environment. In this case, it does not seem to be linked to specific captive
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conditions, since a high degree of behavioural diversity is observed for the hamsters of both

breeding units.

Sample sizes for the NOP and IPHC groups were low (N = 12 and 11, respectively) and statistical
results have to be interpreted cautiously, testing additional individuals could also clarify these

results.

Conclusion

Different rearing conditions may play a role in how hamsters react to predation risk, but the
enriched environment of the NOP, when compared with the IPHC, does not seem to be sufficient
to influence hamster’s behavioural difference to an extent that will increase their chance of survival
after release. Indeed, the reactions of hamsters from the "enriched" captive environment (NOP)
were broadly the same than those of hamsters from the IPHC, except for a stress level that seems
higher for the latter individuals. This higher stress level could be a benefit or a drawback for post-
release survival, and further studies in natura would be needed to provide more definitive answers.
Furthermore, comparing captive-bred and wild individuals could provide insights into the influence
of captivity on hamsters' behaviours. The effectiveness of strategies aimed at enhancing the post-
release survival of newly released individuals, such as a soft-releases (i.e., pre-release of individuals
in a semi-natural environment before the definite release) has been tested on other species with
mixed results (Resende et al., 2021). Evaluating the potential benefits of such protocols on

European hamster would be of great interest.
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ABSTRACT

Captive breeding programs are an important pillar in biodiversity conservation,
aiming to prevent the extinction of threatened species. However, the establishment of
self-sustaining populations in the wild through the release of captive-bred animals is
often hampered by a high mortality upon release. In this study, we investigated how a
2-week confinement period within a large field enclosure affected the anti-predator
behaviour of ‘naive’ captive-bred hamsters and how potential modifications persisted
over time. During three consecutive tests, hamsters were confronted with a moving
predator model (a red fox mount, Vulpes vulpes) and their behaviour was filmed.
After the initial round of confrontation with the predator model, one group of
hamsters (field group) was released into a field enclosure protected from predators,
while the other group (control) remained in their individual laboratory cages. After 2
weeks, hamsters from the field group were recaptured and individuals of both groups
underwent a second confrontation test. A total of 1 month after their return from the
field enclosure, field hamsters were subjected to a last confrontation test. Video
analysis, investigating four behavioural variables, revealed that field hamsters
significantly modified their behavioural response following the 2 weeks confinement
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in the enclosure, while this was not the case for control hamsters. In addition, most

behavioural modifications in field hamsters persisted over 1 month, while others
started to revert. We suggest that an appropriate pre-release period inside a field
enclosure will enable naive (captive-bred) hamsters to develop an adequate
anti-predator behaviour that will increase their immediate survival probability upon
release into the wild. We believe that such measure will be of great importance for
hamster conservation programs.
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Introduction

Reinforcement or ‘restocking’ programs are widely used in biodiversity conservation to sustain or
restore declining or threatened populations (Fischer & Lindenmayer, 2000; Guy, Curnoe & Banks, 2013,
Bubac et al., 2019). Reinforcement is defined as the intentional addition of captive-bred individuals
or individuals from a stable wild population to an existing group of conspecifics, to recover
endangered populations (Zlatanova, 2016). Thisstrategy is largely used to increase population
density, to compensate for low dispersion rates, to correct skewed sex-ratios or to improve the

genetic status of small populations (Weeks et al., 2015).

Reinforcement programs have been implemented worldwide on a variety of taxa, ranging from
invertebrates to mammals (Soorae, 2018). Unfortunately, their success is often limited (Beck et al.,
1994; Black et al., 1997; Fischer & Lindenmayer, 2000; Short,2009). This is mainly due to the high
short-term mortality of animals released during restocking programs (Griffin, Blumstein & Evans,
2000; McPhee & Silverman, 2004; Shier& Owings, 2007; Brichieri-Colombi & Moehrenschlager, 2016;
Berger-Tal, Blumstein & Swaisgood, 2020). Four main reasons have been proposed to explain such high
post-release mortality: (1) the unfamiliarity of released animals with local conditions (Calvete &
Estrada, 2004); (2) the high risk of starvation due to the inability of captive-bred animals toforage
efficiently (Jule, Leaver & Lea, 2008); (3) immune deficiencies (Abolins et al., 2017),and (4) an alteration
of the instinctive anti-predator behaviour when reared in captivity over many generations (Miller et

al., 1990; Fischer & Lindenmayer, 2000; Griffin, Blumstein & Evans, 2000).

A number of studies have investigated possible alterations of the instinctive anti-predator behaviour
in prey species as a consequence of captive breeding (Shier & Owings, 2006; Carrete & Tella, 2015;
Jolly, Webb & Phillips, 2018). Some of these studies suggest that the effectiveness of the anti-predator
behaviour of fish, birds and mammals can be improved through a pre-release treatment (Griffin,
Blumstein & Evans, 2000; Guy,Curnoe & Banks, 2013; Edwards et al., 2021). Treatments can consist
of animals experiencing environmental enrichment, a soft release or antipredator training (i.e.,
conditioning desired behaviour) before release into the wild. The latter is characterized by a training
period during which an animal is exposed to a predator model coupled with aversive stimuli, such

as alarm signals (i.e., conditioning; Kleiman, 1989; MclLean, Lundie-lenkins & Jarman, 1996; Griffin,
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Blumstein & Evans, 2000; Shier & Owings, 2007).During soft releases, individuals experience a pre-
release period inside a field enclosure that mimics the environment of their future release site as
closely as possible but shelters them from predation. Presumably, the latter treatment improves the
ability of captive-bred individuals to recognize and avoid predators after being released and allows
them to familiarize themselves with new threats (Reading, Miller & Shepherdson, 2013; Resende et
al., 2021). However, the success of pre-release treatments differs between species andtheir efficacy
has rarely been tested for solitary-living prey species, which lack the horizontal transmission of

survival behaviour from conspecifics (Tetzlaff, Sperry & DeGregorio, 2019).

One such species is the European hamster (Cricetus cricetus), which, until the 1970s, was abundant
across Europe and Asia (Weinhold, 2009; Surov et al., 2016). However, due to habitat fragmentation,
agriculture intensification, and climate change, it is now one of the most threatened mammal
species in Western Europe (Weinhold, 2009; Tissier et al., 2016) and has recently been classified as
“Critically Endangered” by the IUCN (International Union for Conservation of Nature; Banaszeket al.,
2020).Inarecent study,European hamsters that were bred in captivity over 15 generations in France
showed a marked aggressive response when confronted with a mobile predator (European ferret,
Mustela putorius furo), rather than fleeing and hiding in an available shelter (Tissier et al.,2019).Such
behavioural response is not consistent with the common assumption that prey species only display
aggressive behaviour towards a predator when freezing or fleeing are not viable options (Eilam,
2005). Attacking an unknown predator is likely to be fatal for hamsters in the wild, questioning the
appropriateness of such a response (Tissier et al., 2019). Non-appropriate behavioural responses to
predation risk can be a major problem for reinforcement programs, especially when animals face a

high predation pressure upontheir release into the wild (Moseby et al.,, 2011; La Haye et al., 2020).

In addition to conservation measures focusing on habitat restoration (La Haye, 2013; Tissier et al.,
2018, 2021), reinforcement programs have been implemented in most western-European
countries, in an effort to sustain and restore the most fragile hamster populations across Europe
(the Netherlands: La Haye et al.,, 2010; Belgium: Verbist, 2008;and Germany: Sander & Weinhold,
2008). In France, a reinforcement program has been inplace since 2002 but its success has varied
considerably (Villemey et al., 2013; Chaigne et al., 2015). As part of this program, captive-bred
hamsters have been released at unharvested agricultural sites every spring for the past 20 years. To

prevent attacks from terrestrial predators, these sites are protected by electric fences throughout
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the hamster breeding season (Villemey et al., 2013). While such measures have generally improved
the post-release survival of hamsters, their mortality following release remained high in some years
(i.e., up to 91% during the first 4 months; calculated from Virion (2017)). This was mainly due to (1)
avian predation (2) terrestrial predators overcoming fences or (3) the dispersal of released hamsters
to areas with little or no vegetation cover, resulting in predation. Hence, while the reinforcement
program has allowed to maintain the relict hamster population in France, it has so far failed to
restore a viable, self-sustaining population (Tissier et al., 2019). Given the high mortality rates
following release, it would seem obvious that efforts should focus on increasing the post-release

survival of captive-bred hamsters to improve the effectiveness of this conservation measure.

In an effort to reduce post-release mortality of captive-bred hamsters, we investigated whether a
pre-release confinement inside a semi-natural environment might elicit a more appropriate anti-
predation response. To evaluate the efficacy of such confinement, hamsters were confronted with
a predator model before and after a 2-week period inside a large field enclosure (field group) and
their behaviour was recorded during these tests. To study whether potential behavioural differences
after such confinement persisted overtime, hamsters were confronted again with the same
predator model 1 month after their return to the captive indoor facility. The objective of the
confrontation with the predator model was not to condition hamsters to react more appropriately
to the risk of predation (i.e., not to conduct an antipredator training), but to assess how a short
period in a semi-natural environment might modify their anti-predator behaviour and elicit a more
appropriate response (Tissier et al, 2019). In parallel, we investigated whether the repeated
confrontation with a predator model alone could alter the behavioural responses in a group of
hamsters that remained inside the captive facility throughout experimentation (control group). This

experimental design allowed to address the following questions:

(1) Does a 2-week confinement within a large field enclosure affect the anti-predation responses
of ‘naive’ hamsters (confrontation test #1 vs #2)? (2) If anti-predation responses differ after the
confinement, do these modifications persist over time (confrontation test#3)? And (3) Does
repeated exposure to a predator model alone (without confinement period inside the field
enclosure) alter the anti-predator behaviour of hamsters (Control group, confrontation test #1 vs
#2)?

We expected that (1) a 2-week confinement in a large field enclosure will lead to a shiftin the anti-
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predator behaviour of hamsters between confrontation trials, leading to a more appropriate
response (i.e., flee and hide rather than mounting an aggressive defense; hypothesis 1); that (2)
any potential differences in anti-predator behaviour in the field group will diminish over time
(hypothesis 2); finally, we expected that (3) hamsters without such confinement will not show a

shift in their behavioural response between confrontation tests (hypothesis 3).

Materials and methods

Ethical note

This study followed the EU Directive 2010/63/EU guidelines for experiments, care and useof laboratory
animals. The experimental protocol was approved by an Institutional Review Board (Ethical Committee:
CREMEAS) under agreement number 02015033110486252 (APAFIS#397)02. At the end of the study,
hamsters were not euthanized as they were only subjected to behavioural tests without invasive
treatments. Individuals were released in to the wild the same year or the following year as part of

the annual reinforcement program.

Animals and housing conditions

We used 27 1-year-old female European hamsters that were born and raised in our captive breeding
unit (CNRS, IPHC-DEPE, Strasbourg, France). Only females were included in the study to (1) minimize
competition and potential conflicts within the enclosure (since females have smaller territories and
are less competitive than males) and (2) avoid reproduction within the enclosure (the behaviour of
pregnant females likely differs from that of non-pregnant females, potentially adding confounding
factors). Hamsters in this unit are the descendants of wild hamsters that were caught in the region
(near Blaesheim, Alsace, France) between 1996 and 2002 (Reiners et al., 2014). After weaning, all
hamsters were equipped with RFID tags (Radio-Frequency ldentification 1.4 “ 8.5 mm transponder),
injected under the skin (Yes Mini, SAPV 32500; Groupe SNVEL, Paris, France), for permanent
identification. Animals were housed individually in transparent Plexiglas cageswith wire lids (420% 265
©180mm, LYW ® H) that contained bedding material and enrichments (wood and shredded paper).
Water and food pellets (105 pellets, SAFE, Augy, France) were provided ad libitum. During
experimentation room temperature was maintained at 20—23 °C and light conditions followed the
summer photoperiod (16L:8D).

Hamsters were randomly assigned to two groups (control vs field group) before experimentation.
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Experimental design

To study the instinctive anti-predator responses of captive-bred hamsters and to investigate
whether a confinement in the enclosure might suffice to change their anti-predator behaviour, we
developed a standardized confrontation test with a predator model (Fig. 1). All experimental trials
were conducted on the CNRS Campus (Strasbourg,France) during daylight hours (9 am-5 pm) and
were filmed with a digital video camera.While hamsters are typically most active during dusk and
dawn, we took advantage of the observation that hamsters in our breeding unit are also active during
the day, when animalcare staff cleans cages and provides food and water. All hamsters (N=27) were
raised under similar conditions prior to treatment. Before the confrontation tests, hamsters were
allowed to familiarize themselves with the experimental arena during two habituation sessions (~12
min each), which were separated by 1 week. Following these sessions, all hamsters participated in
two standardized confrontation tests with a predator model, which were separated by 2 weeks (Table
1). During these 2 weeks, hamsters underwent two different treatments; hamsters of one group were
placed inside a large field enclosure (field group; N = 15), while hamsters of the other group (control
group; N = 12) remained in their individual cages at the breeding facility. Sample size was greater in
the field group to balance the potential loss of individuals during the period in the field enclosure
(i.e., escape/mortality from natural causes). A total of 2 weeks after the release of the field group into
the enclosure, hamsters were recaptured by trap (MCL Leclercq, Wavrin, France) and underwent a
second confrontation test 24 h after their return to the breeding unit.

Similarly, control hamsters underwent their second test 2 weeks after their first, albeit without a
confinement period in the field enclosure between tests (Table 1). To ensure a similar treatment
between groups, hamsters of the control group were placed in individual wooden boxes and taken
on a 25 km drive for 30 min the day before their second confrontation test. Hence, both groups
experienced a disturbance related to transportation just before their second test round. Finally, 1
month after the second confrontation test,hamsters from the field group underwent a third test.
The control group could not undergo a third test because these animals had already been released
as part of the annual reinforcement program. However, given that the control group did not exhibit
behavioural modifications between test 1 and test 2, we considered a third test, investigating the

persistence of behavioural modifications, as unnecessary.
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Table 1 Outline of experimental trials.

Before treatment Treatment 24 h after treatment 1 month after treatment
(test #1) (test #2) (test #3)
Control group First confrontation 2 weeks in the laboratory Second confrontation test NA
(N=12) test
Field group First confrontation Confinement period (2 weeks in the field  Second confrontation test Third confrontation test
(N =10) test enclosure) (N=29)
Camera

Predator model manually
operated (see text)
+ smell from fox-fur

@ @& (

(

Y i_qﬂ

Opaque curtain

T

Anti-predation tube (APT) T PVC arena - Hamster

Figure 1 Standardized test setup. Representation of the PVC arena and the predator model. During the tests, a hamster was confronted with the
predator model for 4 min. An experimenter controlled the movements of the fox model from behind the opaque curtain in response to hamster

behaviour (see Fig. S1).Full-size DOI: 10.7717/peerj.15812/fig-1

Field enclosure, release and recapture protocol

The semi-natural environment, into which we released 15 hamsters of the field group, consisted of a
2,000 m? field enclosure, located near Blaesheim (Alsace, France, 48°30' 14.044"N 7°36'28.414"E;
elevation: 154 m above mean sea level). The vegetation inside the enclosure consisted of a diverse mix of
plants including, but not limited to, alfalfa (Medicago sativa), clover (Trifolium pratense), goldenrod
(Solidago virgaurea), and peas (Pisum sativum). To prevent the intrusion of terrestrial predators, the
entire area was surrounded by a chain-link fence (19 mm mesh size; vertical: 1 m above groundto 0.8 m
below ground), reinforced with a 6 mm wire mesh. The latter was extended horizontally along the
ground (1 m) towards the inside of the enclosure, to prevent hamsters from digging close to the fence
to escape. To further prevent hamsters from escaping by climbing the fence, a galvanized metal sheet
(20 cm high) was fixed to the inside of the fence. The top of the enclosure was covered by a net (mesh
size: 50 mm) to exclude avian predators. As an additional measure against terrestrial predators, such as
foxes, a single wire electrical fence was attached to the outside of the fence. Artificial burrows, consisting
of a vertical and a sloping tunnel that met at ~1 m underground (Miiskens, Van Kats &Kuiters, 2008),

were created before hamster release. Within 24 h of the first confrontation tests, hamsters of the field

68


http://dx.doi.org/10.7717/peerj.15812/supp-6
http://dx.doi.org/10.7717/peerj.15812/fig-1

Chapitre 1
group were released inside the field enclosure around sunset. Upon release, each hamster was placed
into an artificial burrow. For 2 weeks, hamsters were free to explore the enclosure, to forage, to dig their
own burrows and to interact with congeners and/or other small fauna. Food pellets were placed inside
these burrows and vegetation was used to partially block the exits to reduce potential stress and to
motivate hamsters to explore their burrow. Camera-Traps (Hyperfire HC600; Reconyx, Holmen, WI, USA),
placed inside the enclosure, showed the presence of field mice (Apodemus Sylvaticus), shrews (Crocidura
leucodon), rats (Rattus rattus), and field voles (Microtus arvalis). We found no evidence for the presence
of potential predatorsinside the enclosure during the 2 weeks of treatment. However, foxes (Vulpes vulpes),
buzzards (Buteo sp.), andferrets (Mustela putorius) were observed in the vicinity of the enclosure.
Naturally available food was supplemented daily with apples, onions, watermelon, and water. Food
supplements were placed inside inactivated traps, to familiarize hamsters with these traps and, hence,
improve the chances for a rapid recapture at the end of the 2-week period. During recapture, traps were
activated at sunset and hamsters that were caught during the night were returned to the laboratory at
sunrise. After the 2-week period, we recaptured 10 of the original 15 hamsters within one night. Another
hamster was recaptured later (4 weeks after release) and was excluded from the study. Four hamsters
were not recaptured and had likely escaped, despite our efforts to prevent this. This explanation is
supported by multiple holes we found adjacent to the outside of the fence, which were likely part of
tunnels passing underneath the fence. While it is also possible that agonistic interactions between
hamsters occurred, potentially leading to the death of some individuals, we found no evidence of this (i.e.,
no injured or dead hamsters were recorded and no agonistic interactions were visible in the pictures

taken by camera-traps).

Experimental protocol

The arena and the predator model

All confrontation tests were conducted within a rectangular arena, constructed from PVC boards (3
©190.4m,LYW “H;Fig. 1). APVCtube (2 m long, 10 cm in diameter), perforated at 50cm intervals,
was placed in the middle of the arena. It mimicked the shape of a tunnel, providing shelter, and was

accessible to hamsters throughout a trial.

The efficacy of such a PVC tunnel to act as an ‘anti-predation tube’ (APT) had been confirmed
previously during confrontation trials between hamsters and a mobile predator (the European ferret;

Tissier et al., 2016, 2018, 2019). Foxes are one of the main predators of hamsters in the wild (La Haye et
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al., 2020). Hence, we used a taxidermically-mounted red fox as a predator model in confrontation
trials. The fox was mounted in an attack posture (open mouth showing teeth, a curved back, and
the tail pointing upwards, Fig. 1).

To increase the realistic depiction of the model, we also presented fresh fox scent at the beginning
of each test. The source of this scent was hair collected from eight non-sterilized adult foxes (four males
and four females) at the Nancy Laboratory for Rabies and Wildlife (ANSES, Malzéville, France). To
ensure a similar olfactory stimulation during trials and to prevent the accumulation of scent on the
fur of the mounted fox, the collected hair was contained in a small plastic container, positioned
between the two front legs of the fox model. Atthe end of each trial, the hair sample was removed,
and the container thoroughly cleaned (70% ethanol) to remove all scent. In addition, the PVC arena

was cleaned with ethanol (70%) and the room was aired out for 10 min between trials.

Confrontation tests

The confrontation test was a standardized behavioural test to assess the behaviour of hamsters
before and after the treatment. These tests were not a training measure to condition the anti-
predator behaviour of hamsters. Each test lasted 14 min and was divided into three phases. During
an initial 5-min period, a hamster could move freely inside the PVC arena without external
perturbation (phase 1). Thereafter, the fox model and associated scent were presented to the
hamster for 4 min (phase 2; Fig. 1). Finally, the fox model and associated scent were removed from
the arena and the hamster was left undisturbed again for 5 min (phase 3). During the confrontation
with the fox model (phase2), an experimenter was hidden behind an opaque curtain and controlled
the movements of the fox model via a metal rod fixed below the tail of the fox (Fig. 1), mimicking
predator attacks. The experimenter followed a strict protocol, adapted to the behaviour of the

hamster (Fig. S1).

Behavioural recordings and statistical analysis

All confrontation tests were filmed, and video analysis was conducted using the Behavioral Observation
Research Interactive Software (Boris, v.6.3.3-2018; Friard & Gamba, 2016). The identity of a hamster
(i.e., whether it belonged to the field or control group) during the confrontation tests and subsequent

video analyses, was unknown to the experimenter.
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At the start of the video analysis an ethogram, containing various behavioural variables, was
established (Table S1). The start and end times of different behaviours included in the ethogram were
marked and durations summed to establish a time budget for the different behavioural variables. We
focused our analysis on the following four behavioural variables (see Table S1): (i) the time (% of phase
duration) the hamster spent inside the shelter (APT); (ii) the time (fraction) the hamster spent
exploring the arena when outside the APT; (iii) the time between introduction of the fox model into
the arena and entrance of the hamster into the APT (latency); (iv) the number of hamster attacks
on the fox model. The first two variables were investigated separately for each trial phase, while the
last two variables only concerned phase 2.
To test (1) whether a 2-week confinement into a large field enclosure was sufficient to shift the anti-
predator behaviour of hamsters (field group) between tests, leading to a more appropriate response
(hypothesis 1) and to also test (2) whether such a shift was absent inhamsters without such
confinement (control group; hypothesis 3), we ran Generalized Linear Mixed Models (GLMMs) for
each of the four behavioural response variables, comparing tests #1 with tests #2 (before/after
treatment) of control and field hamsters (Table S2). Group and test number were included as fixed
effects, while Hamster ID was included as a random effect to account for repeated measures.
Interactions between group and test number were also included (e.g.: Behavioural variable = group
+ test# +group © test#t + hamster ID (random)). We used an ANOVA based GLMM with Tuckey-HSD

for post-hoc analyses.

Similarly, to test if potential differences in anti-predator behaviour in the field group diminished
over time (hypothesis 2), we ran GLMMs for each of the four behavioural response variables and
tested for differences across their test numbers (#1 to #3). We used an ANOVA based GLMM with
Tuckey-HSD for post-hoc analyses to compare field group tests numbers. The same procedure was also
used to test for potential differences between groups during the first test round.

All analyses were conducted inR (v3.5.1; R Core Team, 2022) with the RStudio interface (RStudion version
1.3.959; RStudio Team, 2020), using the following packages: “tidyverse”, “Ime4”, “MASS”, “multcomp”,
“car”, “ggpubr” and “nlme”. Figures were plotted using GraphPad prism software (v9.0.1; GraphPad
Software, San Diego, CA, USA).

The significance threshold was set at p <0.05. All values presented are grand means +i.e.,established

from individual hamster means, unless specified differently.
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Results

We conducted a total of 58 confrontation tests (control group: 24 tests; field group: 34 tests). While
the latter group originally consisted of 15 individuals, only 10 individuals were recaptured from the
enclosure at the end of the confinement period. In addition, one hamster of the field group died for
unknown reasons 2 weeks after recapture and, hence, could not be tested during the last round.
Accordingly, all data concerning the missing five individuals of the field group were removed from the
analysis, leaving a final sample size of n = 29 tests for field hamsters (n = 10 for both test #1 and #2,

and n = 9 for test #3).

Behavioural differences between trials

Comparing the behavioural variables displayed during tests #1 and #2 showed overall no significant
differences between groups or tests (Table S3). However, the interaction term between groups and
test number was significant, indicating that the test comparison differed between groups (Table
S3). Post-hoc analysis, comparing tests for each group separately, showed that most of the behavioural
variables differed significantly between test #1 and test #2 in the field group, but not in the control
group (Table 2 and Figs. 2—4). For example, hamsters of the field group spent a significantly greater
proportion of time hiding inside the PVC tube during and after predator confrontation following
the confinement period (+34% and +51% during phase 2 and 3, respectively) than during thesame
phases in test #1 (Table 2 and Fig. 2). Similarly, hamsters of the field group spent a significantly
smaller fraction of time exploring the arena before and after predator confrontation following the
confinement period (-20% and -16% during phase 1 and phase 3, respectively; Table 2 and Fig. 3)
The latency period before field hamsters enteredthe APT was, on average, greatly reduced following
the confinement period (87.5+95.6svs 3.6 + 4.6 s before/after confinement period, respectively),
albeit, due to individual variation, this difference was not significant (p = 0.09; Table 2 and Fig. 4A).
Finally, the number of attacks by hamsters on the fox-model decreased significantly after the
confinement period in the field group (on average 9.6 and 3.9 attacks before/after confinement

period, respectively, -60%; Table 2 and Fig. 4B).

To ensure that behavioural differences did not exist between groups before the confinement
period, we compared the behaviour of both groups during their first confrontation test. Our analysis

did not find significant differences between groups during test #1 for the behavioural variables
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studied, with one exception: during the confrontation phase, hamsters of the field group spent less

time hiding inside the tube than control hamsters (p = 0.003; Table S5)

Table 2 Model results (post-hoc tests) comparing hamster behaviour of the control and field group during tests 1 and 2

(before/aftertreatment) according to test phase.

Variable Phase Estimate + SE zZ Df P Behavioural differences
between test 1 and test 2
Control group Time (%) spent inside APT 1 0.91 + 0.36 2.55 1 0.052 N
2 1.04 £ 053 1.97 1 0.187 -
3 0.82 + 047 1.74 1 0.3 Ny
Exploration (%) when outside APT 1 0.09 + 0.22 0.41 1 0.976 -
2 NA NA NA NA NA
3 0.01 £ 0.39 0.02 1 1 -
Latency before first entry into APT 2 0.18 + 0.08 221 1 0.095 Ve
Attacks on fox model 2 -0.83 + 0.54 -1.52 1 0.377 -
Field group Time (%) spent in the APT 1 —-0.82 + 0.36 -2.31 1 0.093 Ve
2 —2.43 £ 0.57 -4.30 1 <0.001 Faave
3 233 £ 059 -3.94 1 <0.001 A7
Exploration (%) when outside APT 1 0.85+ 024 347 1 0.003 SN
2 NA NA NA NA NA
3 1.62 £ 0.57 2.82 1 0.023 N
Latency before first entry into APT 2 -0.27 £ 0.12 -2.24 1 0.087 h
Attacks on fox model 2 0.90 + 0.23 3.95 1 <0.001 NN\

Note : Bold arrows indicate the direction of a significant difference (increase/decrease), while plain
arrows indicate only a (non-significant) trend and hyphens indicate no change between tests. The
number of arrows indicates if the difference is less than or equal to 0.05 (one arrow), 0.01 (two
arrows) or 0.001 (three arrows). When underattack (phase 2), hamsters never explored the arena,

as indicated by NA.

Persistence of behavioural changes over time

For field group hamsters, the behavioural variables during test #2 (after confinement period) did

not differ from those of test #3 (1 month after the return to the laboratory; Table 3), indicating

that behavioural modifications following the 2 weeks inside the enclosure persisted for at least 1

month. However, if we also include test #1 in such investigation, we find that some behavioural

modifications started to revert between test #2and #3, so that they did not differ significantly from

test #1. This concerned for example the time spent inside the APT during phase 3 (Fig. 5) or the

time spent exploring duringphase 3 (Fig. S2). However, most behavioural modifications persisted over

time (Table S4and Fig. S3).
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Discussion

We found that a 2-week confinement inside a large enclosure was sufficient to elicit significant
changes in the behavioural responses of captive-bred European hamsters when confronted with a
predator model. Following their period in the enclosure, these hamsters showed a response to a
predator model that is likely more appropriate when encountering a predator (i.e., hiding/fleeing
rather than attacking). After the confinement, hamsters of the field group spent more time within
the APT providing shelter from the predator model, spent less time exploring the arena before and

after predator confrontation, and attacked the predator model less frequently (Table 2 and Figs. 2—

4).
*%% -
1 1
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1 L+ Test2
75—
50—
25—
Control group Field group Control group Field group Control group Field group
N=12 N=10 N=12 N=10 N=12 N=10
L ] L J L ]
Phase 1 Phase 2 Phase 3

Figure 2 Time spent inside the APT during tests before and after treatment. Values for individuals are presented (circles/squares) according to
group (control/field), test number (test #1: before treatment; test #2: after treatment), and phase during a trial (phase 1-3, before, during, and after
predator confrontation, respectively). Asterisks indicate significant differences between test numbers (*** <0.001).

Full-size DOI: 10.7717/peerj.15812/fig-2
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Figure 3 Time spent exploring the arena during tests before and after treatment. Values for individuals are presented (circles/squares) according
to group (control/field), test number (test#1: before treatment; test#2: after treatment), and phase during atrial (phase 1-3,before,during, and after
predatorconfrontation, respectively). Asterisks indicate significant differences between test numbers (* <0.05 and ** <0.01).

Full-size DOI: 10.7717/peerj.15812/fig-3
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Figure 4 Latency period (A) and number of attacks on the predator (B) during tests before and after treatment. Values for individuals are
presented (circles/squares) according to group (control/field) and test number (test #1: before treatment; test #2: after treatment). Asterisks
indicate significant differencesbetween tests (***<0.001). Full-size DOI: 10.7717/peerj.15812/fig-4
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Table 3 Model results (post-hoc tests) for behavioural variables of field group hamsters during test 2(immediately following treatment)
and 3 (1 month after treatment).

Variables Phase Estimate + SE Z Df p
Test 2 vs Test 3 Time (%) spent inside APT 1 —0.22 + 0.45 -048 2 0.88
2 —0.28 + 0.62 -0.44 2 0.90
3 -0.91 + 0.68 -1.34 2 0.37
Exploration (%) when outside APT 1 -2.25 % 0.36 -0.70 2 0.76
2 NA NA NA NA
3 .82 + 0.66 1.23 2 0.43
Latency before first entry into APT 2 -0.23 £ 0.12 -192 2 0.11
Attacks on fox model 2 -0.77 £ 0.76 -1.02 2 0.56

Note: When under attack (phase 2), hamsters never explored the arena, as indicated by NA.

By contrast, repeated exposure to the predator model alone, without a confinement period inside the
enclosure (control group), was not sufficient to elicit significant changes in hamster behaviour during trials
(Table 2 and Figs. 2—4). The behavioural modifications following treatment in the field group persisted
over time (at least 1 month; Table 3) but a partial reversal was noticeable for some behavioural variables

(Figs. 5 and S2).

Behavioural modifications following confinement in the field enclosure

Following the period spent inside the field enclosure, field hamsters showed significant changes in their
anti-predator behaviour during confrontation trials. In addition, since inour experimental design
individuals served as their own control, we could evaluate the effects of the confinement period on the

behaviour of individuals (i.e., field vs control group).
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Figure 5 Time that field hamsters spentinside the APT during three confrontation testsaccordingto phase. Test#1 (pre-confinement), test#2 (post-
confinement), and test #3 (1-month after confinement) according to test phase (before, during, and after predator model exposure). Indi- viduals
are indicated by black dots and significant differences between tests are indicated by asterisks (** <0.01 and *** <0.001).

Full-size DOI: 10.7717/peerj.15812/fig-5

During the first test-round, hamsters of the field group spent significantly less time hiding inside
the APT during and after predator exposure and also mounted a greater number of attacks on the
fox model than control hamsters (Figs. 2 and 4). Hence, field hamsters originally displayed an anti-
predator response that could be characterized as more risk-prone than that of control hamsters.
Hence, despite randomizing the individual assignment to groups, it is likely that a greater number
of bold hamsters (maintaining a high activity level during predator presence; Watters & Meehan, 2007)
were assigned to the field group (Fig. 4). However, after the confinement, the behavioural response
of hamsters from the field group changed significantly (Table 2 and Figs. 2—4). After the confinement,
these hamsters spent significantly more time inside the shelter and reduced the latency period
before entering the shelter during predator model confrontation. They also significantly decreased
the time exploring the arena before and after predator confrontation and reduced the number of
attacks on the fox model. This suggests that their “risk-prone” behavioural response during the first
test shifted to a ‘risk-averse’ response following treatment.

The confinement in the field enclosure was intended to provide hamsters with the possibility to

learn from a protected semi-natural environment, rather than to expose them to a real predator-
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prey confrontation. To the best of our knowledge, measures to avoid predation worked effectively.
All hamsters in our study had been housed in individual cages since weaning, and they never
encountered conspecifics within their ‘habitat’. Duringthe confinement, hamsters of the field group
were exposed to a multitude of new stimuli.For the first time, they experienced natural climatic
conditions, a natural soundscape, other animals, as well as intraspecific competition. They were able
to express behaviours they could not engage in while inside the laboratory housing (e.g., digging a
burrow, foraging, exploring a large area, etc.). Hence, beyond the possibility to learn from the
protected exposure to predation risk, field hamster experienced a variety of stimuli (e.g.,tactile,
olfactory, sound) that differed greatly from those in the laboratory. This should have enabled
hamsters to develop their cognitive and behavioural capacities and to adapttheir digestive and
immune systems to a more natural environment (Shepherdson, 1994;Salvanes et al., 2013). The
development of such capacities is strongly dependent on rearing conditions and the immediate
experience before the release (Reading, Miller & Shepherdson, 2013; Tetzlaff, Sperry & DeGregorio,
2019). The behavioural modifications following the confinement suggest that hamsters learned to
associate certain stimuli (e.g.,unknown smells or sounds) with a potential risk, triggering an
appropriate reaction (e.g.,seeking shelter, being more vigilant in open spaces).

One might argue that the potential stress associated with a relatively high density of animals in the
enclosure and/or the recapture and return to the captive facility just beforethe second test are
responsible for the observed behavioural modifications of field hamsters. However, it is important
to distinguish between ‘chronic distress’ and ‘naturalstress’ (Reading, Miller & Shepherdson, 2013).
The first may impact captive-bred animalsand may lead to the development of abnormal behaviour
(e.g., pacing in a cage, pulling outfur) because animals lack the adaptive behavioural outlet to control
their situation.

By contrast, ‘natural stress’ may occur sporadically/periodically and is necessary for the development
of adaptative psychological and behavioural skills (Moodie & Chamove, 1990;Meehan & Mench, 2007,
Reading, Miller & Shepherdson, 2013). In this context, the limited exposure to stressful stimuli inside
the field enclosure might have been advantageous.

Nevertheless, hamster density within the enclosure was ~10 times greater than what is typically
found in the wild (apart from very high densities that occur during population outbreaks). While
this may have potentially added some stress to the hamsters in the enclosure, a high density might
be particularly challenging when resources, such as food or access to partners, are limited, which was

not the case in our situation. If such potential additional stress would have altered the behavioural
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responses of hamsters during the test that followed treatment, one would expect consistent changes
throughout the different testperiods (e.g., hiding inside the APT throughout a test). However, this was
not the case (e.g.,hamsters were hiding inside the APT during and following predator exposure but
not before). Hence, there is little evidence that a potentially increased stress level during treatment
in the field hamsters may have been responsible for the behavioural modifications observed during
tests #2 and #3.

Captive-bred animals, especially in a research laboratory, lack sufficient stimulation from external
factors (e.g., predators, congeners, natural soundscape, weather) that would enable them to develop
behavioural responses more appropriate for a natural environment (Mathews et al., 2005; Wells,
2009; Salvanes et al., 2013). In addition, the cramped conditions of the standard breeding cages for
rodents likely contribute heavily to the inferior physical, neuro-motor, psychological, and sensory
conditions of captive rodents (Young, 2003). Cognitive processes are essential for mounting the
appropriate behavioural response in a given situation (Curio, 1993; Griffin, Blumstein & Evans, 2000).
The switch from a fight to a flight response that we observed during confrontation tests with field
hamsters following their return fromthe enclosure, suggests that their confinement period improved
cognitive processes, triggering more appropriate behavioural responses to predation risk. Hence,
we suggest that a pre-release preparation period inside a field enclosure, where hamsters are
exposed to a variety of novel stimuli, will likely lead to an improvement of their overall condition

and will be an important measure to reduce mortality of hamsters.

Does repeated predator model confrontation alone elicit behavioural changes?

Hamsters of the control group, which remained within their standardized cages between the two
tests, did not display significant changes in their behavioural responses between test #1 and test #2
(Table 2 and Figs. 2—4). Hence, repeated confrontation with the predator model and its scent alone,
was insufficient to elicit a more appropriate anti-predation response (e.g., avoidance, shelter
seeking). Even the multiple direct attacks by the predator model during trials, that involved physical
contact and that, under natural conditions, would have resulted in death by predation, did not

suffice to provoke changes in anti-predatory responses.

For survival, prey species must first detect a potential predator and then react appropriately
(Lonnstedt et al., 2012; Blumstein, Letnic & Moseby, 2019). For this, however, they first have to be able
to recognize a predator as potential danger (McLean, Lundie-Jenkins & Jarman, 1996). All hamsters

tested in this experiment reacted to the exposure and attacks of the fox model in all tests (i.e.,
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suppression of exploration, increased use of the shelter, attacks on the fox) and, hence, likely perceived
the fox model as potential danger (Table 3 and Fig. 4). However, while field hamsters also modified
their behaviour during phase 1 and 3 (before/after confrontation) following treatment (e.g.,
increased useof shelter, reduced exploration) this was not the case for control hamsters (Figs. 2—
3).

Training/conditioning captive-breed animals to recognise their natural predators has been attempted
with many species, albeit with varying success (Vilhunen, 2006; Lonnstedt et al.,2012; Lopes et al., 2017;
reviewed in Rowell, Magrath & Magrath, 2020). For some species, simple exposure to predator odours
was sufficient to increase their survival during a following predator confrontation (Vilhunen, 2006).
By contrast, multiple confrontations with a predator model in association with aversive stimuli were
insufficient to improve the post-release survival of parrots (Lopes et al., 2017). In addition, such a
method, where captive animals are repeatedly exposed to an (artificial) predator model or to a risk
of predation under controlled conditions might be counterproductive, as it could lead to
habituation (Rowell, Magrath & Magrath, 2020). For example, anti-predator behavioural responses
might diminish over time, due to habituation to the threat and/or due to learning of inappropriate
responses to a predation threat (Rowell, Magrath & Magrath, 2020; Edwards et al., 2021).
Furthermore, even if a live predator is used, it might be difficult to reproduce the exact stimuli that
animals experience during a predator encounter in thewild (Griffin, Blumstein & Evans, 2000). In our
experiment, the number of confrontation trials and exposure duration to the predator model that
we used were likely insufficient toelicit any habituation. In this context, it would be interesting to
investigate if and how a longer exposure to a predator model and/or a greater number of trials,

without a confinement in a field enclosure, affects the anti-predator responses of naive hamsters.

Persistence of behavioural changes over time

The behaviour of field hamsters displayed during tests #2 and #3 did not differ significantly (Table 3),
suggesting that the behavioural modifications after the confinement persisted over time and were
still present 1 month after their return to the captive facility.

For example, during confrontation, field hamsters spent significantly more time inside the APT
following the confinement and also 1 month thereafter (test #2 and #3, respectively), when compared
with test #1 (Fig. 5). Similarly, the number of attacks on the predator model by field hamsters was
reduced following the confinement and remained at such level during test #3. However, when

including test #1 in our analyses, we found that some behavioural modifications of field hamsters
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started to revert between test #2 and #3 and did not differ significantly anymore from test #1. This
was the case, for example, for the timespent inside the APT during phase 3 (Fig. 5) or the time spent
exploring during phase 3(Fig. S2). However, most behavioural modifications persisted across tests.
Nevertheless, since the intensity of the behavioural modifications had started to fade 1 month after
the confinement period, further reinforcements might be required for behavioural modifications to
persist. The ability of animals to retain behaviours acquired during predator-awareness training (i.e.,
via conditioning) have been studied in a variety of animals (McLean, Lundie-Jenkins & Jarman, 1996;
Griffin, Blumstein & Evans, 2000; Rowell, Magrath & Magrath, 2020). Depending on the training
regime and the species in question, anti-predator behaviours acquired during such
training/conditioning have been shown to persist for up to several months, even in the absence of

subsequent reinforcements (Chivers & Smith, 1994; De Azevedo & Young, 2006).

Hence, our results suggest that hamsters have the capacity to retain some modifications of their
behavioural response for at least 1 month, even in the absence of reinforcements (i.e., a further

pre-release confinement in the field enclosure), while others might be more susceptible toreversal.

Conclusions and perspectives for hamster conservation

Our study shows that a simple pre-release confinement in a field enclosure was sufficient toelicit a shift
in the behaviour of hamsters towards a more adapted anti-predation response, when confronted
with a predator model. In addition, most of the observed behavioural changes were retained for at
least 1 month. Hence, the confinement period that hamsters spent inside the field enclosure was
critical to achieve behavioural modifications that will likely improve their survival when facing the
risk of predation upon their release into the wild. The repeated exposure to a predator model alone
was insufficient to provoke behavioural modifications (control group). Our findings have important
implications for hamster reinforcement programs. We suggest that a confinement period inside a
field enclosure (i.e., a ‘soft-release’), as implemented here, should be applied before any release into
the wild. However, the greater variation we observed during the last test round suggests that
behavioural changes fade over time in the absence of reinforcements (Figs. 5and S2). Consequently,
a release into the wild should be implemented as soon as possible after the confinement inside the
field enclosure. A 1-month persistence of behavioural modifications, as found here, might be

sufficient to increase hamster survival chances during the most critical period following release.
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Our experimental approach, testing the effectiveness of a confinement period spent inside a field
enclosure to elicit a more adept anti-predator response of captive bred hamsters is only a first step.
We now need to evaluate if the short-term survival of these hamsters after their release is indeed
increased, when compared with hamsters that did not undergo a pre-release preparation program
(e.g., see Shier & Owings, 2006; Greggor, Price & Shier, 2019). In addition, to ensure the success of
restocking programs, released hamsters do not only have to survive, they also have to reproduce and
successfully wean offspring(Soorae, 2018). The latter is of particular importance for hamsters, given
their short lifespan. Hence, survival and successful reproduction of captive-bred hamsters in the wild
are key demographic factors to consider for meaningful conservation measures. In this context,
additional studies investigating how the treatment of hamsters prior to their release into the wild
affects their reproductive rate are of great importance. Restocking programs are an important
instrument in biodiversity conservation and should, therefore,also consider the well-being of animals

before, during, and after release (Swaisgood, 2010).
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Supplementary Results

Table S1: Ethogram used to characterize hamsters’ behaviour during video analyses

Variables
Observed behaviour Definition included in data
analysis
Attack Bite bites the fox Number of
. . attacks on fox
Attack_Jump jumps in front of or onto fox model

Latency before

time elapsed before entry into APT at first entry into

Latency before hiding start of phase 2

APT
Enter.tube all four limbs inside APT Time (%) inside
Exit.tube all four limbs outside APT APT
Time (%)

Inspect smelling arena and/or tube .
exploring arena

moves around slowly, smelling while when outside
walking APT

Walk_slow/exploration

Table S2: Model distribution and R package used for each response variable

Response variable Model distribution Model package Post-hoc
used (R)
() time (%) inside APT Quasi-binomial
(i) time (%) exploring the (overdispersion)
arena when outside APT
(i11) latency between fox
model presentation and Gamma MASS Tuckey
shelter (APT) seeking (9immPQL)
. Quasi-poisson
(aumtereftenstr | (ot dtaan
overdispersion)
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Table S3: GLMM results comparing differences for behavioural variables between groups and tests (before/after treatment) according to test phase

Phase 1 (before confrontation)

Phase 2 (during confrontation)

Phase 3 (after confrontation)

Source Estimate + SE t-value Df P-value | Estimate + SE t-value Df P-value | Estimate + SE t-value Df P-value
) (Intercept) -2.44 £ 0.33 -7.33 20 <0.001***| 1.59 % 0.53 3.01 20 <0.01** -052+£042 -1.24 20 0.23
S;m‘ig’ée Group 1.12+043 263 20 046 0.74+0.84 087 20 0.12 1.71+066 261 20 0.84
APT Test 0.91+0.36 249 20 0.88 1.04 £ 0.55 1.88 20 0.14 0.82 £ 0.50 1.66 20 0.27
Group*Test -1.74 £ 0.53 -3.28 20 <0.01** -3.47 £+ 0.81 -4.28 20 <0.001*** | -3.15+0.79 -3.97 20 <0.001***
Time (%) (Intercept) -0.48 £ 0,20 -2.40 20 0.03 -1.68+0.35 -4.84 20 0.0001***
exploring Group -0.28 £ 0,30 -0.92 20 0.62 -1.32+£069 -1.98 20 0.61
when outside | Test 0.09+023 039 20 <0.01** 0.006+04 001 20 0.11
APT Group*Test 0.75%0,34 219 20 <0.05* 1.61+£0.72 2.22 20 <0.05*
Latency (Intercept) <0.001+£0.001 0.72 20 0.48
before first | Group 0.08 £ 0.04 1.75 20 0.59
entry into | Test 0.04 £ 0.03 1.64 20 0.61
APT Group*Test -0.45+0.15 -2.96 20 <0.01*
(Intercept) -1.01£0.84 -1.20 20 0.25
Nr. of hamster | Group 0.86+1.14 0.76 20 0.46
attacks | Test -0.83+0.57 -1.45 20 0.16
Group*Test 1.73+0.61 279 20 <0.05*
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Table S4: GLMM results comparing differences for behavioural parameters between the three tests conducted with the field group, according to test

phase
Phase 1 (before confrontation) Phase 2 (during confrontation) Phase 3 (after confrontation)
Estimate + SE t-value Df P-value [ Estimate +SE t-value Df P-value | Estimate + SE t-value Df P-value
Time (%) | (Intercept) -215+0.44 -4.89 17 <0.001*** | -0.03+0.52 -0.06 17 0.95 -1.11+£0.56 -1.98 17 0.064
spentinside | Test2 0.83+0.52 159 17 0.13 2.09£0.59 3.53 17 <0.01** 2.27+£0.74 3.07 17 <0.01**
APT Test 3 0.61+0.55 112 17 0.28 1.82+0.59 3.10 17 <0.01** 1.37+0.71 1.93 17 0.07
Time (%) | (Intercept) -5.25+0.13 -40.68 17 <0.001*** -6.19+£0.28 -21.74 17 <0.001***
exploring | Test2 -0.49 £0.21 -2.35 17  <0.05* -1.41£0.59 -2.39 17 <0.05*
when outside
APT Test 3 -0.67 £0.23 -2.92 17 <0.01** -0.65+0.46 -1.41 17 0.18
Latency | (Intercept) 0.01+£0.01 2.25 17  <0.05*
before first | Test2 0.27£0.12 2.15 17  <0.05*
entry into
APT Test 3 0.04 £0.02 1.59 17 0.13
Nr. of (Intercept) -0.78 £0.29 -2.71 17 <0.01**
hamster | Test2 2.17+£0.09 22.82 17 <0.001***
attacks Test 3 1.97+0.19 10.57 17 <0.01**

Table S5: Model results (post-hoc tests) for behavioural variables of control and field group hamsters during test 1 (immediately following treatment)

Variables Phase | Estimatet+ SE Z Dy P

1 -0.61+0 .40 -1.53 20 0.41

Test #1: Time spent in the APT 2 |-274x079  |-347 |20 0.003*
Control 3 |-1442061  |-234 |20 0.09
aroup vs. 1 |048:028 |170 |20 032
Field Exploration 2 |NA NA NA NA
group 3 0.29+0.48 0.60 20 0.93
Latency before first enter the APT 2 |-0.20+0.08 -2.42 20 0.08
Attack on the fox model 2 | 1.73+0.62 2.79 20 0.08
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Start of phase 2 — fox model is introduced into the arena
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Figure S1: Flow chart (top to bottom) indicating decision tree followed by the experimenter during

phase 2 of confrontation tests
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Figure S2: Proportion of time that hamsters of the field group spent exploring the arena during

phase 1 and 3 (before and after predator appearance, respectively) of the 3 confrontation tests.
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Figure S3: Number of attacks on the fox model by hamsters of the field group (phase 2) during the

3 confrontation tests. Individuals are indicated by black dots and significant differences between

tests are indicated by asterisks.
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Chapitre 2

Ontogénie, Comportement & Reproduction

« La jeunesse est la seule génération raisonnable »
Francoise Sagan
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Résumé du chapitre 2

Dans ce second chapitre, je me suis intéressée a l'influence de I'dge sur les réactions des
hamsters nés en captivité et confrontés a un risque de prédation. Partant de I'hypothese que
les jeunes individus sont moins affectés par la captivité et présentent une plus grande plasticité
comportementale que les adultes, notre question de recherche visait a déterminer si un age
précoce pouvait constituer une catégorie pertinente pour faciliter I'adaptation des hamsters
lachés dans leur environnement naturel. Nous avons soumis des hamsters agés de trois mois au
test de confrontation présenté dans le chapitre précédent. De plus, nous avons évalué I'impact
d'un séjour en milieu semi-naturel sur le comportement de ces jeunes individus. Les résultats
ont révélé que, lors de leur premiére confrontation avec le risque de prédation, les hamsters
agés de trois mois réagissaient en se mettant a l'abri du prédateur plus rapidement que les
adultes, ils restaient également plus longtemps a l'abri. Contrairement a ce que nous avons
trouvé dans le chapitre 1 pour les adultes, un séjour en milieu semi-naturel n'a pas eu d'effet
significatif sur le comportement de ces jeunes hamsters. Lorsqu'ils sont revenus de I'enclos, ils
ont manifesté des réactions tout aussi marquées lors de ce second test de confrontation que
lors du premier. Ces observations nous ont amenés a conclure que les jeunes hamsters, bien
que nés en captivité, semblaient présenter des comportements plus adaptés face a un risque de
prédation que des adultes ayant passé un an en captivité. Ces résultats sont détaillés dans la Box

2, non soumise a publication.

Dans un second temps, nous avons cherché a savoir si des femelles dans leur premiere année
de vie étaient capable de se reproduire aprés avoir été lachées en milieu naturel. Nous avons
ainsi suivi la reproduction in-situ des groupes de femelles agées de 1,5 et 3 mois. Nos résultats
nous ont permis de prouver que les femelles de 3 mois étaient en mesure de produire jusqu’a
deux portées aprés les lachers et que les femelles de 1,5 mois ont été en mesure d’en produire
une. Cette étude est présentée dans I'Article 2 soumis a publication dans la revue « Mammalian

Biology ».

L'ensemble de ces résultats a permis d’enrichir notre compréhension du comportement et des
capacités reproductives des hamsters a différents stades de développement, ces observations

ont ouvert de nouvelles perspectives pour I'amélioration des programmes de renforcement des
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populations en suggérant de reldcher également des hamsters ayant passé moins d'un an en

captivité.
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Box 2

Exploring subadult responses to predation risk:

A comparative study

Anti-predator behaviour of captive-bred adult and subadult Common hamsters

Julie Fleitz, Lorene Garnier, Arthur Hebrard, Mathieu Béraud, Mathilde L. Tissier, Yves Handrich

Unpublished work
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Introduction

n Chapter 1, we highlighted that captive-bred Common hamsters (Cricetus cricetus) at risk of

predation expressed changes in their behaviour after a short period of confinement in an outdoor

enclosure. Previous studies showed that captivity can impair the expression of various behavioural
traits (DeGregorio et al., 2017; Swaisgood et al., 2018) and decreases survivorship after reintroduction
(McPhee et al., 2004, Berger-Tal et al., 2020). In chapter 1, we only tested one year-old hamsters raised
in captivity. Since behavioural differences are influenced by early life experiences (Patoka et al., 2019), it
is important to consider that subadult (hamsters in their first year) individuals born in captivity might
display fewer maladaptive behaviours linked to captivity due to their shorter exposure to confined
settings (Resende et al., 2021). Moreover, subadults, in general, tend to exhibit greater behavioural
adaptability and plasticity than adults (Tetzlaff et al., 2019), making them potentially more suitable
candidates for reintroductions.
To evaluate if behavioural differences can be quantified between subadult (three-month-old) and adult
(one-year-old) captive-bred common hamsters, we compared their behavioural response during a first
confrontation to predation risk. Secondly, iterating the design used in the first study on adults (chapter
1), we explored whether a period of confinement in a semi-natural environment could also induce
behavioural modifications in subadult hamsters. Finally, we tested how a year spent in captivity altered
the anti-predator behaviours of subadults. Hamsters’ behavioural response under predation risk was
assessed using the same mounted fox as done in chapter 1, and compared to our data on adults from
2018 to 2021.
In this study, we tested the main hypothesis that the time spent in captivity has a greater influence on
hamsters’ behaviour than the simple fact of being born in captivity. We expected that (1) subadult
hamsters, which spent three months in captivity, would exhibit more cautious behaviours than one-year-
old hamsters when faced with a predator model (i.e., they will hide quickly inside the tube and stay
hidden for a longer period of time - prediction 1); (2) subadult hamsters which had experienced a
confinement period in a semi-natural environment would display even more cautious behaviours than
subadults raised in captivity and remaining in the laboratory (Control vs. Enclosure subadult groups -
prediction 2). Finally, we hypothesized that the differences recorded between subadults and adults are
not solely attributable to individual variations but are linked to the ontogeny of behaviour. Consequently,
we predicted that after being held captive for one year, we would not observe any behavioural

differences between subadult that grew up and adult hamsters (Prediction 3).
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Material and methods

Animals and breeding conditions

Animals were bred and reared in the same conditions than the ones detailed in Chapter 1 - Fleitz et al.
(2023). Adult hamster females used in the study were born in the IPHC breeding unit (CNRS, IPHC-DEPE,
Strasbourg, France) during the spring, spent their first hibernation during their first winter in captivity,
and were approximately 12 months (2 months) prior to the first test. Subadult females were born in
this same breeding unit and around the same date than the adult but were three months old (+7 days)
during their first test. These subadults remained with their respective mothers and littermates in larger
breeding cages (WxHxD, 380x257x590mm) until they reached four weeks old, upon which they were
moved to standard individual cages (WxHxD, 265x237x420). Hamsters always had access to ad libitum

water, food and enrichments such as PVC tubes, pieces of wood, and shredded paper.
Experimental design

In this study, four groups were compared, two one-year-old groups (1YO—adult females tested
in 2018 and 2021) and two three-month-old groups (3MO-subadult females testedin 2019 and
2021 (Table 1)). Each group was exposed to an initial confrontation test (Test 1), during which
they were exposed to the predator model for the first time. The 3M0-2019 group subsequently
underwent a second test (Test 2) two weeks after Test 1. Between these two weeks, 10 females
of this group stayed in the breeding unit (control group) and 11 were released in a pluri-
individual outside enclosure (see Fleitz et al. 2023 for detailed information). Additionally, the 21
females of this 3M0-2019 group underwent a third test (Test 3) after a year had passed since
Test 2. By the time of Test 3, these hamsters from the 3M0-2019 group had matured into adults
and were consequently classified as the 3M0-2019+1Year group. The behaviour of all hamsters,
from 2018 to 2021, was tested during springtime, between May and June.

The 1Y0-2018 group was constituted of 22 females, the 1Y0-2021 group had 32 females. The 3MO
groups were constituted of 21 females in 2019 (10 in the control group, 11 in the enclosure group) and
16 females in 2021. Because four individuals were not caught back from the enclosure, only 17 females
of the 3M0-2019 group could be retested during Test 2. For Test 3, 10/17 females of this same group
were still present in the IPHC breeding-unit (7 females were released in the wild) and could therefore be

tested a third time (3M0-2019 + 1Year -Table 1).
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3. Behavioural recordings and statistical analysis.

All confrontation tests were recorded. Video footage was analyzed using the Behavioral
Observation Research Interactive Software (Boris, v.6.3.3-2018; Friard & Gamba, 2016). The
experimenters were double-blind (i.e. unaware of the identity of each hamster or their group) .
We used an ethogram made at the beginning of the experiments in 2018 (see supplementary
material Fleitz et al.,, 2023). The time budget for each behaviour was calculated. This study
relying on data collected across four years, a training was given to each of the 6 people analyzing
to ensure uniform analyses. However, to reduce the risks of an observer bias, we chose to
concentrate on three behavioural variables less sensitive to such bias. These included the
latency before entering the shelter (PVC tube) when the fox model was introduced in the arena,
the time spent inside the shelter, and the number of attacks on the fox model.These variables
were chosen due to their ease of measurement by different analysts and their relevance in
representing the hamsters' responses to a potential risk of predation. Any other additional
behavioural variable that was measured was not considered in this study since their
interpretation might involve greater subjectivity between different observers.

Fort the first prediction, our objective was to assess whether there were any behavioural
distinctions between the adult and subadult hamsters during their initial encounter with a
predation risk (prediction 1). To achieve these goals, we employed Generalised Linear Models
(GLMs) using: a Gamma distribution (for the latency before the hamster started to hide for the
first time in the tube when the fox model was introduced in the arena at the beginning of
phase2); a Quasibinomial distribution (for the percentage of time that each hamster spent inside
the tube); and a Quasipoisson distribution (for the overdispersal number of attacks the hamsters
performed on the fox model). The group was included as fixed effect and Tuckey test was used
for post-hoc analyses.

For the second prediction, we sought to identify whether behavioural differences emerged once
the subadult enclosure group came back to the laboratory. We conducted GLMMs with the
same distributions as those used for prediction 1 (Gamma, Quasibinomial, and Quasipoisson).
Groups (Control vs. Enclosure) and test numbers (Test 1 and Test 2) were included as fixed
effects, while hamster ID was included as a random effect to account for repeated measures on

the same individuals. We used an ANOVA based GLMM with Tuckey-HSD for post-hoc analyses.
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For the third and last prediction, our objective was to contrast the behavioural responses
observed in subadult hamsters following a year of captivity with their response when they were

3-months-old. We conducted the same analyses as developed for prediction 2.

Results

Prediction 1

Our analysis revealed significant differences between the two age groups regarding the time spent inside
the tube when first exposed to the mounted fox: hamsters from the 3MO group spent more time hiding
in the tube for the three tested phases compared with 1YO hamsters (Table 2 and Figure 1). In contrast,
no statistically significant differences were identified regarding the latency before going inside the tube
or the number of attacks on the fox model (Figures 2 and 3).

Prediction 2

Within the 3M0-2019 hamster group (control vs. enclosure group), data analysis both prior to and
following the two-week period within the breeding centre or the outdoor enclosure revealed no
statistically significant differences across the three assessed variables.

Prediction 3

Individuals who spent a year in captivity exhibited a reduction in the amount of time spent inside the
tube compared to what was recorded during the initial phase of testing when they were 3MO (P1:
EstimatexSE=0.91+0.27, z=3.38, p=0.0063 **, 3MO-2019 + 1Year Figure 1). Moreover, they no longer
displayed behavioural differences for the three variables of interest when compared to the 1YO hamsters
assessed in 2018 and 2021 (Figure 1). It is noticeable that 1YO hamsters showed a slightly higher latency
before entering the tube when the fox model was introduced in the arena and tended to attack the fox
more, compared to 3MO hamsters, but these differences were not significant (Figure 2).

Table 1: Summary of the different groups and the number of individuals for each of the three tests.

Groups Age [Test 1 Test 2 N-Test 3
1Y0-2018 Adult |22 NA NA
1Y0-2021 Adult |32 NA NA

3M0-2019 | Subadult |21 17 10 (3M0O-2019+1Year)
3M0-2021 | Subadult |16 NA NA
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Table 2: Model results (post-hoc tests) comparing for each phase the percentage of time spent inside the
tube for the groups during their first confrontation test (Test 1) with the predator model. Asterisks
indicate significant differences between groups (*<0.05, **<0.01 and ***<0.001).

Comparison Estimate+SE Z p
1Y0-2021 - 1Y0-2018 0.0001+0.3006 | 0.000 1.000
3MO0-2019 - 1Y0-2018 | 1.3333+0.2863 |4.657 [1.03e-05 ***
3MO0-2021 - 1Y0-2018 | 1.3968+0.3010 |4.640 [1.31e-05 ***
3MO0-2019 - 1Y0-2021 | 1.3332+0.2581 |5.165 |< 1le-05 ***
3MO0-2021 - 1Y0-2021 | 1.39670.2743 |5.090 |< 1le-05 ***
Phase 1| 30102021 - 3M0-2019 0.0634+0.2586 | 0.245 0.995
1Y0-2021 - 3M0-2019+1Year | -0.4879+0.3606 |-1.353 | 0.6535
3MO-2019+1Year - 1Y0-2018 | 0.4880+03826 |1.276 | 07021
3M0-2019 - 3MO-2019+1Year | 0.8453+0.3482 |2.428 | 0.1055
3M0-2021 - 3MO0-2019+1Year | 0.9087+0.3611 |2.517 | 0.0849
1Y0-2021 - 1Y0-2018 204231+03643 |-1.161 | 063704
o 3M0-2019 - 1Y0-2018 09461+04872 | 1.942 | 0.19842
E 3MO0-2021 - 1Y0-2018 | 1.9385+0.7393 |2.622 | 0.03991 *
w 3MO0-2019 - 1Y0-2021 | 1.3692+0.4527 |3.024 | 0.01227 *
= ohace | 3MO-2021-1¥0-2021 |2.3616:0.7171 |3.293 | 0.00477 **
I 3M0-2021 - 3M0-2019 0.9924+0.7867 | 1262 | 057213
2 1Y0-2021 - 3MO-2019+1Year |-0.37486+05005 |-0.749 |  0.9409
v 3MO-2019+1Year - 1YO-2018 |-0.04826+0.5348 [-0.090 |  1.0000
= 3M0-2019 - 3MO-2019+1Year | 0.9943+0.6045 |1.645 | 0.4511
3M0-2021 - 3MO-2019+1Year | 1.98674+0.8397 |2.366 | 0.1163
1Y0-2021 - 1Y0-2018 10.3947+03757 |-1.050 | 071733
3MO0-2019 - 1Y0-2018 | 1.5365+0.4431 |3.468 | 0.00287 **
3MO0-2021 - 1Y0-2018 | 1.3729+0.4694 |2.925 | 0.01768 *
3MO0-2019 - 1Y0-2021 | 1.9312+0.4229 |4.566 |< 0.001 ***
ohaces| 3MO-2021-1Y0-2021 | 1.7675:0.4504 (3.924 |<0.001 ***
3M0-2021 - 3M0-2019 -0.1636+0.5079 |-0322 | 0.98831
1Y0-2021 - 3MO-2019+1Year | -0.5673+0.4966 |-1.142 | 0.78041
3MO-2019+1Year - 1Y0-2018 | 0.1726+05148 | 0335 | 0.99722
3MO-2019 - 3MO-2019+1Year | 1.3639+0.5522 |2.470 | 0.09537
3M0-2021 - 3MO0-2019+1Year | 1.2002+0.5746 |2.089 | 0.22105
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Figure 1: Time spent inside the tube during the first test (Test 1) for each of the three phases (P1, P2, and P3). To facilitate a comprehensive
comparison of behaviours, the “3M02019+1Year” group was included in this figure, for this group only, the data on the graph are the ones of Test
3 (conducted one year after Test 2). Individual values for each boxplot are represented with a black circle. Different letters indicate significant
differences between groups.
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Figure 2: Hamsters anti-predatory behaviours during Test 1 (and Test 3 only for the 3MO-
2019+1Year group). Comparison of (A) the latency before the first entrance into the tube when
the fox is introduced in the arena at the beginning of the confrontation phase (phase 2) and (B)
the number of attacks from the hamster to the fox model. Individual values for each boxplot are
represented with a black circle.
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Discussion

Our results partially confirm prediction 1, that during a first test with a predator model, three-month-old
captive-born hamsters exhibited a greater propensity to seek refuge and remained sheltered for longer
periods compared to one-year-old hamsters, which were also born and bred in captivity. We did not
observe significant differences for the number of attacks or the latency before entering the tube between
the subadults and the adults. Additionally, we found that a two-week exposure to a semi-natural
environment did not induce any modifications in the behavioural response of hamsters when confronted
with a predation risk, thus contradicting our second prediction. Finally, contrary to our last prediction,
hamsters that had previously encountered the same test at a subadult age modified only partially their
behavioural responses (for the number of attack and the latency before the first entrance into the tube
only) after a year spent in captivity. These same individuals exhibited behavioural patterns akin to but not
like those of adults raised under identical conditions who had never been subjected to the confrontation
test.

It is noteworthy that the habituation period and the experimenter handling the fox model differed
between 2018 and the other three years. However, no significant behavioural differences among the three
groups of tested adults were observed. This suggests that these variations in the experimental setup did
not affect the behavioural responses of hamsters in these tests.

In various mammal species, rodents included, shifts in behaviour become noticeable upon reaching sexual
maturity (Delville et al., 2003). The literature is not consistent in determining the time at which Common
hamsters become sexually mature (La Haye and Muskens, 2004; Franceschini-Zink and Millesi, 2008).
Some studies suggest that females can begin reproducing just two months after birth (Monecke and
Wollnik, 2008; La Haye et al., 2014; see paper 2 of chapter 2). Hence, the behavioural disparities observed
in the current study cannot solely be attributed to this factor. The behavioural distinctions between 3MO,
and 1YO individuals highlight a lack of differentiation in terms of latency before hiding inside the PVC tube
and in the frequency of attacks on the predator model. This implies that both adult and subadult hamsters
display a similar strategy of evading and seeking refuge in the face of potential threats. On the contrary, it
the time spent sheltering within the tube was significantly shorter for adults compared to subadults (Figure
1). The underlying reasons for these differences could be explained by a series of factors. Subadult
individuals might be more cautious compared to adults due to their inherent vulnerability to predation
and their susceptibility to higher mortality rates (Harpenslager et al., 2011). Additionally, subadult and
adults are raised in identical conditions since weaning but subadult hamsters have not yet accumulated
the same duration in captive conditions. The shorter captivity duration could make subadult hamsters

more cautious than adults. For instance, we could hypothesize that the act of transitioning subadult
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hamsters from their breeding cages to the test arena could have triggered considerable stress and induced
cautious behavioural responses. In comparison, adults, accustomed to being moved between cages or
rooms in the breeding unit (due to regular cage maintenance or health checks), may have displayed less
pronounced stress-induced cautious behaviours. Additionally, subadult individuals may react differently
than adults due to ongoing and then different neurodevelopmental processes making them more sensitive
to detecting and reacting to various stimulations (Delville et al., 2003).

Young wild mammals typically face a greater risk of mortality, primarily due to their small size, more
potential predators, and their inability to defend themselves effectively (Nechay et al., 1977).
Consequently, they may have a stronger tendency to seek refuge when they perceive unfamiliar, stressful
stimuli. In both natural and captive environments, subadult hamsters are exposed to similar stimuli until
they are weaned, primarily through interactions, in the burrow or the cage, with their mother and siblings.
To our knowledge, the mother does not seem to instruct her pups on reacting appropriately to predators
as a first interaction with one may be the last. Therefore, subadult hamsters rely on their innate cautious
behaviours and learn from their own experiences. This might explain why subadults raised in captivity
demonstrate responses maybe closer to those of wild subadult hamsters. Peckarsky and Penton (1988)
proposed the “ghosts of predators past” hypothesis, suggesting that species that have a long coevolution
period with a predator may possess and keep the abilities to recognize and respond to this predator and
display innate antipredator behaviours. Therefore, all hamsters might inherently possess a natural fear of
a fox scent and shape, but this fear may become conditioned and adapted through experiences —
experiences that are limited within the captive environment. Older hamsters, having spent a year in
captivity within an environment with few (but recurrent) stimuli such as ambient noises, may have
attenuated their innate responses of seeking shelter in case of a predation risk. This hypothesis seems to
be supported by the behavioural changes recorded in the 3M02019+1Year group between their first test
at3MO and at 1 YO. After a year in captivity, these hamsters no longer exhibited prolonged use of the PVC
tube and their behaviours no longer differed from that of the adult groups. However, their behaviours
were not totally different from that of the subadult groups either: they appear to lie between those of the
adult and subadult groups (Figures 1 and 2). Because the 3M02019+1Year hamsters were subjected to the
predator model twice when they were three months old, they may have retained some test memories.
This might account for their more appropriate response upon being exposed once again, a year later.

The period of confinement within a large, multi-individual enclosure did not influence the behaviours of
subadults for any of the three tested variables in the three tested phases. In contrast to what we recorded
in adults (Fleitz et al. 2023), subadult hamsters initially exhibited behaviours that were close to those of
adults returning from the enclosure. These behaviours included spending extended periods sheltered
inside the tube during and after confrontations with the mounted fox, promptly seeking refuge, and

displaying minimal to no attacks on the predator model. A release period in an outdoor enclosure appears
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effective in heightening the vigilance and cautious tendencies of long-term captive-bred adult hamsters
(Fleitz et al., 2023). However, the impact of this strategy on the behaviour of subadults appears to be
negligible. Nevertheless, for a comprehensive understanding of the effects of a confinement period on
these subadult individuals, a broader array of behavioural parameters should be assessed. It is noteworthy
that only 7 out of the 11 hamsters released into the enclosure were successfully recaptured for subsequent
testing. While we cannot exclude that some subadults might have escaped the enclosure, it is possible that
some of them have died within the enclosure due to inter- or intra-species competitions.

Our results highlighted a more extensive array of behavioural variations among adult hamsters compared
to the subadult ones. This variability could be attributed to the influence of ontogeny on animal personality
(Cabrera et al., 2021). Recent studies have emphasized that personality differences may not always
manifest during the early stages of life but might arise later in development. Remarkably, these differences
can emerge even in the absence of external factors that typically trigger behavioural distinctions, such as
stressful situations (Polverino et al., 2016 ; Adaniya et al., 2021). It would be of great interest to assess the
behaviours of both adult and subadult wild hamsters and compare their responses with our results.
Furthermore, given that subadult hamsters demonstrate more adaptive responses in the presence of
predation risks, coupled with their behavioural plasticity driven by yet-to-be-established personality traits,
these findings hold significant implications for improving the survival rates of captive-bred hamsters within

the framework of reinforcement or reintroduction programs.
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Abstract

Individual recruitment is a critical component of conservation biology. While most restocking
programs seek to increase population growth, they often lack scientific guidance to select
individuals to be released, namely because of the challenges associated with conducting tests on
vulnerable species. Regarding the Critically Endangered Common hamster (Cricetus cricetus),
restocking programs generally rely on the release of one-year-old captive-bred individuals.
However, these hamsters face high mortality rates in the weeks following their release. Because
young individuals display higher behavioural plasticity, they might adapt faster and thus be
optimal candidates for restocking programs. However, the release of animals which are too young
to reproduce may jeopardize the success of restocking programs. We investigated the
reproductive success of 1.5- and 3-month-old (MO) female captive-bred Common hamsters after
release. Genetic analysis and field data (camera traps and trapping sessions) enabled us to
determine parentage of pups born in the wild. Our experiment showed that 3MO and 1.5MO
females reproduced successfully after the release at the same time than one-year-old hamsters.
Both groups produced their first litter approximately 30 days post-release given an estimated
mating date of 10 days post-release. These findings indicate that released captive-bred hamsters
reach sexual maturity around 47 days after birth. The release of young individuals could provide
advantages to improve the success of restocking programs. However, more studies are needed
to compare the survival and reproduction rates of months-old hamsters and older individuals to
assess their overall role in population recruitment in comparison to older individuals usually

released.
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Introduction

ndividual recruitment is a fundamental process in population dynamics that must be

accounted for in conservation programs. It encompasses both birth and immigration

dynamics within a population, which are shaped by an array of biotic and abiotic factors.
These include reproductive strategies, intra- and interspecific competition or predation, as well
as abiotic influences such as climatic variations, habitat availability or pollution (Gaillard et al.
2008).
Alongside estimating survival rates, identifying categories of individuals that are central to the
recruitment process can play a key role in optimising the effectiveness of restocking programs.
For instance, population modelling, or in-situ research have highlighted the benefits of releasing
adults or juveniles (Sarrazin and Legendre 2000; Robert et al. 2004; Pritchard et al. 2021). At the
same time, these studies have exposed a broad range of challenges encountered in restocking
programs, which encompass demographic, genetic, and financial dimensions (Pritchard et al.
2021). These challenges commonly arise due toa combination of parameters thatinclude a trade-
off between the urgency of intervening for vulnerable populations, the inherent uncertainties
surrounding conservation choices and the constraint linked with the small populations of
threatened species, which diminishes the feasibility of experimenting with innovative
conservation technigues (Meek et al. 2015; Canessa et al. 2019).
Currently, the selection of captive-bred individuals to be released within restocking programs is
often based on arbitrary or cost-effective decisions, since little is known about the characteristics
that make an individual suitable for release or about which combination of traits will make an
individual’s release beneficial for the threatened populations (Sarrazin and Legendre 2000;
Berger-Tal et al. 2016). Enhancing our comprehension of factors that affect post-release
reproductive success at the individual level is thus key to improving  the success of restocking
programs. This understanding is expected to benefit the choices of appropriate candidates for
release, leading to cost reduction, amplified population growth, and the preservation of genetic
or behavioural diversity (Haig et al., 1990; Milinkovitch et al., 2004; Cerini et al., 2023).
Demographic theories estimate that more than survival, reproductive parameters, such as age at
maturity and fertility, should have a greater influence on population growth rates in animal
populations characterized by an early maturity and high reproductive rates (Oli and Dobson

2003). This is especially true for short-lived species that exhibit a higher sensitivity to
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environmental stochasticity and are therefore highly dependent on high recruitment rates (Liu
and Deng, 2022). Furthermore, changes in recruitment patterns can be an underlying cause of
fluctuations within populations of rodents, including those categorized as endangered (Reed and
Slade 2008; Schorr 2012). When considering captive-bred animals selected for restocking
programs, which are constrained by a limited timeframe for acclimatization and post-release
reproduction, the importance of an efficient recruitment process is crucial.

The Common hamster (Cricetus cricetus) is one such short-lived endangered rodent species,
which hibernates for six months per year and survives only for one to two years in the wild
(Franceschini-Zink and Millesi 2008; Monecke et al. 2011). Given the dramatic decline in its
populations, it has recently been globally reclassified as “Critically Endangered” by the IUCN
(International Union for Conservation of Nature). It is now one of the most vulnerable mammals
in Europe (Banaszek et al. 2020). Research and conservation programs seeking to identify and
address (i) the causes of the observed decline (La Haye et al. 2014; Surov et al. 2016; Tissier et al.
2017), and (ii) the solutions that can be implemented to stop it and restore the populations (Kletty
et al. 2019; La Haye et al. 2020; Tissier et al. 2021), have increased this past decade. One strategy
developed since 2000 in several western European countries (Belgium, the Netherlands, France
and Germany) is the release of captive-bred individuals in areas where hamsters have
disappeared (reintroductions) or within declining wild populations (reinforcements) (Villemey et
al. 2013; La Haye et al. 2020). Hamsters are commonly released when they are adults, i.e., at one
or two years old. For such a short-lived species, ensuring an efficient reproduction quickly after
release is crucial to ensure the success of restocking programs. However, studies revealed high
mortality ratesin the weeks following the release (Kayser et al. 2003; Villemey et al. 2013; La Haye
et al. 2020). The peak of mortality even occurs before the weaning of the first litter (i.e., before
30 days post-release) (La Haye et al. 2020). The decision to release only adult hamsters was based
on the assumption that they could not reproduce during their first year of life (Szamos 1972; De
Vries 2003; Schmelzer and Millesi 2005). This assumption has been challenged and more recent
studies indicated that hamsters born early (i.e., in ascending photoperiod), likely from the first
litter, could reproduce as early as five weeks after birth (La Haye and Miskens 2004; Franceschini-
Zink and Millesi 2008; Monecke and Wollnik 2008; La Haye et al. 2014). However, there is ongoing
debate regarding when female hamsters actually reach sexual maturity, and it appears that only
a small number of them were able to reproduce in their first year, with low reproductive success

(the probability of maturing within the first year was estimated at 0.128+0.061; Losik et al. 2007;
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Franceschini-Zink and Millesi 2008). Moreover, these assertions regarding the ability of young
female hamsters to reproduce are often based on laboratory work or anecdotic observations and
remain to be tested in the wild and on newly released captive-bred hamsters.

In this study, we investigated whether months-old captive-bred female hamsters (hereafter
“subadults”) were able to reproduce shortly after their release in the wild, comparing the age-
specific reproductive capacities of two different groups. One group was composed of females
aged one-and-a-half-month-old (born in captivity in May) while the other was composed of three-
month-old females (born in captivity in March). After releasing these females into the wild in
June, we radio-tracked them individually to monitor their movements and burrow use. We
collected hair samples on each potential offspring once they emerged from the maternal burrow.
Then, through a combination of genetic analysis and cross-referencing with field data, we
assigned each pup to a mother. With this experimental design, we addressed the following
guestions (1) Are female hamsters aged 3-month-old able to reproduce once released into the
wild? (2) Are female hamsters aged 1.5-month-old able to reproduce once released into the wild?
(3) If reproduction occurs, how many offspring and what minimum litter size these hamsters can
successfully wean, and (4) within what timeframe following their release?

We expectedthat three-month-old female hamsters who survived for at least 40 days after being
released into the wild would successfully have one litter (hypothesis 1). Secondly, we
hypothesized that one-and-a-half-month-old females would eventually raise a litter, though only
a few would achieve reproduction, and this would happen later in the season compared to the

three-month-old group (hypothesis 2).
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Materials and methods

Ethical note

Our experimental protocol adhered to the guidelines of EU Directive 2010/63/EU for the care,
use, and experiments involving laboratory animals. The surgeries were approved by the Ethical
Committee (CREMEAS) under agreement number 02015033110486252 (APAFIS#397)02. The
release of captive-bred hamsters and their subsequent capture, handling, and tagging were
approved by French ministerial orders issued on 11/05/2017 (article 4) and 02/06/2020 (articles
3 and 5). All the animals used in this study were released into the wild as part of the annual
restocking program. They were not captured back at the end of the study and participated to the

conservation efforts implemented in France.
Animals and husbandry conditions

To study the reproductive capability of Common hamsters at different age after release, we
formed two groups: a group aged 3-month-old + 10 days at release (3MO, N=16) studied in 2021,
and a group aged 1.5-month-old * three days at release (1.5MO, N=10) studied in 2022.

Hamsters of the 3MO group were all born and raised at the IPHC captive breeding unit before
release (Centre National de la Recherche Scientifique, IPHC-DEPE, Strasbourg, France). After
weaning, they were housed individually in transparent Plexiglas cages with wire lids
(420*265*180 mm, L*W*H) and provided with bedding material and enrichments (wood and
shredded paper) until their release. Water and food pellets (105 pellets, SAFE, 89290 Augy,
France) were provided ad libitum. Different varieties of seeds were provided once every two
weeks [wheat (Triticum aestivum), sunflower (Helianthus annuus), rapeseed (Brassica napus)]. In
order to release 3MO hamsters mid-June, we bred adult hamsters early (i.e., in March) in the
season in our captive breeding unit (Monecke and Wollnick, 2008). Adult hamsters (10 females
and 10 males) were exposed to the end of hibernation-like photoperiod and temperature
conditions (14D:10N and a temperature of 20°c) one month ahead of the regular schedule
observed in the western range of their natural habitat to trigger reproduction. Couples were
formed at the beginning of March (03/03/21) and pups were born between the 21 and the 31°
of March 2021. At birth, photoperiod and temperature were settled back to natural local spring
conditions (20°c and 14L:10D). Pups were separated from their mother four weeks after birth and

were released two months later.
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Hamsters of 1.5MO group came from the SFS (Sauvegarde Faune Sauvage, Jungholtz, France)
captive breeding unit where they were housed in large cages (600*400*400mm L*W*H). In these
cages, hamsters had access to a 300*170*170mm shelter. Individuals of this group were born
between the 9" and the 12 of May 2022 from parents exposed to natural local photoperiod and
temperature conditions, they were separated from their mother five weeks after birth and were
released one week after. Hamsters of this group stayed one week longer with their mother to
ensure they gained sufficient weight so they could be equipped with radio-tracking loggers (see

details below section 3. “Radio-tracking monitoring”).

Release protocol

Each hamster was weighed before release and they were all released the same day, along with
other one- or two-year-old adult male and female hamsters (sex ratio 1:1) as part of the annual
restocking program implemented in France since 2003 (Losinger et al. 2004). In 2021, the 16
females of the 3MO group were evenly distributed between a 2.7ha site (Geispolsheim, France,
LONG: 48.517073, LAT:7.625767) and a 2.8ha site (Rosheim, France, LONG: 48.496125,
LAT:7.507940) on June 16™ and 17™. In 2022, the 10 females of the 1.5MO group were evenly
distributed betweena 2.7ha site (Blaesheim, France LONG:48.521528, LAT:7.617419) and a 4.3ha
site (Griesheim-prés-Molsheim, France, LONG: 48.499495, LAT:7.516193) on June 23 and 24™.
Releasing sites consisted of cultivated fields with unharvested wheat cover until the start of
hibernation (October). One or two 4m strips with a diversity of plants [including sunflower, White
radish (Raphanus sativus var. longipinnatus) and Common vetch (Vicia sativa)] were implemented
in the fields in order to ensure the availability of moisture-rich food and a diversity of resources
during the summer season. Each field was surrounded by electrical fences to limit terrestrial
predation (Villemey et al. 2013). These fences did not prevent hamsters from going out of the
releasing site, nor unknown wild hamsters from the surroundings coming in. Hamsters were
released between 09:00 and 11:00 in individual artificial burrows (1m vertical gallery connected

to an obligue one).

Radio-tracking monitoring

Females of the two groups were equipped with an intra-abdominal implant radio transmitter
(R1100 Reptile implant, ATS, 5g, 24*14*7mm) for precise tracking after release. The implantation

surgery (transmitter’s weight < 4% of hamster’s body weight) was performed at least one-week
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prior release following a well-established procedure for this species (Capber, 2011). The
transmitters emitted at a 30Mhz range signal, which enabled us to detect underground individuals
at a distance of approximately 90m. Transmitters were thermo-sensitive and variations in the
detected pulse frequency were used, according to the season, to distinguish between living, dead
or hibernating hamsters. Twice a week, we conducted radio tracking sessions to ascertain the
status (alive/dead) of each individual and assess the location of their burrow. Since hamsters are
crepuscular species (Kayser et al. 2003), the sessions were conducted during daylight hours to

minimize stress and accurately locate each individual in its actual burrow.

Pups’ emergence and assignment method

Pictures of camera trap

To track the reproduction of every female in the two groups, camera traps (Moultrie M-880,
Alabaster, AL, USA) were set in front of each female's burrow. They were deployed  five weeks
after release, considering that pregnancy is estimated to be between 18 and 21 days for one-
year-old hamsters (Nechay, 2000) and that pups start emerging from the maternal burrow
approximately three weeks after birth (Pluch et al. 2014). Pictures were analysed weekly to
identify pups’ emergence , allowing us to estimate the date of each litter’s emergence and the
number of litters per female. Additionally, we relied on visual cues such as the overall size of the
pup, the shape of its head, the position and shape of its ears, and the extent of eye opening to
estimate the age of each pup (5 days). These estimations were based on comparisons with
pictures and morphometric data (including weight and size) that had been collected in both
laboratories and previous field sessions. Using pictures at emergence, we estimated the age of
the first pup emerging and, with an average gestation of 19 days, we calculated litter’s birth date
(La Haye et el., 2014). We initiated capture sessions as soon as the first pup was observed on the

pictures.

Captures

Capture sessions were conducted one night per site every week until hibernation (from the end
of July to mid-October). We maintained a similar level of capture efforts for all females at their
burrow and did so for two weeks following each death. Specific hamster traps (MCL Leclercq,

Wavrin, France) were placed in front of the burrow of each radio-tracked female (2 to 4 traps
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were activated at each burrow, according to the pup activity detected with the camera-traps) and
activated at dawn with melon and apple baits. Whenever pups or unknown adult hamsters were
captured, they were microchipped with individual under-skin RFID tags (specifically YES MINI,
measuring 1.4*8.5mm from SAPV, L'Hay-les-Roses, France). Additionally, hair samples were
collected for subsequent genetic analysis (as detailed in section 5.3 below). Each hamster was
released on the same night, one hour maximum after it was manipulated, at the exact burrow

location where it had been caught.

Genetic analysis and parentage analysis

We conducted DNA extraction from hair samples using a commercial kit (QIAGEN® Investigator
Kit) and PCR as detailed in Reiners et al. (2014). Consensus Genotypes of individuals were grouped
in potential parent and potential offspring. Parentage estimation was conducted with COLONY
2.0 (Wang 2004; Jones and Wang 2010). Polygamy was assumed as a mating system and
polyandrous litters were not excluded (Surov et al. 2019). Error rates for each locus and allelic
frequencies were included in analysis (for error calculation see Reiners et al. 2014). For each year
and at each site, probability of a parent to not be sampled differed (Table 1). The hairs of all males
released at the experimental sites, as well as the hairs of females from different monitored groups
were systematically collected prior to release. Additionally, as hamsters released nearby in
previous or current years could also come to the experimental sites to reproduce, hairs of all
unknown hamsters captured on the studied site were systematically collected. The number of
released individuals or burrows found the previous spring in winter cereals and alfalfa in a radius
of 300m around the experimental plots were considered in order to determine the total
percentage of sampled individuals (Table 1).

A total of 580 hamsters were hair-sampled during the two summers. We excluded hair samples
of females that died before being able to produce a litter, resulting in a total of 426 samples

analysed.
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Table 1: Estimated percentages of hair samples collected including the males and study females
released on each site. A lower percentage indicates a higher likelihood of the presence of potential
unknown hamsters. These may include individuals released nearby in previous or current years or
burrows found in winter cereals and alfalfa within a 300m radius of the experimental sites during the
previous spring.

Females | Males
Geispolsheim 2021 | 69% | 86%
Rosheim 2021| 83% 98%
Geispolsheim 2022 | 60% | 84%
Rosheim 2022| 50% 99%

Data analyses

The differences of birth dates, emergence dates and the proportion of females that produced a
first and a second litter of the two groups were compared using a Kruskal-Wallis test. The
influence of the mother's weight at release on the estimated birth and emergence date of the
first litter, according to the group, was tested using linear models. Statistical analyses were

conducted in R (v3.5.1; R Core Team, 2021) with the RStudio interface (RStudio, Inc., v1.3.959).

Results

Female hamsters that were released at 3- or 1.5-month-old were able to reproduce. All the
females of the 3MO group that survived for at least 40 days post-release produced a first litter
(n=12/16, representing 75% of the entire 3MO group initially released). Within this group, an
average of 1.75+0.73 litters were successfully reared per female still alive 40 days post-release
(Table 2). Regarding the 1.5MO group, 83% of females that survived up to 40 days (n=6/10)
successfully produced a first litter, which represented 50% of the pool released. This group raised
an average of 0.5+0.52 litter during the studied period (Table 2).

On average, the first litter of the 3MO group emerged at 50.4+9.7 days post-release. Age at
emergence was estimated at 19 days (based on the age attributed to each juvenile saw for the
first time on camera-trap pictures) and therefore the average birth date was calculated at
31.41+5.98 days post-release (Fig.1). The first litter of the 1.5MO group emerged at 49.6+5.8 days
post-release. Age at emergence was estimated at 18 days and we estimated the birthdate at
30.2+44.08 days post-release. The birth and emergence dates did not significantly differ between
the two groups (Birth date: X?=0.10, P=0.75; Emergence date: X*=0.28, P=0.60; Fig.1 and Table 2).

Considering that Common hamsters have a gestation period of 18 to 21 days (Nechay, 2000; La
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Haye et al. 2010), we can infer that females from both groups reproduced on average between
9- to 12-days post-release. One individual of 3MO had its first litter approximately 23 days post-
release, suggesting that fecundation occurred during the first 5 days following its release.
Furthermore, three individuals of the 1.5MO group had their pups around day 28 post-release,
indicating a reproduction within the week following their release.

For the second litter, 56% of the released females (n=9/16) of the 3MO group had another
successful reproduction event. The emergence date of second litter was recorded at 75.88 (+6.64)
days post-release. At emergence, age of the pups for this litter was estimated at 19.6 day-old and
birth date was estimated at 56.22+4.38 which is approximately 6 days after the emergence of the
first litter. None of the females of the 1.5 MO group were able to produce a second litter (Table

2 — Fig.1).

Table 2: Summary of reproductive values for each of the two groups.

No. litter
Mean Mean . .
no. bups. | no. pus Estimated Emergence No. litter per
No. - Pup - PURS H irth (days g per female
. per per (days post-
offspring post- released that
released | female release) .
female alive release) female survived
Groups Litter 40 days
st
3MO (n-112/16) 33 2.1+1.8 | 2.75+2.0 31.416 50.4+9.7
— >d 1.31+0.87 | 1.75£0.73
+ + + +
3MO (n=9/16) 21 1.3%1.5 2.3%1.5 56.2+4.5 75.916.6
st
1.5MO0 (n-é/lO) 16 1.6x1.7 3.2+1.7 30.2#4.1 49.616.8 0.5+0.52 0.5+0.52

Based on the pups caught in the field, camera-traps data and genetic analysis, 33 pups were
attributed to the first litter of the 3MO group and 21 to the second litter, while 16 offspring could
be attributed tothe first litter of the 1.5 MO released females. These represent for the 3MO group
an average of 3.06 offspring per female released (n=16) and of 2.8 offspring in the first litter per
female still alive 40 days post-release (n=12) and 2.3 offspring in the second litter per female still
alive 90 days post-release (n=9). The 1.5MO group reared on average 1.6 pups per female
released (n=10), it represents 3.2 pups in the first litter for the females still alive 40 days post-

release (n=5 — Fig.2).
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The weight of each released female had no influence on the estimated date of birth or emergence

of offspring from the first litter in either group.
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Figure 1 : Estimated birth and emergence date of first and second litters according to each
individual in the two studied groups. Dashed lines indicate mean birth dates, and dotted lines
indicate mean emergence dates.
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Discussion

Our findings revealed that subadult females born in captivity could reproduce and rear a litter
within weeks after being released in the field, independently of their age. Importantly, 100% of
the 3MO females that survived more than 40 days (n=12/16) successfully reproduced in the field.
For the 1.5MO group, five females (out of six still alive 40 post-release) raised a first litter. Contrary
to what we predicted , these females produced their first litter at the same time as the 3MO
females. However, 1.5MO females were only able to rear one litter after the release. By the end
of the reproductive season (October), all the 3MO females still alive 90 days post-release (n=9/16)

successfully reared a second litter.
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Figure 2 : Number of offspring in each litter for the two studied groups.
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Reproductive capacities/sexual maturity

The two groups mated around 10 days post-release and the birth date of their first litter was
estimated at 30 days post-release. Since females from the 1.5 MO group were 42 days old upon
release, our results demonstrate that captive-bred hamsters can reach sexual maturity as early as
48 days after birth once released in the wild. These results contradict previous assertions that
common hamsters could not reproduce in their birth year (Szamos 1972; De Vries 2002,
Schmelzer 2005). They also support findings from indicating that female hamsters born early in
the season (during ascending photoperiod) exhibit the capacity to reproduce as soon as 42 days
after birth (La Haye et al. 2014), and in some cases, as early as 34 days old Monecke and Wollnick
2008). Studies suggest that the body weight of the motheris a determinant factor for a successful
reproduction and that a minimum weight of 200g is necessary for successful mating and
reproduction (Nechay et al. 1977 as cited in Ulbrich and Kayser 2004). However, we did not detect
any influence of the mother’s body weight at release on the estimated or emergence dates of the
first litter. Females of 1.5-month-old weighed 135%9.2g on average, two days upon release.
Although these females could have rapidly gained weight after their release, potentially reaching
the 200g threshold early, it is also worth considering that some females might have initiated
reproduction while still below this 200g threshold. Furthermore, it's worth mentioning that only
1.5 MO females weighing more than 125 g were selected to ensure that radio transmitters did
not make up for more than 4% of their weight. It is thus possible that lighter females of the same

age would have sexual maturity later.

Reproductive success

Only females of the 3MO group could produce a second litter, leading to an average of 1.31+0.87
litters per released female (n=12/16) compared to 0.5+0.52 litters per released female for females
of the 1.5MO group (n=5/16). The number of litters per female of the 3MO group was higher or
close to the one reported in previous studies on one-year-old released females (0.86+0.25, n=14
released; Villemey et al. 2013; 1.57+1.1, n=104 released; Harpenslager et al. 2011). Additionally,
the emergence date of the first litter was calculated at 50.4+8.18 for the 3MO group and 44+7.07
for the 1.5MO group. These results showed an earlier emergence date compared to the 66.3+2.6
days reported in Villemey et al. 2013 study on one-year-old female hamsters released under
similar conditions (plots with permanent wheat cover and surrounded by electrical fences).

However, it's important to note that the protocol used to determine the emergence date was not
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exactly the same between these two studies. In our study, camera traps were set in front of the
burrows 35 days post-release for all the females, whereas in Villemey et al.'s study, this was done
at 40 days post-release and only for females that remained in the same burrow for more than
four weeks. These methodological differences may explain part of the variations in our results.
Another crucial factor to consider is the year effect. The two groups studied were not released in
the same year, making it challenging to directly compare them, as reproductive success and
rodent population dynamics are often strongly influenced by annual variations (La Haye et al,,
2014). Although the number of litters per female for the two studied group was higher than for
one-year-old individuals in previous studies, it still appears to be lower than recorded in wild
hamsters (1.64+0.1 litter per female, n=6, Surov et al. 2016; 1.9 litter per female, n=49,
Harpenslager 2011, La Haye et al. 2009). Additional studies and a common protocol are needed
to compare these results with the reproduction of one-year-old released females the same year
and on the same site since abiotic factors such as annual climate variations or vegetation cover
and composition could have influenced hamsters’ reproductive success between 2021 (3MO
group) and 2022 (1.5MO group).

Harpenslager etal. (2011) showed that only 37% of one-year-old captive-bred hamsters produced
more than one litter, 29% produced only one litter and 34% could not produce any litter at all
(among these 34%, 25% died before reaching 40 days post-release and 9% lived until then but did
not succeed in producing a litter, n = 104). In our study, hamsters were released during the 3™
and 4™ weeks of June, which is quite late in the season (since in the wild, they can start
reproduction shortly after the end of hibernation in April) but results revealed a high reproductive
success for the 3MO group (75% of released females raised 1 litter and 56% raised a second one).
Hamsters in this study were released in areas surrounded by electrical fences and on unharvested
wheat plots enriched with vegetation stripes. Such release conditions may explain the observed
differences in reproductive success as they may have improved both the mother and the
offspring’s survival and growth conditions.

Female hamsters are the most sensitive part of the population, which means that their
involvement in population recruitment is key to its survival (Ulbrich and Kayser 2004). Subadult
female hamsters, due to their early reproductive capabilities, can significantly enhance the
effectiveness of restocking programs. These young individuals can contribute to recruitment

earlier and for more extended periods compared to hamsters that are already aged one-year-old
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at release time. Therefore, releasing hamsters immediately when they reach sexual maturity
appears to be a promising approach to enhance the overall effectiveness of restocking programs.
However, it is crucial to recognize that relying solely on these individuals for release may not be
suitable. Given the current need for such programs, at least some individuals need to reproduce
in the breeding unit in order to maintain a captive population until wild populations have
stabilized, at the risk of losing the species.

Our results thus highlighted the potential of young hamsters as reproductive individuals to be
released as part of restocking programs. However, we focused mostly on the reproductive
abilities of released female hamsters before their first winter in this study. Young hamsters may
face a higher mortality rate than adult ones as they are inexperienced and are potential prey to a
larger variety of predators. This stresses out the importance of considering the survival and
reproductive rate of released hamsters both within their year of release and after their first winter
and to compare it to adult hamsters in the future. Finally, monitoring the offspring of each age
group and their post-hibernation fitness could help to assess the contribution of released young

hamsters to local population dynamic and restocking programs.
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Fitness in natura

« Les plus forts d'entre nous sont ceux qui s'adaptent le mieux au changement. »

Charles Darwin
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Résumé du chapitre 3

Ce troisieme et dernier chapitre a cherché a évaluer, in natura, |'efficacité des stratégies
identifiées dans les deux chapitres précédents. Dans cette étude, notre objectif était de
caractériser l'impact du soft-release sur la fitness des hamsters reldchés dans leur
environnement naturel selon les protocole classiques utilisés a I’échelle Européenne, ¢’est-a-
dire avec des hamsters agés d’un an. J'ai cherché a vérifier aussi le potentiel que pourrait
représenter des lachers de juvéniles, en mesurant leur taux de survie et de reproduction in
natura.

Pour répondre a ces questions, un suivi télémétrique de la survie a été réalisé sur des groupes
de hamsters différents et réitéré trois années consécutives afin d'obtenir des jeux de données
avec suffisamment d’individus pour permettre des analyses statistiques robustes. Ce suivi s'est
déroulé entre juin et octobre, de 2021 a 2023. L'utilisation de piéges photographiques,
associée a des captures, des collectes de poils et des analyses génétiques, nous a permis
d'examiner en plus de la survie, le timing et le succes reproducteur des groupes de femelles
relachées.

Les résultats ont montré que le séjour de deux semaines dans des enclos individuels améliorait
la survie des femelles adultes jusqu'a environ un mois apres leurs lachés. Cependant, au-dela
de cette période, les différences de survie entre les femelles adultes de ce groupe Enclos et
les femelles naives (groupe Contrdle) n'étaient plus perceptibles. De plus, nous avons constaté
que les femelles agées de 1,5 et 3 mois présentaient des taux de survie intermédiaires avec
les groupes Controle et Enclos. Enfin, il convient de noter que le succes reproducteur était
globalement similaire entre les groupes étudiés. Il faut souligner aussi que les données
relatives a la reproduction pour I'année 2023 ainsi que les données climatiques sont toujours
en cours d’analyse et n'ont donc pas été incluses dans ce chapitre (annexe 4).

L'ensemble de ces résultats me permet d'élaborer des recommandations concréetes pour
améliorer les renforcements. |l apparait que le soft-release représente une stratégie
bénéfique pour augmenter la survie des hamsters adultes, bien que son impact sur
I'amélioration globale de la fitness des femelles relachées semble étre limité. Par ailleurs, le
lacher de femelles hamsters quelques mois apres leur naissance en captivité se révele
également une piste intéressante mais des études a plus long terme seraient nécessaires pour
évaluer leur véritable contribution sur le taux de recrutement et la dynamique de la

population.
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Chapitre 3

Introduction

einforcement programs are a common and important conservation tool to enhance

the viability of existing but shrinking populations (Berger-Tal et al., 2020; Hoffmann

et al.,, 2015; Soorae, 2021). These programs involve the translocation of animals
either from stable populations or from captivity to a small and/or isolated threatened
population (IUCN/SSC, 2013). Promoting the conservation of endangered species is the main
objective of such programs and this includes increasing genetic diversity (Resende et al.,
2021), improving the representation of specific groups or life stages (as sexes or genetic
lineages), reintroducing extinct populations (Turghan et al., 2022), supporting
metapopulations, and establishing new populations (Ausband & Foresman, 2007; Berger-Tal
et al., 2020). To ensure the success of reinforcement programs, released animals must adapt
quickly to their new environment to survive, reproduce and successfully wean offspring
(Armstrong & Seddon, 2008;IUCN/SSC, 2013; Soorae, 2018).
However, these programs face several major challenges, amongst which the most frequently
cited issues are the complexities in monitoring the fate of released animals (Bubac et al.,
2019), the lack of post-release information (Swaisgood, 2010) and difficulties linked to the
behaviour of released individuals (Berger-Tal et al., 2020). Challenges in the latter aspect often
stem from factors such as long-distance dispersal from the release site (Armstrong & Seddon,
2008) or the inability of individuals to acclimatise swiftly to novel environments, resulting in
struggles to identify predators or locate food resources. For instance, captive-bred fishers
(Martes pennanti) suffered from post-release starvation because, even though they were able
to capture live prey, they struggled to find them in the wild (Kelly, 1977). The existence of
difficulties for the animals to acclimatise to their post-release environment vary depending on
age, sex, behaviour and source population. Notably, these issues are particularly true for
captive-bred animals used for reinforcement programs given their naivety (they have never
experienced any other environment than captivity and are thus naive to any nature-related
stimuli), making them more vulnerable after release than their wild-born counterparts
(Armstrong et al., 2017). As an example, wild-born Vancouver Island marmots (Marmota
vancouverensis) exhibit optimal post-release survival rates, whereas captive-bred marmots
require up to two years to overcome captive-breeding effects and reach annual survival

probabilities akin to their wild-born peers (Lloyd et al., 2019).
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Numerous strategies have been explored to enhance the efficacy of reinforcement programs
(Reading et al., 2013). These include the implementation of soft release (i.e., a pre-release
confinement period in a semi-natural environment mimicking the environment of release -
Lloyd et al., 2019; Tetzlaff et al., 2019; Resende et al., 2021), training animals either ex situ or
in situ to recognize predators (Curio, 1993; Griffin et al., 2000; Blumstein et al., 2019;), and
the release of animals at various ontogenic stages (Pritchard et al., 2021; Robert et al., 2004;
Sarrazin & Legendre, 2000). While these strategies have demonstrated effectiveness, their
outcomes frequently exhibit species-specific variations (Berger-Tal et al., 2020; Jolly et al,,
2020; Moseby et al., 2014)

Across Europe, conservation programs are of most importance for terrestrial mammals as
more than 11% are currently threatened with extinction (IUCN, 2022). The Common hamster
(Cricetus cricetus) is one such species, and has recently been classified as “Critically
Endangered” (Banaszek et al., 2020). In France, where the distribution area of this species has
reduced by a staggering 94% in half a century (Chaigne et al., 2015), a series of conservation
strategies has been implemented. These encompass habitat restoration and the translocation
of captive-bred individuals into their natural habitat: plain agricultural landscape. Given
hamsters’ short average lifespan of one-year and a half in the wild, coupled to a long
hibernation period of six months (La Haye et al., 2014), both the survival and reproduction of
released individuals are crucial to maximize the chances for population stabilization. In both
wild-born and captive-bred hamsters, the most commonly accepted reason for mortality is
predation, accounting for over 70% of hamster deaths, primarily caused by the red fox (Vulpes
vulpes), medium mustelids (Mustelidae spec.), or diurnal birds of prey (Buteo buteo and Falco
tunninculus) (La Haye et al., 2020). The level of predation risk to which they are exposed is
closely related to crop management practices, where the suppression of a natural cover used
by hamsters to hide from predators is a critical component for survival. Since 2012, strategies
seeking to increase the success of the releases have been implemented in Alsace (East France),
including the deployment of electrical fences and unharvested crops on release sites from
release to hibernation (Villemey et al., 2011). Nevertheless, the survival rates four months
post-release can still be as low as 20% (Verbist, 2008; Villemey et al. 2013). Despite these
ongoing efforts and the yearly release of over 400 individuals for the past decades, the French
hamster population has not shown signs of recovery, requiring persistent annual releases. In
the Netherlands, a study monitoring survival rates of one-year-old captive-bred hamsters

revealed that females require approximately 19 days and males around 28 days post-release
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to exhibit survival rates equivalent to wild-born individuals (La Haye et al., 2020). Recent
research has brought to light that captive-bred hamsters are not responding appropriately
when faced with a real or an artificial predator (Tissier et al., 2019; Fleitz et al., 2023). The loss
of attenuation of adaptive behaviours such as anti-predatory behaviour in captivity could
partially explain the reported high short-term mortality rates following release.

With the aim of mitigating the influence of captivity on hamster behaviour, conservation
scientists seek to identify solutions that can enhance the short-term survival and subsequent
fitness of released captive-bred individuals. Currently, two distinct approaches have been
investigated. The first one, inspired by the successful application of soft-release strategies in
several mammal species (De Milliano et al., 2016; Tetzlaff et al., 2019; Resende et al., 2020),
has demonstrated that a brief period of confinement within a large outdoor and multi-
individual enclosure can effectively modify the behaviour of captive-bred one-year-old
hamsters when confronted to a predation risk (i.e., seeking shelter faster and staying hidden
for an extended period of time - Fleitz et al., 2023). While these findings hold promise for
enhancing the short-term survival rates of released hamsters, this approach has not yet been
tested under wild conditions. The second approach focused on the behaviour and
reproductive capacities of hamsters during their first year of life. Tests conducted under
controlled conditions revealed that three-month-old hamsters, born in captivity, displayed a
greater degree of caution and less behavioural variability than their one-year-old counterparts
did (Box 2). Considering that the emergence of distinct personality traits appears to coincide
with the decline of behavioural plasticity over an individual's ontogeny, releasing young
hamsters holds potential advantages forthem to better acclimatize to new environments. This
strategy relies on the high behavioural plasticity of young individuals (Stoinski and Beck, 2004,
Reading et al., 2013) and the lack of firmly anchored personality traits (Adaniya et al., 2021),
potentially facilitating their development in a way better suited to natural environment rather
than captive ones (Polverino et al., 2016; Cabrera et al., 2021; Adaniya et al., 2021). Taken
together with the fact that female hamsters reach sexual maturity around 40 days old (captive
studies: Monecke and Wollnik, 2008; La Haye et al., 2014), it seems then possible that the
reproductive fitness of hamsters(Stoinski & Beck, 2004; Reading et al., 2013) released before
reaching one year of age could potentially surpass that of older individuals. However, since
young individuals are also subject to higher mortality risks than adults due to their
inexperience and weaker body condition (Nechay et al., 1977), these conjectures require

empirical evaluation in natura.
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Our study explored ways to improve the post-release fitness of captive-bred individuals. We
investigated the influence of two key factors: (1) an extrinsic factor, the pre-release
environment, and (2) an intrinsic factor, the age at release. Our investigation primarily focused
on how these factors influence post-release fitness, encompassing both survival and
reproductive outcomes.

First, we expected that a soft-release approach (a pre-release in an outside individual
enclosure) would enhance the post-release survival rates of one-year-old captive-bred
hamsters (prediction 1). Secondly, that hamsters within their first year (subadults) would have
a better survival rate than adults hamsters (prediction 2). Furthermore, we suggested that
hamsters exposed to a soft-release would exhibit increased reproductive success, manifested
by earlier first litters and a higher number of litters and offspring, in comparison to Control
hamsters that remained in laboratory conditions until release (prediction 3). Finally, we
predicted that the reproductive success of subadults would be low compared to adults from
both the soft-released and control groups (prediction 4).

During three consecutive years, from 2021 to 2023, we monitored captive-bred female
hamsters after release in the fields. Each of the 122 female hamsters monitored, was
individually radio-tracked from release to immergence (June to October). Throughout this
period, burrow locations were recorded along with individual post-release survival, causes of

mortality, and reproductive success.

Material and methods

1. Ethical note
This experimental protocol followed the EU Directive 2010/63/EU guidelines for experiments,
care and use of laboratory animals. The surgeries were approved by the Ethical Committee
(CREMEAS) under agreement number 02015033110486252 (APAFIS#397)02. The release of
captive-bred hamsters and the captures, handling and tag implementation was approved by
ministerial order of the 11/05/2017 (article 4) and 02/06/2020 (articles 3 and 5). In this
experiment, we followed the principles of the 3Rs, particularly when determining the sample
size of each group, seeking to reduce to a minimum the number of individuals. All hamsters
involved in the study were released into the wild as part of the annual reinforcement program

implemented in France, and remained in the wild at the end of the study.
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2. Groups

To study the effect of intrinsic and extrinsic factors on the fitness of released hamsters, we
released and compared four groups, two groups of adult female hamsters (Control and
Enclosure) and two groups of subadult female ones (one and a half month-old (1.5MO) and
three-month-old (3MQ)). Hamsters from the Control, Enclosure and 3MO groups were born
and raised in the IPHC captive breeding unit (Institut Pluridisciplinaire Hubert-Curien, CNRS-
DEPE, Strasbourg, France). The 1.5MO group was composed of hamsters born and raised in
the SFS (Sauvegarde Faune Sauvage) captive breeding unit (for details on the breeding-
conditions in different units, see Fleitz et al. 2023 & Article 2 - Chapter 2). Each year, three
groups were simultaneously released and monitored in the field (adult control and enclosure
females were released every year, while the 3MO and 1.5 were released only in one of the

three years, respectively; Table 1)

Table 1 : Group information

Group Control Enclosure 3MO 1.5MO0
Origin (Breeding unit) IPHC IPHC IPHC SFS
Age atrelease 1 year old 1 year old 3 months old | 1.5 months old
Soft-release No Yes No No

2021 (N=16) 2021 (N=16)
Studied year | 2022 (N=16) 2022 (N=16) 2021 (N=16) 2022 (N=10)
2023 (N=16) | 2023 (N=16)

6
6

Hamsters of the Control group were one-year-old individuals and represented hamsters
classically released into the wild in Alsace every year since 2003 (Villemey et al., 2013). Before
release, hamsters were housed individually in transparent Plexiglas cages with wire lids
(42*%26,5*%18 cm, L*W*H) that contained bedding material and enrichments (wood and
shredded paper). Water and food pellets (105 pellets, SAFE, 89290 Augy, France) were
provided ad libitum. Various seeds were provided occasionally and included wheat (Triticum
aestivum), sunflower (Helianthus annuus), rapeseed (Brassica napus). Room temperature was
maintained at 20-23°C and light conditions followed the natural photoperiod cycles.

The Enclosure group was composed of one-year-old female hamsters born and raised in the
same conditions than hamsters of the Control group. At dawn, two weeks before their release
into the wild, hamster females from the enclosure group were placed in individual enclosure
made of mesh and netting (150*100*100cm, L*W*H with an additional underground part of
50*40*150cm, D*W*L, for details see appendix 1 and 3). In these enclosures, each females

had access to a wider variety of fresh food, including clover (Trifolium pratense) alfalfa
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(Medicago sativa), corn (Zea mays), wheat, sunflower, peas (Pisum sativum) and species of
invertebrates as earthworms or carabid beetles (naturally present in the soil) that they could
capture on the ground. The enclosures were placed outside on a grassy area. Hamsters were
thus exposed to natural climatic conditions (sun, wind, rainfall, etc.) and had access to an
underground section allowing them to dig a small burrow (50cm deep). The first five days after
placing the 16 female hamsters in the individuals enclosures, food pellets were still provided
and gradually reduced. Water was only provided by watering the vegetation within the
enclosures, as needed.

Hamsters of the 3MO group were born between 21 and 31 of March 2021, and were thus
around three months old upon release (16" and 17" of June 2021). The photoperiod had to
be adjusted to produce this group to ensure that their parents’ reproduction occurred one
month earlier than what is usually scheduled in the laboratory (for details, see Article 2 -
Chapter 2).

Hamsters of the 1.5MO group were born between the 9™ and the 12" of May 2022 from
parents exposed to natural local photoperiod and temperature conditions. In the SFS
breeding-centre, cages were bigger (60*40*40cm, L*W*H) than in the IPHC breeding-centre
and hamsters had access to a 30*17*17cm shelter (for details, see Box 2 - Chapter 2). The
1.5MO group was weaned at five weeks old and released at six weeks old (23" and 24" of
June 2022). Hamsters within this group remained with their mother for an extra week to

ensure they attained sufficient weight to safely be equipped with the radio-logger.

Table 2: Number of hamsters released per site and per group each year. Only females of the
Control, Enclosure, 3MO and 1.5MO groups were equipped with telemetry loggers; more
individuals (males and females) were released at the same time and on the same sites but
were not part of the study.

2021 2022 2023
Control | Enclosure | 3MO Non- Control | Enclosure| 1.5MO Non- Control | Enclosure Non-
d Q Q Q monitored | & 0 9 0 monitored g Q 9 monitored

Q females Q

Geispolsheim | 32 8 8 8 8 28 8 8 5 7 NA|[ NA NA NA

Griesheim | 29 8 8 8 5 42 8 8 5 22 NA| NA NA NA
Altorf 1 NA| NA NA NA NA NA| NA NA NA NA 12 6 6 0
Altorf 2 NA| NA NA NA NA NA| NA NA NA NA 23| 10 10 3
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3. Study area

The 122 female hamsters in our experiment were released on June 16 and 17™in 2021, June
23"9and 24" in 2022 and June 9™ in 2023 as part of the annual French reinforcement program.
We selected three pairs of agricultural sites, 2 per municipality inside the Bas-Rhin, France (for
details, see Appendix 2), in the municipality of Geispolsheim, Griesheim-prés-Molsheim, and
Altorf. Hamsters were released in fields covered with wheat unharvested until mid-October
and one or two 4m large stripes of a diversity of plants [including sunflower, White radish
(Raphanus sativus var. longipinnatus), and Common vetch (Vicia sativa)] was implemented in
the fields in order to ensure the availability of moisture-rich food and a diverse range of food
resources during the summer season. Each plot was surrounded by an electrical fence in order
to limit its access by terrestrial predators such as red foxes (Vulpes vulpes) (Villemey et al.,
2013).

Hamsters were released between 09:00 and 11:00 in individual artificial burrows (1m vertical
gallery connected to an oblique one) with some seeds and vegetables (carrots (Daucus
carota), apples (Malus domestica), turnips (Brassica rapa)). In 2023, the dry soil prevented the
creation of artificial burrows. Hamsters were released into wooden boxes buried at a depth of
30 cm. These boxes were bottomless, allowing the animals to dig deeper and providing them

with shelter on the day of release (see appendix 2).

4. Experimental design

Survival data (telemetry)

All female hamsters included in the study were equipped with an intra-abdominal implant
transmitter (R1100 Reptile implant, ATS, 4g, 24*14*7mm) for precise radio-tracking after
release. The implantation surgery was performed according to an established protocol
(Capber, 2011), at least one-week before release, ensuring that the weight of the transmitter
was less than 4% of the total body weight of each individual. Transmitters emitted a 30Mhz
signal allowing to individually identify each hamster at a maximum distance of 90m, including
inside their burrow. As Common hamsters are crepuscular in this area of their range (Kaim et
al., 2014), radiotracking sessions were conducted during daylight hours (i.e. when they are
inactive) to accurately locate each individual inits burrow. Transmitters were thermo-sensitive
and variations in the detected pulse frequency (e.g., 30£3 beeps per minute at 20°C and 38+4
at 38°C) were used to distinguish between living or dead/in torpor hamsters. The first session

(S1), corresponding to the day of release, was considered as day 1 of the study. For each
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individual, tracking sessions were conducted twice a week to determine their survival status,

while their burrow location was searched once a week.

Reproduction (Capture and handling)

Reproduction was monitored using a combination of camera traps and captures. Four weeks
after release, camera traps (Hyperfire HC600; Reconyx, Holmen, WI, USA) were set in front of
each study female's burrow. Pictures were analysed weekly to identify the first day of pups’
emergence from the maternal burrow. Due to camera-trap failures, the exact emergence date
of each litter could not always be detected and juveniles seen at a female burrow for the first
time did not always have the same age. For this reason, we attributed an age to each pup
observed for the first time based on visual morphological features such as the body size, the
shape of the head and ears, the position of the ears or the level of eye openness. These data
were compared to previous pictures collected on the field or in captivity (1 300 000 pictures
were analysed in total). Using this information, we were able to estimate a birth date for each
litter.

From the first-time juveniles were seen in pictures, capture sessions were conducted one
night per week on each site, every week until hibernation (from the end of July to mid-
October). The traps (MCL Leclercq, Wavrin, France: wire mesh trap with a toggle door,
13*41*11 L*W*H cm), were activated at dawn with melon and apple baits. When pups or
unknown adults were trapped, they were transferred into a contention sock and equipped
with a permanent individual identifier (under skin RFID tag 1.4*8.5mmtransponder —Yes Mini,
SAPV 32500; Group SNVEL, Paris, France), the sex of each individual was determined, weight
and shin size were registered. Hair samples were collected for future genetic analysis (see
below). We released each hamster the same night at the burrow where it was trapped. If a
pup was recaptured during the season, we took morphometric measurements once more to

track its growth. Afterward, the pup was released back into its initial burrow of capture.

5. Genetic analysis

Hair samples collected during capture sessions were immediately placed individually in a filter
paper, folded, and sealed in a small plastic Ziploc bag with silica gel to prevent moisture
absorption and inhibit bacterial and fungal growth. The bags were then stored until the genetic
analysis was performed at the Centre for Wildlife Genetics (Frankfurt, Germany). For

additional information on the genetic analysis, see Chapter 2 - Article 2.
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6. Statistical analysis

Survival

We estimated bi-weekly survival rates for female hamsters for 120 days which correspond to
the period from the day of the release (June) until the approximate beginning of hibernation
(mid-October). Survival data were collected throughout 36 distinct sessions, each spanning
3.5 days. Within each session, the vital status of each hamster was checked, and it was
therefore possible to know the fate of each individual twice a week. If an individual remained
undetected during a session, exhaustive efforts were undertaken until its vitality status was
ascertained, whether alive or dead. To analyse the survival dynamic per group and per year at
constant time intervals and with a detection probability equal to 1, we used the known-fate
model, implemented through the Program MARK (White & Burnham, 1999) and the package
RMark of the R software (Laake & Rexstad, 2015). Dueto the early end of life of the battery of
some transmitters, a signal loss or an early drop in temperature at the burrow was considered
as “censored individuals” at the end of the tracking (n=15 in total, over three years). Survival
rates were studied over four distinct phases that reflected different post-release periods of
key importance : (1) the 7 first sessions (19 days post-release), is considered as a critical period
during which released female hamsters show higher mortality rates than wild ones (La Haye
et al.,, 2020) and also corresponds to the average gestation period usually observed under
controlled conditions (Nechay, 2000); (2) 9 sessions (26 days post-release) corresponding to
the median of the birth dates of the first litter observed in the field during the two first studied
years; (3) 15 sessions (46 days post-release) corresponding to the median of the emergence
dates of the first litter observed in the field for 2021 and 2022 (for the year 2023, data have
not yet been analysed); (4) 36 sessions (120 days post-release) that correspond to the
beginning of hibernation and end of bi-weekly telemetry monitoring. For these four periods,
a global model has been created taking into account group, year, time (number of days since
release), mother weight, the interactions between the group and the year, the group and the
site, the group and the time, and the time and the year. The best model has been selected
using the step-down approach based on Akaike’s Information Criterion corrected for small
samples (AlCc). We compared models with a AAICc of within 2 as competitive with the top

model (Burnham et al., 2011).
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Finally, because survival patterns in 2021 and 2022 exhibited high differences, we also
examined how precipitation and temperature might have influenced the survival rates. Details

of these results are presented in appendix 4.

Reproductive success

Female’s reproductive success was assessed through an estimation of the minimum number
of offspring and litters per female. This determination relied on a combination of camera-trap,
captures-mark-recaptures, and genetic data. We investigated the impact of the group on four
variables characterising the reproductive success: (1) the estimated birth dates of the first
litters, (2) the total number of offspring per group, (3) the number of litters per group, and
(4) the offspring body mass and body size. In all these analyses, we considered the potential
effect of the mother’s body mass on either the phenology of the first litter or the number of
offspring and litter. The mother’s body mass was the one recorded at surgery as some data
on the day of release were missing. No differences between the one-year-old groups were
observed at the time of the surgery, neither at the time of the release. Weight data were
centered-reduced for all the analyses. Over the course of the three years, 60 capture sessions
were performed and a total of 1629 hamsters were captured. Among these, 505 individuals
were tagged and 225 hamsters were captured and measured more than once. At the time of
writing, data for 2023 are not yet fully available and will therefore not be included.

The effects of the soft release and the age on (1) the birth date of the first litter (calculated as
a number of days post-release) was analysed using a GLM with a Poisson distribution. The
group, year, site, the mother’s body mass, and the two-way interactions between these
variables were included as fixed effects. For (2) the total number of offspring and (3) the
number of litters produced per female, we used GLMs with a negative binomial distribution
to deal with data overdispersion. The group, year, site, mother’s body weight, and the two-
way interactions were included as fixed effects.

Finally, we investigated the effect of the group on the offspring’s body mass and body size
(using the size of the tibia as a proxy) using Linear Mixed Models (LMMs); both of these
response variables were log-transformed. We tested the relationship between the offspring’s
body mass and the group, the year, the site, the litter number (first or second litter), the date
(expressed in Julian days), the mother’s body weight, and the interaction of these parameters

as fixed effects. The offspring’s ID was included as a random effect to account for repeated
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measures on individuals captured more than once during the season. The same model was
applied for the tibia size.
We conducted a selection of the best models based on the lowest Akaike Information Criterion
value (AlCc), models with a AAICc > 2 compared to the model with the lowest AlCc were
systematically excluded.
All the analyses were conducted with R software (v3.5.1; R Core Team, 2022) with the RStudio

interface (RStudio version 1.3.959; RStudio Team, 2020).

Results

Survival

For the first period (19 days post-release; 7 sessions), the survival of adult females was best
modelled by the effect of the Group with the additive effect of the Time (model A1-Table 3).
Survival of the four groups was positively associated with the time (Brime=0.34, SE=0.16,95%
Cl= 0.03 to 0.65). Overall, females of the Enclosure group had higher survival rates than
females of the Control group (Benciosure=1.84, SE=0.78, 95% Cl= 0.32 to 3.36; Figure 1). No
differences were observed between the other groups (Bsmo=0.26, SE=0.67,95% Cl= -1.05 to
1.57—-B15m0=0.19,SE=0.79,95%Cl=-1.36t0 1.73).Survival rates at 19 days post-release were
estimated at 0.993 (SE=0.005, 95% Cl= 0.972 to 0.998) for the enclosure group, 0.955
(SE=0.013,95% CI= 0.921 to 0.975) for the Control group, 0.966 (SE=0.020, 95% Cl= 0.898 to
0.989) for the 3MO group, and 0.964 (SE=0.025, 95% Cl=0.087 t0 0.991) for the 1.5MO group
(Table 4).

For the second period (26 days post-release; 9 sessions), female survival was once again best
modelled by the effect of the Group (model B1 — Table 3) and the Group with the additive
effect of the Time (model B2 -Table 3). However, survival of the four groups was not
significantly correlated with the time (Brime=0.19, SE=0.10, 95% Cl= -0.01 to 0.38). For this
period again, the Enclosure group displayed significantly higher survival rates than hamsters
of the Control group (Benclosure=2.14, SE=0.76,95% Cl= 0.65 to 3.63; Figure 1). Survival rates
per session for the Enclosure, Control, 3MO, and 1.5MQOwere 0.995 (SE=0.004, 95% Cl=0.979
t00.999),0.956 (SE=0.012,95%CI=0.927t0 0.974),0.973 (SE=0.015,95%CI=0.921t0 0.991),
and 0.958 (SE=0.024, 95% Cl= 0.877 to 0.986) respectively (Table 4).

For the third period (46 days post-release; 14 sessions), survival rates were best modelled by
the Year * Time interaction (model C1 - Table 3) with a lower global survival rate in 2022 than

in 2021 and 2023 (B2022=-0.91, SE=0.37,95% Cl=-1.64 to -0.18). For all the released hamsters,
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survival rates at 46 days post-release were estimated at 0.980 (SE=0.006, 95% Cl= 0.964 to
0.989) in 2021, 0.952 (SE=0.010, 95% Cl=0.929 to 0.968)in 2022 and 0.979 (SE=0.007, 95%
Cl=0.960 to0 0.990) in 2023 (Table 4).

Finally, for the total duration of the monitoring (fourth period — 120 days post-release; 36
sessions), the best models are the models including the Year and the null model (models D1
and D2, respectively, Table 3). However, as for the third period, we found a lower global
survival rate in 2022 compared to 2021 and 2023 (B2022=-0.67, SE=0.28, 95% Cl= -1.22 to -
0.11). Over the entire monitoring period and for all females, the survival rates were 0.980
(SE=0.004,95% Cl=0.970t0 0.987) in 2021, 0.962 (SE=0.007,95% CI=0.947 t0 0.974) in 2022
and 0.973 (SE=0.006, 95% Cl= 0.959 t0 0.983) in 2023 (Table 4).

The survival rate of the Control and Enclosure group obtained with the Cox regression are
shown below to provide a clear visual representation of our results (Figure 1), considering that

the outputs of the Cox regression were similar to the ones of the know-fate-model.
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Table 3: Effects of the group on the survival of released hamsters at 19, 26, 46 and 120 days.
The effects of the Time, the Group (Control, Enclosure, 3MO, 1.5MO), the Year (2021, 2022,
2023), the Site (Rosheim, Geispolsheim, Altorf) and the mothers’ body mass are represented.
Only the models with a greater or equal AlCc than the null model are presented. The “npar”
refers to the number of parameters in each model.

D models npar| AlCc | AAICc|weight | Deviance
models

Al S(Group+Time) 5 |1161.78| 0.00 | 0.44 | 148.92

v A2 S(Time) 2 [164.05| 2.27 | 0.14 157.26

% A3 S(Group) 4 |164.94| 3.16 | 0.09 | 154.11

a} A4 S(Group+Time+Group*Time)| 8 |165.59| 3.81 | 0.07 | 146.60

?’; A5 S(Group+Group*Time) 8 [165.59| 3.81 | 0.07 146.60

E A6 S(Time+Group*Time) 8 |165.59| 3.81 | 0.07 | 146.60

3 A7 S(Group*Time) 8 |165.59| 3.81 | 0.07 | 146.60

A8 S(.) 1 |167.56| 5.78 | 0.02 | 162.78

@ B1 S(Group) 4 1200.29| 0.00 | 0.52 | 189.48

% B2 S(Group*Time) 8 1200.88| 0.58 | 0.39 181.94

‘é B3 S(Time) 2 |205.67| 5.38 | 0.04 | 198.88

2 B4 S(Group*Year) 9 |206.70| 6.40 | 0.02 | 185.71

§ B5 S(.) 1 |207.40( 7.11 | 0.01 | 202.63

& Cl S(Year*Time) 6 |360.57| 0.00 | 1.00 | 342.97
%E C2 S(Year) 3 |376.60| 16.03 | 0.00 | 365.04
53 C3 | S(Group*Year) 9 |378.52|17.94 | 0.00 | 354.84
3 Cca S(.) 1 |380.61|20.04 | 0.00 | 373.06
o a D1 S(Year) 3 |662.62| 0.00 | 0.49 | 638.93
5 ? D2 S(.) 1 |664.17| 1.56 | 0.22 | 644.49
o § D3 S(Time) 2 |666.00| 3.38 | 0.09 644.31
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Table 4: Survival rates of adult females from the four groups (three years and four studied
periods). Data for the 3MO and the 1.5MO are presented for 2021 and 2022, respectively,

since they were not released every year.

Group | Session | Period (days post-release) | 2021 | 2022 | 2023 | Total
_ 7 19 0.931 | 0.989 | 0.94 | 0.953
= 9 26 0.935 | 0.975 | 0.952 | 0.954
§ 15 46 0.961 | 0.958 | 0.965 | 0.961

36 120 0.974 | 0.961 | 0.97 |0.968
o 19 0.989 10989 | 1 ]0.993
§ 9 26 0992|0992 | 1 [0.995
é 15 46 0.995 | 0.94 | 0.991 | 0.975
B 36 120 0.983 | 0.953 | 0.976 | 0.971

7 19 0.966 | NA NA |0.966
g 9 26 0973 | NA NA |0.973
™ 15 46 0979 | NA NA |0.979

36 120 0982 | NA NA |0.982

7 19 NA |0964 | NA |0.964
S 9 26 NA | 0958 | NA | 0958
o 15 46 NA | 0963 | NA [0.963

36 120 NA |0.977 | NA |0.977
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Figure 1: Survival probability with the 95% confidence intervals for the Control and Enclosure
groups according to time (number of days since release). The orange dashed lines represent
the four periods of interest: 19-, 26-, 46- and 120-days post-release.
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Reproduction

Model selection on 2021 and 2022 data highlighted that three models similarly explained the
estimated birth date of the first litter (Figure 3): model F1 with the mother’s body weight as
sole fixed effect, model F2 with the interaction between mother’s body mass and Year, and
model F3 with the group alone (Table 5). Model F1 showed that the estimated birth date of
each pup was negatively correlated to the body mass of the mother, while model F2
highlighted that this effect was particularly strong in 2021 (Estimate: -0.1+0.03. z-value=-2.88.
Pr(>|z|)=0.004, Figure2).Since two out of four groups were composed of younger individuals,
the groups and the mothers’ body mass were auto-correlated, which could explain why a

model with the group performed similarly than a model with the mother’s body weight as

40- . . 40-
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BirthDateFirstlitter

BirthDateFirstlitter
8
. .
. /
o A

20- . 20-

n 0
Mother Weight Maother Weaight

fixed effect.

Figure 2: Birth date of the first litter (expressed in number of days post-release) according to
the mother’s body weight (MWReleaseCR). (A) Data of the two years and four groups
combined. (B) Detail of the year effect.

Looking at the group effect alone (model F3), a tendency, but not significant, emerged with
an earlier first litter for females of the 2021 Enclosure group compared to 1.5MO (mean birth
date for the offspring of the 2021 Enclosure group = 25.3+3.7 days post-release and =30.2+4.1
for the 1.5MO group, Tabler 5, Figure 3).
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Table 5: Effects of the mother’s body weight, the year and the group the birth date of the first
litter, the number of litter and the total number of offspring per female. Only the models with
a greater or equal AlCc<2 are presented.

Id models | K| AICc |Delta_AICc | AICcWt | Cum.Wt LL
i MotherBodyMass F1 2|374.42 0.00 0.38 0.38 |[-185.11
Birth date
first litter MotherBodyMass*Year F2 3|375.16 0.74 0.26 0.65 |-184.37
Group F3 31376.04 1.62 0.17 0.82 |-184.81
. (.1) Gl 2| 204.08 0.00 0.43 0.43 -99.94
No. Litter
Year G2 31205.15 1.07 0.25 0.68 -99.37
Total no. |(.1) H1 2(321.34 0.00 0.38 0.38 |-158.57
Pups Year H2 3|323.38 2.04 0.14 0.52 |-158.48

Although there was an overall lower reproductive success in 2022 than in 2021 (Table 5), our
models did not find any significant effect of the group, the year, the site or the mother's body
weight on the number of offspring or the number of litters, since the best model was the null
model (G1 and H1, Table 5).

Within each year and each litter, the weight and the size of the offspring between groups were
similar. Offspring from the younger groups (3MO and 1.5MO) grew at a similar rate and to a
similar size as the offspring from the older groups. However, significant differences emerged
in the weight and tibia sizes of offspring between the two study years and between litters
(Figure 4). On average, the pups weighed 188+64.9gin 2021, whereas in 2022, they weighed
142+52.6g (Estimate=-0.28+0.1. t-value=-2.38. Pr(>|t]) <0.01). Tibia size was also different
between years with on average 37.2+10mmin 2021, and 31.3+12.7mm in 2022 (Estimate=-
3.5+0.5. t-value=-7.1. Pr(>|t|) <0.001). In 2021, the weight and size of the second litter were
significantly lower than those of the first litter [weight: estimate=-37.5+10.7. t-value=-3.5
Pr(>]|t]) <0.001); tibia size: estimate=-2.7+0.7. t-value=-3.7 Pr(>|t|) <0.001].
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Figure 3: Birth date of the first litter (expressed in number of days post-release) for each of
the four groups. Grey dots represent the value for each released female. Statistical analysis
did not find any significant differences between groups but a tendency emerged between
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Figure 4: Body mass of each pup according to the date of capture. Capture sessions occurred
from August to October (each pup was captured between one and 4 times during the season).
Dots represent individual values and each colour represents a group. P1 represents the data
associated to the first litter and P2 the ones associated to the second litter.
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Table 6: Reproductive values per litter for the females of the three groupsin 2021 and 2022

2021 2022
Groups| Control |Enclosure| 3MO Control |Enclosure| 1.5MO0
Females alive 40 days post-release 10 15 12 11 8 6
No. females who reproduced 10 15 12 12 10 5
E No. offspring 38 57 33 47 38 16
% Mean no. pups per released females 2.4+2.7 3.6%1 2.1+1.8 29423 24+23 | 1617
§ Mean no. pups per females alive (40 days) | 3.8+2.7 3.8+t19 | 2.8+2.0 39423 3.8+2.1 | 3.2£1.7
Estimated birth (days post-release) 289+49 | 25.3+3.7 | 31.4+6 28.245.2 27+7.3 |30.2+#4.1
Emergence (days post-release) 46.715.6 | 44.814.4 | 50.419.7 48+5.6 44.4+7.1 | 49.626.8
Females alive 80 days post-release 9 11 12 5 6 5
= No. females who reproduced 5 10 9 2 3 0
pet No. offspring 13 12 21 4 5 NA
é Mean no. pups per released females 0.8+1.4 0.75%1 1.3+15 0.3+0.8 0.320.7 NA
S Mean no. pups per females alive (80 days) | 1.4+1.5 1.1+1 1.75¢15] 0.8+1.3 0.840.1 NA
A Estimated birth (days post-release) 57.2489 | 57.4+6.6 | 56.2+45| 65.5+19 64+8.6 NA
Emergence (days post-release) 74.4+£10.1 | 78.844.3 | 75.946.6 | 84.5£21.92 | 86.3t4 NA
No. offspring 51 69 54 51 43 16
_ Mean no. of litters per released female 0.9+0.9 1.4+0.6 | 1.3+0.9 0.9+0.9 0.8+0.8 | 0.5+0.5
LOU Mean no. of pups per released females 3.1+3.4 43+2.4 | 3.4+2.8 3.2+2.7 26126 | 1.6%1.7
- Mean no. of Litters per female alive 1.1 13 13 0.9 1.1 0.5
Mean no. of pups per females alive 2.7 2.7 2.3 3.2 3.1 1.5
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Discussion

Our findings revealed that a two-week confinement in an individual outdoor enclosure was
sufficient to increase survival rates of captive-bred adult female hamsters shortly after release
(Prediction 1). However, this soft-release approach did not improve their survival rates up to the
start of hibernation in mid-October. Additionally, the number of litter or offspring and the timing
of the first litter were not significantly different between the Control and the Enclosure groups.
Nevertheless, we noticed a trend indicating that the Enclosure group in 2021 and 2022 might have
had their first litter slightly earlier than the Control group (Prediction 2). The survival rates of the
subadults (3MO and 1.5MO) did not differ from adults (Prediction 3). In terms of reproductive
success, no significant differences were observed between groups within the same vyear.
However, the 1.5MO group showed the lowest number of litters and offspring per female
(Prediction 4). Overall, we found that survival was higher in 2021 than in 2022, in line with the

climatic differences observed in these two years.

1. Effects of a soft-release on the post-release fitness of one-year-old captive-bred female
hamsters

Effects on the survival rate

Females that experienced a soft-release in outside individual enclosures before being released in
the field displayed a mortality rate of 2% up to 26 days post-release, compared to a mortality rate
of 27% for the Control group. This low mortality rate of the Enclosure group in the first weeks
following the release was observed in the three years (Table 3). This outcome highlights the
survival advantages provided by a soft-release, supporting previous research that showed that
exposing animals to an enriched environment, enabling them to adapt to new stimuli, acquire
new skills, and access fresh food resources in a predator-protected setting, promotes rapid
adaptation to a new environment (Mitchell et al., 2011; De Milliano et al., 2016; Tetzlaff et al,,
2019; Resende et al., 2020, 2021). This result aligns with findings reported in Fleitz et al. (2023),
which demonstrated that even a brief two-week soft-release period was effective in modifying
hamster behaviours in response to a predator model. In captivity, hamsters that had experienced
a natural environment exhibited quicker and more prolonged hiding behaviours when confronted

with unfamiliar stimuli than hamsters that remained inside their cages.
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Many captive-bred species experience a period of "acclimatisation", defined as a critical period
with over-mortality observed shortly after release (Moseby et al., 2011. La Haye et al., 2020). La
Haye et al. (2020) estimated this adaptation period to occur at 19 days post-release for captive-
bred female hamsters. Exposing hamsters to a soft release could be a solution to avoid this critical
period and increase the number of hamsters able to participate to the first reproduction.
However, at 46 days post-release, models attributed the differences in the survival rate to a year
effect more than a group effect suggesting than survival of the Control and Enclosure group do
not differ anymore within the same year. At 46 days, we observed a 37.5% mortality rate for the
Control group for each year. In contrary, mortality rate of the Enclosure group was 6.3% in 2021,
12.5% in 2023 but went up to 62.5% in 2022. During this year, eight females of the Enclosure
group died between 30-and 40-days post-release while only one of the Control group died during
this same period. This period coincides with timing of the first offspring birth and the emergence
of the pups (Table 6). It also corresponds to a week of heatwave and drought (Appendix 4). In
mammals. the energetic investment of reproduction is particularly important for females during
gestation and lactation. The soft-release appears to have a beneficial effect on behaviour (Fleitz
et al., 2023)and survival shortly after releases. However, its impact on survival may be attenuated
during extreme weather conditions (e.g., drought episodes). The underlying reason for these
hypotheses remains unclear.

Global survival rates at the end of the reproductive season were equivalent between groups but
different according to the years (for both groups, around 47% of mortality at 120 days post-
release in 2021, 75% in 2022, and 62.5% in 2023). Mortality risk faced by wild animals depends
on intrinsic (e.g., age. body condition, quality of immune system - Chantepie et al., 2016) and
extrinsic conditions (e.g., predation, climatic conditions, disease — Coulson et al., 2001). After
three months in the wild, these intrinsic and extrinsic conditions experienced by hamsters of the
Control and the Enclosure group became similar (same time spent in the wild, on the same site,
in the same climatic conditions). The two-week soft-release period appears to have influenced
hamster survival shortly after their release, but it does not have a lasting impact. After 46 days in
the wild, hamsters in the Control group exhibit survival rates identical to those in the Enclosure
group. However, this initial difference in survival rates between the Enclosure and Control groups
may prove sufficient to enable female hamsters to avoid the critical 19-day sensitive period

identified by La Haye et al. (2022). Avoiding this period could lead to an increase in the number of
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hamsters that successfully undergo their first reproduction in the wild, potentially enhancing

population recruitment.

Effect on the reproduction rate

Statistical analyses did not reveal any differences in the reproductive success between the Control
and the Enclosure group. More females of the Enclosure group were alive in 2021 to ensure a first
reproduction and therefore produced more litter and offspring than the Control group (in total,
the Enclosure group produced 69 pups representing 4.3+2.4 pups per female released and
1.4%0.6 litters). Reported to the number of females alive, reproduction rates are identical
(approximately 3.8 offspring and 1.2 litters for the Control and Enclosure groups in 2021 and
2022). These results are lower than historical data with mean litter numbers estimated at 2.5+0.3
in France (Surov et al., 2016) but they are close to recent studies estimating 1.64+0.1 (n=6) litters
per females (Surov et al., 2016) and higher than other studies in France (0.86%0.25 (n=14),
Villemey et al., 2013) and in the Netherlands (0.9 (n=104, Harpenslager et al., 2011). This may be
explained by the installation of electrical fences around the released field, the low dispersal rate
observed for the released females, in particular the adult ones, and the permanent wheat cover
that free the hamsters from the pressure and timing of harvests that have been linked with high
mortality for Common hamsters and other species associated with agricultural farmlands (La Haye
et al., 2014).

Timing of reproduction was similar between groups butin the two studied years, a trend emerged
with litters being produced slightly earlier for females of the Enclosure group. This may be
explained by the fact that they were able to adapt faster after the release and show less stress
linked to this adaptation than females of the Control group, therefore, they may have been able
to reproduce earlier. Litters produced earlier have a higher chance of gaining weight and
preparing reserves before hibernation (Le Cceur et al., 2016). Additionally, females producing

their first litter early will have more time to produce a second one.

Other variables

Global survival analysis highlighted significant differences between the three years with a survival

and reproduction rate lower in 2022 than during the two other years. These differences may be
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explained by the extremes climatic conditions encounter these years with a cool and humid
summer 2021 opposite the warm and dry summer 2022 (Appendix 4). As already evoked in
previous studies, environmental conditions in some years are sometimes more optimal for
hamsters than other years (Hufnagl et al., 2011; La Haye et al., 2022). In the present study, it
seems that a temperature that is too high for several consecutive days (around 7) has a direct
and/or indirect influence on the survival of hamsters. Post-release mortality costs in translocated
species may be mediated by meteorological factors (Hardouin et al., 2014). Weather conditions
have been observed to impact the reproduction and survival of various small mammal species by
influencing the temporal variations in the availability of food and shelter (Merritt et al., 2001;
Aars & Ims, 2002; Heisler et al., 2014), both of which are recognized as critical factors affecting
the abundance of rodents. Reproduction in small mammals is associated to costs in terms of
energy expenditure, nutrient demands and oxidative damage (Speakman, 2008; Bergeron et al.,
2011). Consequently, losing opportunities to be active during this critical reproductive period due
to rising temperatures may reduce the reproductive success of females if they are unable to meet
these reproduction-associated costs. Additionally, reduced activity levels may also jeopardize the
survival of juveniles as animals might struggle to offset the energetic and survival expenses linked

to juvenile growth when they are less active (Careau et al., 2013).

2. Age and fitness

Effect of age on survival

Contrary to our initial expectations (Prediction 3), 3-month-old and 1.5-month-old hamsters
exhibited similar survival rates than hamsters of the Control group. No significant differences in
survival were observed with the Enclosure group either. This suggests that during the 19-and 26-
days following release, subadult groups display intermediate survival rates compare to Enclosure
and Control groups (Table 3). This observation supports the assumption that young individuals
may be less affected by captivity and exhibit greater behavioural plasticity which enables them to
better adjust to a new environment. Furthermore, young captive-born individuals might retain a
natural instinct to recognize predators, especially solitary prey species since they cannot learn
from conspecifics and trial-and-error learning carries a significant risk of death (Griesser & Suzuki,

2017). Distinguishing between behaviours that are innate and those that are acquired is
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challenging, as certain processes may influence them even before they are initially exhibited.
Other research indicates that behaviours, such as predator recognition, don't solely arise from
innate or acquired factors but rather develop epigenetically through the interactions between an
organism and its environment over its life span (Polsky, 1975). Consequently, the behaviours of
young individuals represent ontogenetic adaptations that function within their current stage of
development (Alberts & Harshaw, 2014). For species that live underground, newly emerged
juveniles are at a high risk of predation (Sherman & Morton, 1984). As a result, they require
highly adaptive responses to a wide range of potential threats. Young hamsters might naturally
possess the ability to recognize and respond effectively when encountering a predator. Without
sufficient stimulation, these skills could diminish over time.

Conversely, the survival rates of subadults did not seem to be greater than those of the other
groups. The possibly increased adaptability of the young groups following their release may be
counterbalanced by their vulnerability to a broader array of predators. Moreover, we observed
that the 1.5-month-old group initially had a higher mortality rate shortly after release (40%
mortality 26 days post-release) but this rate stabilized later and both younger groups exhibited
lower mortality rates compared to the Control group, during both years, before hibernation.
Females released at one-year-old reach the average lifespan of wild hamsters, which is estimated
to be 1.5 years, by October. Hamsters released at younger ages may have a better chance of
surviving until hibernation and producing litters the following year. As a result, they contribute

not only to the recruitment process in the year of their release but also in the subsequent year.

Effect of the age on reproduction

We showed that these two subadult groups were able to reproduce at the same time than adults.
Reproduction rates were equivalent between the 3MO and the adult groups but lower for the
1.5MO group compared to adults released the same year. The age-related variation in survival
and reproduction recorded in most species (Jones et al., 2008) typically follows a non-linear
pattern with both survival and reproductive capabilities progressively improving due to the
selective elimination of individuals with less adaptative traits and the age-related enhancement

of competence regarding the reproductive effort (Forslund & Part, 1995). Conversely, as
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individuals enter later stages of adulthood, a gradual decline in age-specific fitness components is
expected due to senescence (Flatt, 2012).

In their investigation of the reproductive success of Common hamsters, Monecke et al. (2011)
noticed that two-year-old captive individuals were able to produce more litters than one-year-old
individuals. Although conducted in captivity, this study would suggest that even though releasing
subadults could have advantages, their possibly low contribution to overall population growth
might counterbalance these benefits and undermine the overall effectiveness of conservation
programs. Our study thus pinpoints the need to consider the global benefits of subadults to
population growth in the future.

Most females released in 2022 were not able to produce a second litter. This could be attributed
to a late release (end of June in 2022), which did not live enough time before hibernation to
produce a second litter. Furthermore, late-season births may not provide enough time for
mothers to accumulate sufficient reserves for winter, and young hamsters may not have adequate
time to grow and prepare their reserves before hibernation (Le Coeur et al.,, 2016). In such
context, mother’s energy allocation may have been directed to survival and to building energy

reserves rather than to producing a second litter.

3. Conservations perspectives

Reproductive success is critical for population growth following release. Consequently, it is
imperative to assess the optimal stage at which the likelihood of survival and successful
reproduction are highest for captive-bred hamsters after their release.

Our study demonstrates that a temporary release can enhance short-term hamster survival and
therefore, increase the number of females able to produce afirst litter after the release, resulting
in a higher participation to recruitment. These effects rapidly fade over time and future studies
should consider longer Furthermore, releasing hamsters in enclosure on the release site may be
even further reduce transport-related stress and be more successful. Finally, releasing subadults

should have cost associated benefits by reducing the expenses related to captive breeding
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« La nature est un miroir ou ['homme peut contempler son dme »

- Paul Valéry
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ette thése a contribué a améliorer notre compréhension des moyens d'optimiser le
succes des renforcements de population de Hamster commun. Mes travaux se sont
focalisés sur I’'exploration de paramétres intra- et extrinséques susceptibles d’influencer
la fitness des animaux élevés en captivité et lachés dans le but de renforcer les populations

Sauvages.

l. Synthese, limites et perspectives du projet

Menée sur la base d’observations réalisées depuis 2016 sur les comportements des hamsters en
captivité et leurs liens avec la prédation, cette thése s’est structurée autour de 3 chapitres
principaux, chacun abordant leurs questionnements propres et complémentaires. Ces chapitres
ont permis d’apporter de nouvelles connaissances quant a I'écologie comportementale et la
conservation de l'espéce, et ont également mis en lumiere les limites du projet ainsi que les
perspectives a entrevoir afin de poursuivre les questionnements abordés au cours de ces 3 ans et

huit mois d’expérimentations et de réflexions.

Faire face a ses démons

Dans le premier chapitre, j'ai étudié I'impact de la captivité sur le comportement de hamsters
agés d’un an et confrontés a un risque de prédation. J'ai également testé s'il était possible de
modifier les réponses comportementales observées via un lacher temporaire dans un milieu semi-
naturel. Les études du Chapitre 1 avaient pour objectif d’évaluer si I’exposition, méme bréve,
d’animaux captifs a un milieu de vie enrichi, similaire a leur milieu naturel mais protégé de la
prédation, pouvait leur permettre de présenter des comportements plus adaptatifs une fois
lachés définitivement in natura. Cette premiére partie de these m’a permis de constater que des
hamsters adultes élevés en captivité présentaient (1) une grande variabilité comportementale,
(2) des réactions faibles voire des comportements agonistiques face a un stimulus aversif (risque
de prédation) et (3) une modification de leur réponse comportementale face a ce méme stimulus
a la suite d’une courte période de vie dans un enclos extérieur pluri-individuel (article1). Les
points (1) et (2) ont également été mesurés chez des animaux élevés dans des conditions de
captivité variables (box 1).Ces observations m’ont mené a la conclusion que les femelles, agées

d’unan et élevées sur plusieurs générations dans les conditions de captivité des élevages francais,
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présentaient des comportements qui ne semblent pas optimaux lors d’une confrontation a un

prédateur fictif, ce qui peut supposément étre lié a de forts taux de prédation in natura.

Comme souligné dans I'article 1 (Fleitz et al., 2023), les tests de confrontation avec un prédateur
fictif avaient pour objectif premier d’étudier les comportements des hamsters de différents
groupes lorsqu’ils étaient exposés a un risque de prédation. La capacité d'un animal a éviter la
prédation dépend de sa capacité a détecter, et a répondre (p. ex. se dissimuler et/ou chercher un
refuge ou une protection) face a ses prédateurs potentiels. La détection est une premiere étape
particulierement importante car elle joue un role majeur sur la fitness des individus (Camp et al.,
2012 ; Javlrkova et al., 2012). Une mauvaise capacité de détection peut sous-évaluer le risque de
mortalité (et étre ainsi fatale) ou surévaluer ce risque et diminuer alors, par exemple, le temps

alloué a la recherche de nourriture ou de partenaires.

Des études ont cherché a identifier les mécanismes impliqués dans la détection des prédateurs
par les proies et ont essayé de déterminer dans quelle mesure ces mécanismes sont de 'ordre
de l'inné ou de I'acquis (Apfelbach et al., 2005 ; Kindermann et al., 2009). Ainsi, la reconnaissance
des prédateurs semble liée a la fois a des aspects génétiques et environnementaux (Griesser and
Suzuki, 2017) et basée sur des criteres trés diversifiés allant de caractéristiques morphologiques
(Karplus and Algom, 1981) ou comportementales (Mezrai et al., 2020) a des stimuli visuels,
sonores (Kindermann et al., 2009 ; Javlrkova et al., 2012), ou olfactifs, ces derniers étant
particulierement importants chez les rongeurs (Blanchard et al., 2003; Apfelbach et al., 2005). De
plus, I'apprentissage par le biais des soins parentaux, des interactions au sein de la portée ou du
groupe social, ainsi que l'expérience individuelle jouent un role essentiel tant dans la
reconnaissance que dans les comportements adoptés par les proies en situation de danger.
L'exposition a des stimuli spécifiques se déroule dans des contextes variables et est donc
fortement influencée par l'espéce en question (Carthey & Blumstein, 2018). En ce qui concerne
les Hamsters communs, les facteurs qui sous-tendent leurs capacités de détection des prédateurs
et leurs réponses comportementales en présence de ces derniers ne sont pas encore bien

comprises, en particulier pour les animaux élevés en captivité sur plusieurs générations.

Dans le cas de notre étude, I'objectif était d’induire une réaction des hamsters face a un stimulus
aversif se rapprochant le plus possible de 'attaque d’un prédateur commun au hamster. Le choix

s’est porté sur ['utilisation d’un renard roux naturalisé, monté dans une posture d’attaque, la
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gueule ouverte et les crocs apparents. Etant donné que le hamster est une espéece vivant la
majeure partie de sa vie sous terre, la vue n’est probablement pas son sens le plus développé.
Pour cette raison et sur la base de la littérature (Blanchard et al., 2003a ; Apfelbach et al., 2005),
nous avons ajouté des poils frais de renard lors des confrontations pour que I'odeur de la fourrure
soit également présente. Enfin, le prédateur fictif pouvait étre poussé d’avant en arriére par
I'expérimentateur afin de simuler une attaque. Nous avons décidé de réaliser nos tests avec un
prédateur naturalisé plus qu’un prédateur vivant principalement pour standardiser au maximum
les interactions (étant donné les difficultés d’anticiper le comportement d’un prédateur réel et de
reproduire les tests de fagon identique). Ainsi, notre modele de prédateur présentait a la fois une
posture, une couleur et une odeur proches de ce que les hamsters peuvent rencontrer lors d’une
confrontation dans la nature. Cependant, il n’est pas possible d’exclure que d’autres facteurs
puissent étre également essentiels, comme des odeurs différentes (p. ex. celles des feces ou
glandes anales, Apfelbach et al., 2005), ou la présence de stimuli sonores spécifiques dans ce
contexte particulier. Il est possible que les hamsters n’aient pas été en mesure d’associer ce que
nous considérons comme des attaques, a un risque réel de prédation. Bien que ces individus aient
en effet d’avantage réagis lors des interactions avec le faux prédateur au retour de leur séjour en
enclos, I'étude et la comparaison des comportements de hamsters sauvages, confrontés a un réel

prédateur ou a notre modele de prédateur aurait permis d’étoffer nos conclusions.

Les pré-lachers, via I'expérience individuelle acquise, influencent les réponses comportementales
et physiologiques des animaux face a des stimuli variés et peuvent de ce fait faciliter I'expression
de comportements spécifiques. Etant donné le lien qui semble exister entre personnalité et

fitness (Réale et al., 2007), étudier davantage le comportement des hamsters sauvages et captifs

a I'échelle de la population pourrait permettre de mieux comprendre |'implication de ces
parametres dans la fitness des animaux lachés (de Azevedo et Young, 2006a ; Reading et al., 2013 ;
Lopes et al.,, 2017). Des tests similaires a ceux conduits dans le Chapitre 1 sur des hamsters
sauvages auraient permis de savoir si les comportements observés chez les adultes lors de leur
premiere confrontation avec le renard font partie ou non des comportements naturellement
présents chez les hamsters sauvages. En effet, dans la littérature, le Hamster commun est

régulierement décrit comme une espéce agressive (Nechay et al., 1977). Chez les petites espéces

proies, la stratégie classiqguement attendue lors d’un risque de prédation est la fuite (« flight »)
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mais il est également envisageable que les hamsters présentent spontanément une stratégie
défensive (« fight »). Toutefois, il semble que cette stratégie défensive face a un risque de
prédation puisse étre inversée, puisque les femelles hamsters adultes ont exprimé une
modification de leur réponse comportementale, notamment en termes de réactivité et

d’utilisation de I'espace, a la suite d’un séjour de deux semaines dans un milieu semi naturel.

Ces éléments nous amenent a considérer un autre aspect généralement admis du lien entre
différences individuelles et différences en termes de fitness (Réale et al., 2010 ; Dammhahn et al.,
2018). Dans le Chapitre 1, nous avons suggéré que des comportements caractérisés comme
agressifs (attaques envers le renard) et audacieux/explorateurs (utilisation modérée du tube en
I"absence du renard) étaient des prédicteurs d’une faible survie post-lachés. Cette hypothese est
soutenue par plusieurs études suggérant l'existence de corrélations significatives entre le
comportement et la survie (Griffin et al., 2000 ; Azevedo and Young, 2006 ; Blumstein et al., 2019).
Les individus moins audacieux ou agressifs, moins stressés, qui explorent leur nouvel
environnement avec plus de prudence, ont souvent une meilleure probabilité de survie apres
avoir été relachés dans la nature. En revanche, les animaux plus audacieux et plus agressifs
semblent mieux se reproduire et peuvent donc davantage participer au recrutement de la
population (De Azevedo and Young, 2021). A I'inverse, une méta-analyse réalisée par Moiron et
al., (2019) sur une large gamme de taxons (mammiféres, poissons, insectes, reptiles, mollusques
et oiseaux), en conditions naturelles ou en captivité, n’a pas pu mettre en évidence |'existence
d'une relation négative entre des comportements risqués et une survie plus faible par rapport a
des individus plus timides. De plus, ces auteurs suggerent que les individus qui prennent le plus
de risques en milieu naturel (plus actifs, explorateurs, agressifs et audacieux) sont également ceux
qui survivent le plus longtemps, en comparaison aux animaux prenant moins de risques (Moiron
et al.,, 2019). Au cours de ma theése, nous avons exploré brievement le lien entre comportement
lors du test de confrontation et survie in natura (annexe 3). Nos résultats n’ont pas permis de lier
I"utilisation d’un abriou le nombre d’attaques sur le renard avec la survie post-lacher. Cependant
nos tests ont été réalisés sur un échantillonnage faible (n=31) et sur un nombre limité de variables
comportementales, sans répétitions suffisantes par individu permettant de réellement mesurer
la stabilité de traits comportementaux dans le temps. Une étude complémentaire analysant

spécifiqguement la personnalité des individus et permettant de tester, par exemple, si des
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corrélations existent entre audace et survie post-lacher, pourrait apporter davantage de

réponses.

Lors du premier test de confrontation chez les femelles adultes (Chapitre 1 ; Fleitz et al., 2023),
nous avons observé une variance comportementale inter-individuelle élevée. Plusieurs études ont
établi un lien entre une augmentation de la variabilité du comportement anti-prédation et le
nombre successif de générations élevées en captivité (McPhee, 2003 ; Carrete & Tella, 2015).
Avec l'augmentation de ce nombre de générations, la reconnaissance et |'aversion pour les
prédateurs naturels diminuent, ainsi que la capacité a se mettre a I'abri en cas de perception d’un
danger (McPhee, 2003, Grueber et al., 2017; Jolly et al., 2018). Cette modification de la variance
comportementale peut étre associée a un relachement de la sélection naturelle qui s’observe en
captivité (McPhee, 2003). Les animaux présentant des traits comportementaux extrémes, qui ne
survivraient pas dans le milieu naturel, sont capables de se reproduire et de se maintenir dans
une population captive (Champagnon et al., 2012). Les hamsters de notre unité d'élevage sont les
descendants d'individus capturés dans la nature a la fin des années 90 et au début des années
2000 et, a ce jour, plus de 20 générations ont été élevées en captivité. Afin de limiter les effets
déléteres de la consanguinité, quelques hamsters issus du milieu naturel et d'autres centres
d'élevage ont été intégrés dans le cheptel reproducteur captif. Cependant, un programme
d'élevage en captivité a long terme, au moins dans les conditions actuelles (hébergement en
laboratoire dans des cages de petit format, absence de la plupart des stimulations sensorielles
naturelles et généralisation de stimuli artificiels), contribue sans doute a limiter le potentiel des
programmes de renforcement pour la conservation du Hamster commun (Bowkett, 2009 ; Snyder

et al,, 1996).

Des études ont cherché a déterminer si la sélection avant lacher d’individus présentant des traits
comportementaux particuliers améliorait le succes des renforcements de populations (Watters
watters & Meehan, 2007; Reading et al., 2013 ; Berger-Tal et al., 2016; Martinez-Abrain et al.,
2022). Cette stratégie est a envisager avec précaution car la sélection artificielle de certains traits
peut avoir des conséquences a long terme et induire entre autres une réduction de la variance
comportementale globale, cruciale pour répondre aux changements environnementaux
(McDougall et al., 2005). De plus, la sélection artificielle de comportements spécifiques avant les

lachers peut étre fortement dépendante du contexte et influencer de facon positive ou négative
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le succés des renforcements (Martinez-Abrain et al., 2022). Par exemple, les populations
relictuelles d’Ours brun (Ursus arctos) pyrénéens sont composées principalement d’individus
« timides » en raison d’une forte pression de sélection exercée par 'Homme depuis des siécles,
notamment sur les individus audacieux. Par conséquent, I'idée de renforcer ces populations avec
des ours « audacieux » provenant de Slovénie semblait prometteuse car ces animaux ont
tendance a explorer davantage leur environnement, pouvant notamment favoriser leur
dispersion. Cependant, des animaux audacieux sont également ceux qui sont les plus susceptibles
de s’approcher des troupeaux et des fermes, aggravant ainsi les conflits avec 'Homme (Bombieri
et al., 2021). En 2018, Monti et collaborateur ont également suggéré de renforcer les populations
sauvages de Balbuzards pécheurs (Pandion haliaetus), dont le succes reproducteur en Corse était
trés bas dans les zones touristiques, par la translocation d’individus plus audacieux provenant
d’Europe du nord, moins sensibles au dérangement (Monti et al., 2018b). Cependant, il n’y a pas
encore de preuves que le comportement « audacieux » soit héritable chez cette espéece. De plus,
il existe des différences génétiques entre les populations méditerranéennes et celles d’Europe du
nord, qui risqueraient d’étre perdues en cas d hybridation (Olivier et al., 2022). En revanche, la
sélection d’individus présentant des comportements diversifiés dans le cadre de translocations
de conservation peut permettre de partitionner ['utilisation de leur niche écologique au sein de
la population. Cela pourrait ainsi réduire la compétition interindividuelle (Bolnick et al., 2003),
tout en limitant les risques liés a I'extinction si une partie de cette niche n'est plus disponible
(Watters & Meehan, 2007). Ces capacités d’adaptations sont d’autant plus importantes dans un
contexte de changements globaux. La gestion des translocations de conservation basée sur le
comportement pourrait contribuer a maintenir un niveau de diversité comportementale au sein
d'une population en élevant les animaux dans un environnement plus riche et plus stimulant ; et
donc favoriser la résilience de cette population (Reading et al., 2013 ; Bell, 2016 ; Berger-Tal et

Saltz, 2016).

La distribution des prédateurs et des proies n’est pas stable dans le temps ou l'espace,
notamment dans le contexte actuel d’extinctions et d’introductions volontaires ou non d’espéeces
dans les écosystémes (les espéces proies étant susceptibles de perdre certains de leurs prédateurs
historiguement importants, ou a en gagner des nouveaux). De ce fait, les réflexions abordées dans

ce premier chapitre et dans le suivant, autour de la reconnaissance du prédateur, ou de
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modifications du comportement face a la prédation des espéces proies, peuvent étre étendues a
un contexte plus global de conservation. La compréhension de ces mécanismes, et pluslargement
des interactions proies-prédateurs, peut notamment permettre de mieux anticiper le succés des
programmes de translocation d’espéces. Cela s’applique entre autres aux prédateurs disparus
depuis longtemps d’un milieu ou aux espéces proies ayant été isolées de leurs prédateurs naturels

depuis des générations (Carthey and Blumstein, 2018).

Le talent n"attend pas le nombre des années

Dans le Chapitre 2, j'ai abordé le lien entre I'adge, les comportements anti-prédation et la
reproduction de hamsters femelles. L'objectif était d’évaluer s'il existait, chez les individus élevés
en captivité et 4gés de trois mois ou d’un an, des différences comportementales lors d’un test de
confrontation a un risque de prédation (box 2). Nous avons pu constater que, a l'inverse des
adultes, les jeunes femelles naives (n’ayant connu que leur cage d’élevage) utilisaient presque
toutes un abri rapidement et pour une durée prolongée lors du test de confrontation. Chez ces
individus, le fait de passer du temps dans un environnement semi-naturel n'a pas eu d’effet sur

leur maniere de réagir au risque de prédation.

Au vu de ces comportements possiblement innés et plus adaptés lors d’une confrontation avec
un prédateur fictif, nous avons élaboré I’hypothese que les jeunes individus, ayant passé peu de
temps en captivité et présentant une plus forte plasticité comportementale, seraient plus a méme
de survivre aprés un lacher dans le milieu naturel. Cependant, lacher de jeunes individus pouvait
ne représenter aucun avantage démographique dans le cas ou ils ne seraient pas en mesure de
se reproduire I'année de leur lacher. Afin d’aborder cette problématique, nous avons étudié le
succes reproducteur de femelles agées de 1,5 mois (juste aprés sevrage) et de 3 mois apres leur
lachés in natura (article2). Nous avons pu montrer que les femelles de ces deux groupes étaient
capables de se reproduire et de sevrer au moins une portée aprées leur lacher, sans différence

phénologique significative par rapport aux femelles adultes.

Sur la base des premieres références sur I'écologie de cette espece, il a longtemps été
communément admis que les hamsters n’étaient pas capables de se reproduire I'année de leur
naissance (Mohr, 1954 ; Nechay et al., 1977). Des études plus récentes ont avancé qu’en milieu

naturel, la reproduction avant la premiére hibernation était possible mais relativement rare
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(Monecke and Wollnik, 2008 ; Franceschini and Millesi, 2008 ; Surov et al., 2019). Notre étude
prouve définitivement que les femelles de moins d’un an sont effectivement capables de se
reproduire apres le lacher in natura et que cette reproduction est possible chez presque 100%
des femelles vivantes agées de 1,5 ou 3 mois, au moment des renforcements en juin. De plus, les
petits nés in natura, issus de ces femelles, avaient une masse et une taille similaires aux jeunes
des femelles agées d’un an. Cependant, le groupe de femelles lachées a 1,5 mois n'a eu en
moyenne que 1.6 petits au cours de la saison de reproduction (contre environ 3 petits pour les
autres groupes). Bien que I'année 2022 ait été une année plus difficile en termes de survie et de
reproduction que I'année 2021 (comme abordé plus en détails dans le Chapitre 3), ce chiffrereste
le plus faible relevé parmi les quatre groupes sur les 3 années de suivi. Il est possible que ces
femelles de 1,5 mois, lachées rapidement aprées le sevrage, n’aient été en mesure d’élever qu’un
nombre limité de petits comparé a des individus plus dgés. En effet, les jeunes individus
présentent des conditions corporelles moins favorables, étant notamment plus maigre et plus
sensibles aux maladies et aux parasites (Nechay et al., 1977). De plus, les femelles de ce groupe
ont été opérées et équipées des émetteurs de télémétrie dés que possible par rapport a la date
requise des lachers, soit seulement une semaine avant leur lacher (contre 3 semaines pour les
femelles des autres groupes). Ces femelles ont été sélectionnées afin que leur masse soit
suffisante lors de I'implantation, cependant, bien que respectant le seuil minimal requis®, la taille
des émetteurs et I'impact de la chirurgie ne sont pas négligeables (Capber, 2011 ; Kletty et al.,
2019). Ces derniers éléments ne semblent impacter ni la survie, ni la reproduction des rongeurs
(Koehler et al., 1987) mais il n’est pas exclu que I'implantation en elle-méme et/ou le logger aient
pu avoir un effet négatif sur la résilience des femelles de 1,5 mois. Nous n’avons pas observé une
survie plus faible chez ce groupe mais il est possible que I'émetteur ait eu un impact négatif en

diminuant par exemple le succes reproducteur de ces individus.

Dans une étude portant sur la reproduction des Hamsters communs, Monecke et al. (2011) ont
souligné que les individus captifs 4gés de deux ans étaient en mesure de produire plus de portées
qgue les femelles agées d’un an. Tout bien considéré, I'avantage de lacher des jeunes individus,
potentiellement moins affectés par la captivité, peut étre compensé par leur contribution limitée

au recrutement de la population. Cet aspect, a son tour, peut nuire a l'efficacité globale des

9 Masse de I'émetteur < 4% de la masse corporelle de I'animal
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programmes de renforcement. Lefficacité du succes reproducteur est un facteur
particulierement important qui doit permettre de maximiser le recrutement I'année du lacher.
Considérer la dynamique de population sur le site de lacher a 'année n+1 pourrait apporter des
réponses quant au succes reproducteur des femelles ayant réalisé leur premiére hibernation dans

le milieu naturel.

(Re)trouver son indépendance

Dans ce troisieme et dernier chapitre, j’ai cherché a transposer et valider les observations issues
des études précédentes en milieu controlé au milieu naturel auquel les hamsters sont confrontés
post-lachés (chapitre 3). J’ai ainsi pu mettre en évidence que, en plus de modifier certains
comportements lors d’un test de confrontation, le soft-release permettait d’améliorer la survie
des hamsters adultes jusqu’a environ un mois apres les lachers. Passé ce délai, les différences en
termes de survie n’étaient plus perceptibles entre les groupes Contréle et Enclos. Ces différences
ont été particulierement marquées en 2021 et 2023. En 2022, les hamsters du groupe Controle
ont exceptionnellement bien survécu jusqu’a 26 jours, gommant ainsi les écarts observés au cours
des deux autres années. Nous pouvons souligner que les hamsters du groupe Enclos n’ont été
relachés que deux semaines dans de grandes cages extérieures individuelles. Considérant que
cette exposition a un milieu semi-naturel ait permis d’améliorer leur survie a court terme apres
les lachers, nous pouvons faire I'hypothése qu’un pré-lacher sur une plus longue période et dans
un milieu plus proche de leur milieu naturel - avec par exemple des interactions possibles entre
congénéres - augmenterait d’autant plus les différences de survie entre les groupes et/ou
induirait des différences sur une plus longue période. Il faut toutefois considérer la possibilité que
des hamsters restant trop longtemps dans un milieu protégé de la prédation montrent une
diminution de leur vigilance , produisant ainsi I'inverse de |'effet recherché (une diminution de la

survie apres les lachers) .

La comparaison des taux de survie entre hamsters a différents stades de développement a mis en
évidence que des individus lachés a 1,5 et 3 mois survivaient aussi bien, jusqu’a 'entrée en
hibernation, que des femelles agées d’un an. En 2021 et 2022, la survie des deux groupes les plus
jeunes paraissait étre intermédiaire entre celle du groupe Controle et celle du groupe Enclos. Ces
observations semblent confirmer nos premiéres hypotheses : les jeunes animaux montreraient

une plasticité comportementale plus élevée que les adultes, ce qui leur confererait de meilleures
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capacités d’adaptation et d’apprentissage (Reading et al., 2013). Cependant, cet avantage
adaptatif pourrait étre contrebalancé par une survie plus faible liége a des conditions
physiologiques et morphologiques moins favorables que celle des adultes. Pour des raisons
indépendantes de notre volonté, chacun des deux groupes de juvéniles n’a pu étre testé qu’une
année et sur de faibles effectifs et aucun n’a été relaché la troisitme année de I'étude.
Considérant I'importance de I'effet année sur la survie des hamsters, d’avantages de données sur
la fitness des individus lachés avant leur premiere hibernation sont nécessaires pour consolider
nos conclusions. Enfin, bien que capables de s’adapter et de produire au moins une portée dans
le milieu naturel, I'avantage de lacher des jeunes dépend principalement de leurs capacités a se
reproduire 'année n+1 et si ces capacités sont effectivement supérieures a celles des femelles
lachées a un an. Des études complémentaires sont donc nécessaires pour apporter des

conclusions complémentaires sur ces différents aspects.

Dans ce chapitre, la capture des jeunes nés sur le terrain et [|'analyse des données
photographiques et génétiques ont permis de comparer les capacités reproductives des femelles
des différents groupes. Le soft-release ou I'age des femelles au lacher ne semble pas avoir un
impact majeur sur les capacités reproductives des femelles bien que celles du groupe Enclos
semblent avoir été en mesure de produire des jeunes légeérement plus tot que celles des autres
groupes et que plus de femelles ont pu se reproduire car elles ont montré en 2021 une meilleure
survie jusqu'a la naissance des jeunes. Presque toutes les femelles lachées en 2022, dont celles
toujours en vie en ao(t, n"ont pas été capables de produire une seconde portée. Cela pourrait
s'expliquer par le fait qu'elles aient été relachées fin juin (comparativement a mi-juin en 2021), ce
qui ne leur a potentiellement pas laissé suffisamment de temps avant I'hibernation pour préparer
une seconde portée. Sachant que si ces femelles mettent bas trop tardivement, elles auront moins
le temps d’accumuler des réserves nécessaires pour I'hiver. De méme, les jeunes nés tardivement
auront trés peu de temps avant l'automne pour se développer et préparer les réserves
nécessaires pour leur hibernation (Le Coeur et al., 2016). Tous ces facteurs peuvent avoir un
impact significatif a la fois sur la survie des meres et des jeunes jusqu'a l'année suivante. Il serait
vraiment important de pouvoir effectuer un suivi précis de la survie et de la reproduction post-

hibernation des jeunes individus et de leurs descendants. Ces données pourraient permettre
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d’évaluer précisément I'influence de I'age au lacher, en comparaison avec des individus lachés a

un an, sur le succes des renforcements de population.

Chez les rongeurs, les males présentent un taux de mortalité supérieur a celui des femelles (Liu &
Deng, 2022). La Haye et al. (2020) estiment que la ou les femelles lachées ont besoin de 19 jours
pour présenter des taux de mortalité équivalents a ceux des individus sauvages, les males doivent
attendre 28 jours. Ces différences s’expliquent par le fait que les males sont plus actifs, dispersent
plus a la recherche de femelles et sont plus territoriaux, ce qui les expose plus au risque de
prédation (Kraus et al., 2005). La survie a long terme des femelles est cruciale pour assurer au
moins la production d’une génération in natura, mais il convient de noter que des taux de
mortalité élevés chez les males peuvent également avoir des conséquences démographiques et
génétiques significatives (La Haye et al., 2017). Dans notre étude, les taux de reproduction, en
particulier en 2022, ont pu étre influencés par la disponibilité des males sur le terrain. De plus, en
raison de leur taux élevé de mortalité, il est possible que seuls quelgues males aient eu la
possibilité de se reproduire, ce qui pourrait accroitre les taux de consanguinité sur les sites de
lacher. Chez plusieurs espéces, la méthode du soft-release a montré son efficacité pour réduire a
la fois la mortalité et la dispersion des animaux lachés (Tetzlaff et al., 2019 ; Resende et al., 2021).
Un pré-lacher en enclos pour les males pourrait améliorer leur survie et augmenter leurs chances

de reproduction.

Il. Recommandations

Les auteurs du bilan du Plan National d’Action 2012-2016 ont suggéré que la qualité intrinseque
des animaux lachés avait baissé par rapport aux bilans du précédent PNA (Wagner et al., 2017).
Cette remarque faisait suite au constat, plusieurs années consécutives, d’une mortalité croissante
des individus captifs aprés les lachers et ce, malgré l'installation des clotures électriques qui
semblaient avoir fait leurs preuves les années précédentes (Villemey et al., 2013). Les conclusions
des trois chapitres présentés dans cette thése nous ont permis de constater que les capacités
d’acclimatation des animaux lacher dans un nouvel environnement n’était effectivement peut-
étre pas optimale mais que des solutions semblaient émerger. Les résultats obtenus nous ont

permis de proposer certaines recommandations.
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1. Le soft-release

Au cours de ma thése, j'ai pu mettre en évidence que la captivité a long terme avait bel et bien
un effet sur les comportements des hamsters mais semblait en partie réversible (chapitres 1 et
3). Des lachers temporaires dans un milieu semi-naturel, avant le lacher définitif, augmente la
survie post-lacher mais ne procure pas un avantage marqué en termes de succes reproducteur
individuel. Les translocations de conservation sont des mesures qui peuvent étre difficiles a
mettre en place en raison des colts élevés qu’elles représentent (Bowkett, 2009). Dans une
comparaison directe, Balmford et al. (2013) ont constaté que les colits de conservation des
mammiféres ex situ (avec notamment |’élevage en captivité et la mise en place de renforcements
ou réintroductions) dépassaient souvent les colts in-situ. L'organisation, le temps et les fonds
nécessaires pour la mise en place a grande échelle d’un soft-release, pour les centaines de
hamsters agés d’un an relachés chaque année en Alsace, ne semble pas réaliste. Deux solutions

peuvent toutefois étre envisagées.

(i) Utiliser des enclos disponibles pour appliquer un soft-release a une proportion des hamsters
adultes lGdchés. La région Alsace dispose actuellement dans des sites extérieurs de deux enclos
pluri-individuels ainsi que des cages individuelles adaptés pour les hamsters (décrites dans le
chapitre 3). Il serait envisageable d'utiliser ces installations pour relacher des groupes d'individus.

Méme si tous les hamsters destinés aux renforcements ne passent pas nécessairement par une

période d'acclimatation dans ces enclos (soft-release), I'amélioration de la survie d'une partie
d'entre eux pourrait avoir un impact positif sur le succes global des renforcements. Il serait aussi
envisageable de relacher des femelles gestantes ou des hamsters des deux sexes dans ces grands
enclos, permettant ainsi la naissance de jeunes en milieu semi-naturel avant de les relacher en
méme temps que leurs parents. Cependant, cette approche exigerait un entretien régulier de la
végétation a l'intérieur du ou des enclos, ainsi qu'une surveillance constante et la capture des
individus, ce quireprésente une tache et des colts non négligeables. Néanmoins, cette approche

pourrait également permettre de relacher des individus présentant des comportements se

rapprochant le plus possible de ceux de leurs congéneres sauvages.

L'introduction d'individus dans un environnement semi-naturel, riche en stimuli, peut sembler
aller a I'encontre du bien-étre animal selon certains critéres (p. ex. augmentation du stress, risque

de faim, de blessures et de maladies, Teixeira et al., 2007). Cependant, dans la nature, les animaux
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font face a ces risques, en plus de situations stressantes telles que le risque de prédation et la
compétition interspécifiques pour l'accés a des ressources limitées (Teixeira et al., 2007). En
I'absence d'une exposition préalable a ces stress, un lacher brutal in natura peut conduire a de la
détresse (Teixeira et al.,, 2007). Cette réponse prolongée au stress accapare l'énergie des
processus biologiques classiques, y compris celle impliquée dans le fonctionnement du systéme
digestif et immunitaire (NseAbasi et al., 2014). La détresse peut ainsi augmenter le risque de
mortalité (Teixeira et al., 2007). Par conséquent, le développement d’approches pour préparer
les individus a un stress ex-situ progressif peut également représenter un aspect éthique en
essayant de préserver le bien-étre des animaux destinés a la réintroduction, en les exposant a un

stress ex-situ progressif afin de prévenir la détresse in-situ (Roberts, 2023).

2. Naitre t6t et avoir la vie (sauvage) devant soi

(i) Le lacher d’animaux a différents stades de développement. Etudié chez plusieurs espéces dans
un contexte de conservation (Sarrazinand Legendre, 2000 ; Robert et al., 2004; Lloyd et al., 2019),
le succes des stratégies impliquant le lacher de jeunes individus semble dépendre fortement des
espéeces et de I'age relatif au moment du lacher (Miller et al., 1990 ; Saunders et al., 2013 ; Jackson
et al.,, 2016 ; Lloyd et al., 2019 ; Pritchard et al., 2021). En effet, comme évoqué précédemment,
la survie des jeunes individus est souvent faible, pour se stabiliser a la maturité sexuelle et
diminuer avec la sénescence (Promislow & Harvey, 1990 ; Tidiere et al., 2016; Chantepie et al.,
2016). L’élevage en captivité, favorisant notamment la survie des espéeces a cycle de vie rapide
(Tidiere et al.,, 2016), peut permettre d’augmenter le taux de recrutement post-lacher en
contournant les étapes a haut risque du début du cycle de vie (Saunders et al., 2013). Lacher des
individus avant leur premiére année, au moment ou ils ont, physiologiquement, les plus grandes
chances de survie, pourrait étre un avantage direct pour les programmes de renforcement en
permettant d'étendre leur participation au recrutement de la population sur une période plus

longue.

La littérature rapporte qu'avant 1935, les femelles hamsters pouvaient élever environ 25 petits
par an (Surov et al.,, 2016). Bien que la méthode utilisée pour compter le nombre de petits
surestimait probablement le nombre de jeunes produits par rapport aux approches actuelles
(nombre moyen d’embryons compté chez des femelles mortes ou par palpation de femelles

vivantes, comparativement au nombre de jeunes sevrés), un lien a été établi entre les
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modifications du paysage ou le réchauffement climatique et la réduction progressive du nombre
de petits, en particulier dans les pays d’Europe de I'Ouest. Plusieurs études de terrain ont montré
que les femelles n'élevaient plus que 5 a 6 petits par an (Franceschini-Zink and Millesi, 2008b ;
Hufnagletal., 2011 ; Albert, 2013).Surovet al. (2016) ont calculé qu'avec un succes reproducteur
aussi faible, et en prenant en compte la mortalité juvénile, une femelle n'éléve effectivement que
0,5 femelle pour la génération suivante. Au vu des résultats présentés dans le chapitre 2 et 3, les
jeunes hamsters, et surtout ceux de trois mois, semblent présenter, apres les lachers qui ont eu
lieu mi- et fin-juin, des taux de survie et de reproduction globalement similaires aux individus
lachés a un an. Dans leur habitat naturel, la phase d'accouplement commence avec la fin de
I'hibernation et I'émergence des femelles en avril. Lorsque les lachers sont tardifs (courant juin),
les hamsters perdent I'opportunité de produire au moins une portée supplémentaire. Néanmoins,
il est important de préciser qu'en avril, les champs présentent un couvert végétal minimal, ce qui
limite leur accés ala nourriture et a une protection contre les prédateurs (Muskens et al., 2005).
Par conséquent, un compromis peut étre trouvé afin d’optimiser le potentiel reproductif des
individus, tout en leur assurant I'acces a une source d'alimentation adéquate et a des habitats
protecteurs. Une solution pour atteindre cet équilibre serait de manipuler la photopériode en
captivité (Monecke et al., 2022). En modifiant artificiellement la photopériode, il est possible
d'initier la reproduction en captivité plus tot, ce qui peut permettre de reldcher des hamsters de
moins de 3 mois a la fin du mois de mai. Ce moment stratégique pourrait correspondre au début
de leur maturité sexuelle et a une période caractérisée par une grande disponibilité de diverses
ressources alimentaires et a un couvert végétal adéquat. Il faut toutefois considérer que nous ne
connaissons pas l'impact d’une photopériode artificielle sur 'ensemble des autres parametres du
cycle de vie in natura (et notamment sur leur phénologie ou sur I'hibernation — Monecke and
Wollnik, 2005). Des études complémentaires seraient nécessaires pour évaluer le potentiel de ce

protocole.

Finalement, relacher une partie au moins des individus au cours de leur premiére année pourrait
représenter une opportunité pour réduire les dépenses associées au renforcement des
populations. Cela permettrait de minimiser la période pendant laquelle au moins une partie des

individus doit étre maintenue en captivité, ce qui réduirait les colts liés a I'élevage et a I'entretien.
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En outre, cette approche contribuerait a atténuer l'impact négatif de la captivité sur le

comportement des hamsters.

. Conclusions

Il est complexe d'évaluer avec précision |'efficacité des mesures de conservation mises en place
pour le Hamster commun depuis les années 2000. En général, les études visant a mesurer I'impact
réel de ces mesures ont tendance a sous-estimer considérablement les résultats, car elles ne
prennent pas en considération ce qui se serait produit en leur absence (Hoffmann et al., 2015).
Sans les efforts de renforcements mis en place depuis une vingtaine d’années, les populations de

Hamsters commun de I'Ouest se seraient-elles éteintes ?

1. Le cas du hamster, révélateur de problématiques plus globales

L'élevage en captivité d’especes a des fins de conservation, les translocations de conservation et
les méthodes qui cherchent a améliorer la fitness post-lacher ont un impact important sur les
actions de conservation (Lloyd et al., 2019; Gross et al., 2023). Ces mesures sont maintenant
largement répandues (Bowkett, 2009), mais en paralléle, un débat persiste sur les avantages et
les inconvénients de I'approche de conservation ex-situ, en particulier sur les co(ts financiers, les
risques de transmission de maladies et I'impact de perte/dérive génétique possible (Fischer &

Lindenmayer, 2000 ; Armstrong & Seddon, 2008 ; Gross et al., 2023).

En France et en Europe, la modification des pratiques agricoles, la fragmentation des paysages,
et le changement climatique sont les facteurs identifiés comme majoritairement responsables du
déclin du Hamster commun et de la biodiversité en général (Surov et al., 2016). Force est de
constater que, bien que des efforts soient réalisés, ces menaces continuent de peser sur les
espéces et les écosystémes. A travers le monde, si les différentes stratégies de renforcement
employées jouent effectivement un rble essentiel dans les résultats des programmes de
translocation a des fins de conservation (Gross et al., 2023), il faut toutefois considérer que, dans
I'ensemble, les facteurs les plus importants contribuants a I'échec de ces translocations sont les
causes du déclin initial de l'espéce (Bubac et al.,, 2019). Aujourd’hui, les résultats des

translocations a I'échelle mondiale n’indiquent pas a échelle mondiale que les taux de réussite de
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ces mesures aient augmenté au cours de la derniére décennie, et ce, malgré I'accroissement des

connaissances et la diversité des technigques employées dans ce domaine (Bubac et al., 2019).

En tant qu’espéce parapluie, le Hamster commun sert de figure de proue pour un cortege d’autres
especes, inféodées aux prairies et aux plaines agricoles, dont le déclin, bien que documenté, ne
fait pas encore 'objet de mesures de conservation de cette envergure. Notamment, cette
distinction dans le choix des especes ciblées est symptomatique des programmes de translocation
qui sont plus souvent réalisés sur des mammiferes terrestres que sur d'autres groupes
taxonomiques (IPBES, 2019). Par exemple, en Europe, 68% des efforts de translocation dans un
but de conservation se concentrent sur 3 especes : le castor (Castor fiber), le bison (Bison bonasus)
et le bouquetin (Capra ibex - Thévenin et al., 2019). De plus, bien que la plupart des especes et
des environnements menacés se trouvent dans les zones a fort potentiel biologique tels que les
zones tropicales, la plupart des études sont menées dans des pays développés, principalement
dans les régions tempérées (Resende et al., 2020). Les réintroductions sont fréquemment des
démarches isolées qui ne sont pas élaborées de maniere collaborative pour résoudre les enjeux
mondiaux ou continentaux de la conservation, notamment en ce quiconcerne la préservation des

divers aspects de la biodiversité (Armstrong & Seddon, 2008 ; Thévenin et al., 2018).

Enfin, les changements climatiques auxquels nous sommes exposés et qui vont s’accentuer dans
les années a venir peuvent jouer un rble plus important et additif aux autres facteurs directs et
individuels d’origine anthropique. Faire le lien entre ces changements et leur(s) impact(s) sur les
systemes biologiques nécessite des études a long terme. Classiquement, |'agriculture
conventionnelle a été visée comme le facteur principal responsable de la disparition du Hamster
commun. Cependant, le fait que l'espéece ait décliné sur toute son aire de répartition, avec des
paysages, des tailles de parcelles, des cultures principales et des techniques agricoles différentes,
indigue que d’autres causes de ce déclin ont certainement été sous-évaluées (Surov et al., 2016).
Des recherches ont mis en évidence I'impact du déplacement vers I'est du gradient de climat
océanique-continental, entrainant une élévation des températures, notamment hivernales. Par
exemple, historiquement, en Allemagne et dans l'est de la France, la neige recouvrait
régulierement le sol en hiver. Aujourd’hui, les sols sont saturés par d'énormes quantités de pluie,
ce qui affecte I'isolation thermique des terriers et I'état de bonne conservation des réserves de

nourriture quiy sont stockées avant |'hiver (Tissier et al., 2016 ; Surov et al., 2016). En Allemagne,
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des hamsters sont de plus en plus signalés par les habitants comme étant actifs en surface en
hiver, avec leur fourrure mouillée (Surov et al., 2016). L'impact plus marqué de ces changements
climatiques sur les espéces qui hibernent a été documenté dans diverses régions du monde et

pour différents taxons (Chmura et al., 2023).

Le changement climatique, conjugué aux activités anthropiques, exacerbe les menaces pesant sur
les especes. Afin que les mesures de préservation aient un impact significatif, il est essentiel
gu'elles s'appliquent a différentes échelles et qu'elles établissent des critéres de réussite aux
échelles locale, régionale et mondiale (Robert et al., 2015). Néanmoins, |'application de criteres
universels ou des approximations, comme une taille minimale de la population, a des populations
confrontées a diverses menaces dans des environnements variés pose un défi majeur en raison
de la complexité et des risques associés a |'utilisation de protocoles similaires pour des taxons trés

différents (Flather et al., 2011).

L'une des limitations de la translocation pour la conservation réside dans la difficulté a définir le
succes de ces programmes (Robert et al., 2015). Bien que I'objectif principal soit d'établir des
populations viables aprés I'arrét des mesures (IUCN/CSE, 2013), il n'existe pas de cadre
conceptuel ni de criteres universellement acceptés pour évaluer cette viabilité. Pour le Hamster
commun en Alsace, une population stable a été estimée a 1500 individus adultes au printemps
sur un habitat connecté de 600 hectares (Kaiser, 2005), ce minimum n’incluant pas de valeur

temporelle.

Une autre préoccupation concerne la contradiction apparente entre la conservation des especes
et la dynamique évolutive. La conservation est souvent basée sur une perception statique des
espéces, alors qu'en réalité, elles sont en constante évolution. Les arguments en faveur de la
conservation des espéces en se basant sur l'idée de leur extinction irréversible sont critiqués pour
leur approche fixiste, car ils négligent la diversité génétique au sein des especes et le fait que les
modifications de cette diversité soit un élément de I'évolution. Finalement, ces considérations
soulignent la nécessité d'adopter une approche plus interdisciplinaire et dépassant les catégories

taxonomiques pour définir les futures stratégies de conservation (Robert et al., 2015).
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2. La conservation ex-situ et les translocations de conservation

Le monde traverse actuellement une crise majeure de la biodiversité et la gestion des espéeces et
des écosystemes menacés devient de plus en plus indispensable pour prévenir son érosion
(Brondizio et al., 2019). Face a la 6éme extinction que nous connaissons aujourd’hui et a la
dégradation des écosystémes, de plus en plus de mesures de conservation sont contraintes de se
faire ex-situ (Pritchard et al., 2012). Souvent, les gestionnaires de la conservation des espéces
menacées sont confrontés a une incertitude importante concernant leur stratégie de
conservation (Canessa et al.,, 2019). Les espéces les plus menacées ont généralement des
populations isolées et de trés petites tailles, ce qui réduit la capacité a tester de nouvelles
techniques de conservation et rend difficile la détermination des mesures de gestion les plus
efficaces (Hernandez, Graham, Master, & Albert, 2006). La petite taille des populations d'especes
menacées renforce également la peur de I'échec, ce qui peut entraver d’avantage la prise de
décision en matiere de conservation (Meek et al., 2015). Néanmoins, la biologie de la conservation
étant souvent décrite comme une science d’urgence, il est souvent nécessaire pour les
gestionnaires d'espéces menacées de prendre des mesures face a cette incertitude, ce quisignifie
gue les décisions doivent étre prises avec des informations limitées, dans des délais serrés et avec

des ressources restreintes (Buxton et al., 2020 ; Pritchard et al., 2021).

« Le but de la biologie de la conservation n’est pas seulement d’aboutir a de nouvelles
connaissances mais d’utiliser ces connaissances pour protéger la biodiversité. Une perspective
large, ouverte et réfléchie est nécessaire pour créer et mettre en ceuvre des programmes

efficaces de conservation » Primack et al., 2012

Ce travail de these m’a conduite a m’interroger sur la nécessité de renforcer les populations de
hamster dans le milieu si artificialisé qu’est la plaine agricole alsacienne. Cette interrogation est
d’ailleurs régulierement revenue, la question : « pourquoi protéger le hamster ? » sous-
entendant souvent une interrogation quant a « I'utilité » de I'espéce, pour 'Homme ou méme
son écosysteme. Nous avons sans doute besoin d’attribuer et de comprendre la ‘valeur’ des
especes pour décréter lesquelles méritent nos efforts et notre investissement. Sila réponse en ce
qui concerne le hamster est relativement directe : «sa protection contribue a préserver
I'ensemble de la biodiversité partageant son habitat, en utilisant cette espéce charismatique

comme porte-étendard », ces questionnements anthropocentrés reviennent sur les concepts de
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valeurs intra- ou extrinseque attribués a la biodiversité et aux unités qui la compose. La biologie
de la conservation est un domaine scientifique pluridisciplinaire qui regroupe des aspects
biologiques, écologiques, éthiques, sociaux, culturels, politiques, économiques et philosophiques.
Quels que soient les concepts choisis pour motiver les sociétés humaines a mettre en ceuvre des
actions de conservation, il est essentiel de rappeler notre interconnexion avec I'ensemble de la
biodiversité en tant qu'espéece. Les défis qui pesent sur la biodiversité sont aussi les notres, et
notre responsabilité envers elle est inextricable de notre propre bien-étre et de notre avenir sur

cette planéte.
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Annexes

Annexe 1:
Enclos de la Voie Rapide du Piémont des Vosges (VRPV) utilisé lors des
expérimentations présentées dans Article 1 et les Box 1 et 2. Enclos individuels
extérieurs utilisés dans I'expérimentation de lArticle 3

Bandes herbacées
perpendiculaires (1m)

—
Zones de plantation : mix d’especes (luzerne,

tréfle, tournesol,...)

Shelter n°2
Ancienne porte

(2m xém)

Shelter n°1
Bandes herbacées (2mx 2m)

_G4m—
latérales (1m50)

e —
§ e e

Figure 1 : Schéma de I'enclos pluri-individuel, les petits carrés noirs représentent les poteaux de
soutient de la structure. Les shelters abritaient le matériel de terrain et le sous-enclos était une
zone de test alternatif (pour I'évaluation de I'efficacité des barrieres anti-faunes) (credit : J. Fleitz)-
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Figure 2 : Vue intérieure de I'enclos pluri-individuel utilisé lors des expérimentations présentées
dans I'Article 1 et la BoX 2 (crédit : J. Fleitz)-

-

B -
[ /Li | N

ée sur le filet anti-

Figure 3 : Enclos détruit en janvier 2021. Le poids de la neige accumu
prédateurs aériens a plié les poteaux qui le soutenaient. L’enclos a été reconstruit a I'été
2021 ce qui ne nous a pas permis de l'utiliser a nouveau pour les expérimentations

présentées dans I'Article 3 (credit : L Garnier)-
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Figure 4 : Photos des enclos individuels extérieurs construits pour I’'expérimentation de I'Article 3. Photographies issues des pieges photos
installés a proximité des cages lorsque les hamsters y résidaient (crédit : J. Fleitz).
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Annexe 2 :
Sites de lacher pour les suivi in natura réalisé en 2021, 2022 et 2023 et présenté dans
IArticle 3

Geispolsheim Griesheim

2022
1.5ha

2022 | 2022
23ha | 2.2ha

Altorf

2023 - 0.8 ha

0 100 200 m
)

Figure 1 : Sites sélectionnés pour les lachers expérimentaux. Ils ont eu lieu sur les communes de
Geispolsheim (48.51556427837439,  7.645566501121854), Griesheim-prés-Molsheim
(48.50174404271677, 7.533058220353642) et Altorf (48.52405348303864,
7.536810674231605), toutes les trois situées dans le Bas-Rhin et la ZPS (Zone de Protection

Statique) centre. (Crédit : Google earth)
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Figure 2 : Schéma d’un terrier artificiel (ceqit: ors) €t photographies des lachers (crit : . Fleitz, . canteloup, L

Garnier)
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Figure 3 : Dispositif de boites enterrées qui ont été utilisées pour les lachers sur le site d’Altorf en juin
2023. (A) Enterrées a 30cm de profondeur, les boites fournissent un abri temporaire aux hamsters le
jour du lacher (B) Les boites font environ 25cm de hauteur et ne sont pas fermées sur les cotés et le
fond pour permettre au hamster de creuser en profondeur ou sur les c6tés (crédit : Benoit De Freitas, Naturopard).

215



Annexes

216



Annexes

Annexe 3

Etude issue du Stage de Master 2 - Ecologie de la conservation (Université Paris-Saclay) - de Arthur
Hebrard

Lien entre comportements anti-prédation et survie in

natura

Arthur Hebrard, Julie Fleitz, Lorene Garnier, Mathilde Tissier et Yves Handrich

Introduction

eux études présentées dans cette these (chapitre 1 Fleitz et al., 2023 et la Box 2) se sont
intéressées a l'impact d'une période d’acclimatation en milieu semi-naturel sur les
comportements des hamsters communs lors d’'une confrontation a un risque de prédation.
Cette période s’est déroulée dans un enclos pluri-individuel présentant l'avantage de plusieurs
conditions naturelles et de rencontre intra-spécifiques. Les premiers résultats ont permis de mettre
en évidence que ce court passage en milieu semi-naturel rendait les hamsters adultes de plus d’un an
plus vigilant et plus apte a utiliser un abri lorsqu'ils étaient confrontés a un risque de prédation en
environnement contrdlé. Suite a plusieurs imprévus, un autre cadre d’acclimatation a été mis en place
en 2021. Des cages extérieures individuelles ont été construites et leurs impacts sur les

comportements anti-prédation des hamsters ont été étudiés ici.

L’objectif premier est de déterminer si une modification de comportements anti-prédation est
observable apres que des individus élevés en captivité aient passé une courte période d’acclimatation
dans un milieu semi-naturel, de grandes cages individuelles extérieures. Notre hypothese était que
ces derniers présenteraient des comportements de vigilance, de fuite et d’évitement plus prononcés
apres ce temps, a 'instar du passage en enclos pluri-individuel, nuancés par I'absence d’interactions
intra-spécifiques. Le second objectif est de savoir s’il est possible de conjecturer sur les chances de
survie in natura en fonction des comportements anti-prédation observés en environnement contrélé.
Notre hypothese étant que les individus plus vigilants, plus prudents ou plus fuyants auraient plus de

chance de survivre que les autres.
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Matériel et méthode

Deux groupes composés chacun de 16 femelles hamsters ont été étudiés ici. Un groupe « contréle »
composé d’individus nés et ayant passé un an de leur vie en captivité. Un groupe « enclos », pour
lequel les individus sont nés et ont été élevés dans les mémes conditions que ceux de l'autre groupe
jusqu’a deux semaines avant les lachers in natura ou ces individus ont été placés dans des cages
individuelles extérieures. L’objectif principal était de proposer aux 16 femelles de ce groupe, une
période de deux semaines dans des cages en extérieur, 67 fois plus volumineuses que celles
d’animalerie (proche des recommandations du ministere fédéral de I'alimentation et de I'agriculture
allemand ; Evrard, 2021) et avec une tranchée leur permettant d’y creuser un terrier (Figure 1). Les
hamsters pouvaient se nourrir de végétation fraiche présente dans la cage (tréfles incarnats, pissenlits,
paquerettes vivaces, renoncules rampantes, grands plantains, lierre...) et d'invertébrés présents au
niveau des tranchées. En ce qui concerne |'eau, les hamsters subvenaient a ce besoin grace a la
nourriture fraiche, a la rosée ou grace aux précipitations. En cas de fortes chaleurs, nous pouvions
parfois supplémenter en plantes ou fruits frais et en eau. Les 16 cages individuelles étaient juxtaposées
mais les individus ne pouvaient se rencontrer ni sur terre ni sous terre. Une différence a souligner avec
I'enclos pluri-individuel prévu était donc le manque d’interactions intra-spécifiques. Cependant,
d’autres especes présentes dans le parc pouvaient venir au niveau des cages. Il a été observé au moyen
de caméras de vidéo-surveillance des renards, des mustélidés, des écureuils, des corneilles, des

merles, des campagnols et autres micromammiferes.
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Figure 1 :Schéma et photographie des cages individuelles extérieures du groupe « Enclos »

31 individus des deux groupes (Contréle : n=16 ; Enclos : n=15) ont été confrontés a des tests
comportementaux standardisés présentés dans le chapitre 1 (Fleitz et al, 2023). Les tests
comportementaux se sont déroulés en 2 sessions, I'une en mai avant les lachers du groupe enclos
dans les cages individuelles, et I'autre en juin, aprés ce passage en milieu semi-naturel. Ainsi, lors de
la premiére session (S1), les individus contrbles et enclos répartis aléatoirement, ne présentaient
aucune différence, ils provenaient directement de |'‘élevage de I'IPHC. Afin de comparer le
comportement des animaux avant, pendant et aprés une confrontation a un prédateur fictif, chaque
session était partagée en 3 phases. Pour la premiére phase (P1), le hamster était déposé dans le
dispositif pour une période de 5min, ou il pouvait explorer et inspecter son nouvel environnement.
Lors de la deuxieme phase (P2) d’'une durée de 4 min, le prédateur fictif (le renard naturalisé) était
introduit dans le dispositif. Il était maintenu par I'expérimentateur caché derriére des rideaux opaques
fermés, grace a une tige en métal d’environ 3m. Toutes les actions et attaques du renard étaient alors
contrélées par I'expérimentateur selon un protocole standard, sans que ce dernier ne soit visible par
I'individu testé. La troisieme phase (P3), post-attaques, était une phase de 5 min ou le hamster se

retrouvait a nouveau seul dans le dispositif.

Une sélection de 5 variables comportementales d’intérét a été réalisée : (1) le pourcentage de temps

passé dans le tube lors des trois phases, (2) le nombre de fois ou le hamster a sorti la téte du tube en
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phase 2, (3) la latence avant la premiere entrée dans le tube a partir du moment ou le renard entre
dans le dispositif, (4) le nombre d’attaques du hamster vers le renard en phase 2 et (5) le nombre de
vocalisations agonistiques lors des trois phases. Ces comportements refletent plusieurs catégories
comportementales :la mobilité, I’'exploration, la vigilance, les vocalisations et les comportements anti-

prédation a proprement parler.

Dans un 1" temps, il a été effectué des tests non-paramétriques de Wilcoxon pour données appariées
entre les Session 1 et Session 2 au sein des groupes, puis entre les groupes. Dans un second temps,
quatre GLM ont été effectués afin d’observer de possibles liens entre les comportements observés
lors des tests renards, et la survie des hamsters relachés a J+19, J+26, J+46 et J+120. En ce qui concerne
les GLM, le lien entre variables de réponse et variables explicatives a été déterminé comme étant une

loi binomiale (survie binaire : vivant/mort).

Résultats
1. Comportement (1) : Pourcentage de temps passé dans le tube lors des trois phases

Pour la phase 1, la proportion de temps passé dans le tube pour les 16 individus du groupe contrdle
n'est pas significativement différente en session 1 et en session 2 (Xcsie1 = 15.57%, Scsie1 = 14.96%, Xcsoe1
=15.42%, scsor1 = 13.27%, p = 0.528, Figure 2a). En revanche, les 15 individus testés du groupe enclos
ont passé significativement plus de temps dans le tube en session 2 qu’en session 1 (Xeswp1 = 13.93%,

SES1P1 = 9.84%, XEsap1 = 22.42%, SES2P1 = 16.44%, p= 1.81*10-2, Figure Zb).

Pour la phase 2, la phase d’attaques du renard, le groupe contrdle a passé significativement plus de
temps dans le tube en session 2 qu’en session 1 (Xcs1r2 = 62.70%, Scsirz = 26.54%, Xcse2 = 80.14%, Scsapa =
22.82%, p = 2.14*10-2, Figure 2c). Pour le groupe enclos également, avec un seuil de significativité
plus slr cependant (Xesir2 = 64.69%, Sesip2 = 32.75%, Xesar2 = 87.38%, Seseea = 14.28%, p = 8.36%10-3, Figure
2d).

Pour la phase 3, les individus contréle n’ont pas passé plus de temps dans le tube en session 2 (Xcsiez =
35.12%, Scsis = 28.25%, Xcses = 35.86%, scses = 34.77%, p = 0.821, Figure 2e) contrairement aux

individus enclos qui ont plus que doublé leur temps a l'intérieur (Xesies = 31.67%, Sesies = 25.65%, Xesaps

=75.81%, seses = 34.32%, p = 4.27*10-4, Figure 2e).

En session 2, les individus enclos ont passé significativement plus de temps dans le tube en phase 3

gue les contréles (p = 1.58*10-2) mais pas en phase 1 (p =0.179) ni en phase 2 (p = 0.295).
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Annexes

Figure 2 : Line-plots, différences inter-individuelles de proportions de temps passé dans le tube entre la
session 1 et la session 2 pour le groupe Contréle (a, c, e) et pour le groupe Enclos (b, d, f). En noir : les
moyennes entourées de leurs écarts-types * : p-value < 0.05 ** : p-value < 0.01 *** : p-value < 0.005
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2. (2):Nombre de fois ou le hamster a sorti la téte du tube en phase 2 (phase d'attaque)

En phase 2, seuls les individus du groupe enclos sortent significativement moins de fois la téte du tube
en session 2 qu’en session 1 (Xes1 = 11.75, sCS1 = 7.08, Xcs2 = 10.88, scs2 = 4.56, p = 0.698 ; Xes1 = 15.40,
ses1 = 10.06, XES2 = 6.73, ses2 = 6.45, p = 2.18*%10-2). En session 2, le groupe enclos a moins sorti la téte

du tube que le groupe contréle (p = 3.24*10-2).

Autres comportements : (3) la latence avant la premiere entrée dans le tube a partir du moment ol le
renard entre dans le dispositif, (4) le nombre d’attaques du hamster vers le renard en phase 2 et (5) le

nombre de vocalisations agonistiques lors des trois phases

Pour le comportement (3), les deux groupes sont rentrés plus rapidement dans le tube apres l'arrivée
du renard dans le dispositif en session 2 qu’en session 1. En ce qui concerne les attaques physiques
du hamster envers le renard, les individus des deux groupes ont connu une diminution significative
entre la session 1 et la session 2. Aucune différence significative du nombre de cris et de grognements

n'a été détectée entre les sessions au sein d'un groupe, et entre les groupes.
Lien comportements anti-prédation et survie in natura

J’ai ensuite effectué quatre GLM, afin de déterminer si un lien pouvait se faire entre les
comportements d’intérét observés lors des tests en milieu controlé et la survie in natura a J+19 apres

les lachers (Session 7), a J+26 (Session 9), J+46 (Session 15) et J+120 (Session 36).

Pour les GLM a J+19, J+26 et J+46 les premiers modeles sont équivalents au modéle nul. Aucune des
variables comportementales choisies ne peut étre considérée comme ayant une influence significative
sur la survie en S7, en S9 et en S15. A J+120, un trop grand nombre d’individus disparus, engendrant
un trop grand nombre de censures ne nous a pas permis d’effectuer une analyses statistique
pertinente sur ces données. En revanche, pour chacun des GLM effectués, bien gu’il n'y ait aucun effet
significatif, le comportement « Temps passé dans le tube en Phase 3 » est celui qui semble avoir

relativement le plus de poids et de pouvoir explicatif.

Discussion

Les résultats de cette étude sont tendanciels, mais il semblerait que cette transition douce entre
I'élevage en captivité et la vie in natura, le « soft-release », ait un impact positif mais modéré sur

certains comportements anti-prédation.
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L'objectif premier de ces tests était d’observer de possibles modifications comportementales anti-
prédateurs apres que des individus élevés en captivité aient passé deux semaines dans un
environnement semi-naturel. Un groupe contréle a été testé, mais chaque individu enclos ayant connu
deux sessions, avant et aprés cette période en cage extérieure pouvait étre considéré comme étant
son propre contréle. Considérant la tres forte mortalité par prédation sur les hamsters relachés issus
d’élevage (La Haye, 2007), ainsi que les différences de comportements précédemment observées chez
les hamsters ayant subi une période d'acclimatation en enclos extérieur semi-naturel pluri-individuel
(Fleitz et al., 2023), nous avons supposé que le comportement anti-prédation actuel des individus
relachés n’était pas optimal, et que celui de ceux ayant vécu en cages extérieures individuelles le serait
davantage. Hypothese nuancée dés le départ, sachant que tout individu sortant d’élevage est isolé
ontogéniquement mais surtout évolutivement, depuis plus de 20 générations, engendrant davantage
de difficultés pour réveiller voire apprendre des comportements anti-prédateur adaptés (Griffin et al.,
2000). Une autre nuance par rapport au passage en enclos pluri-individuel est la limitation des
interactions intra-spécifiques en cages individuelles extérieures. Notre hypothése a été partiellement
validée. Les individus enclos ont passé davantage de temps a |'abri avant, pendant et apres les
attaques du prédateur factice. Plus de temps apres le passage en cages extérieures qu’avant, mais
également plus de temps que les individus contréles tendanciellement pour les deux premiéres phases
et significativement pour la troisieme. Cependant, en ce qui concerne la phase de confrontation avec
le renard, les individus contréles semblent également utiliser d’avantage I'abri en deuxieme session.
En revanche, ils ne I'utilisent pas davantage ni avant ni aprés cette phase. In natura, un manque de
prudence en ressortant quelques secondes apres des attaques a répétition, pourrait leur étre fatal
face a un prédateur. Les individus ayant vécu dans les cages extérieures ont également moins sorti
leur téte de I'abri, les rendant moins détectables et donc moins vulnérables face a un prédateur. Le
premier comportement est significativement différent entre sessions et entre groupes, laissant
supposer que le passage en cages extérieures intensifie le caractére de prudence que cette proie peut
avoir face a un risque de prédation. Tous les individus sont également rentrés plus rapidement dans
le tube dés lors que le renard était déposé dans le dispositif, laissant apparaitre une plus grande
sensibilité face a une perturbation dans leur environnement. Ces proies potentielles évaluent leur
environnement avant d’adapter leur comportement en fonction du risque de prédation, grace a des
indices qui préjugent indirectement de la présence de prédateurs. En augmentant leur vigilance, en
se cachant rapidement et ne ressortant plus sur une longue période d’un abri, ils se comportent

comme si ces facteurs environnementaux étaient associés a un risque accru pour eux (Griffin et al,,
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2000). Des tests comportementaux précédemment réalisés sur des hamsters d’élevage confrontés a
un prédateur vivant (un furet Mustela putorius furo) ont montré qu’ils avaient un comportement
audacieux, avec deux types de stratégies intra-espéece. lls peuvent choisir de se réfugier dans un abri,
ou adopter une stratégie offensive. Cette stratégie peut étre efficace si le prédateur parvient a
s’approcher prés du hamster et que la fuite est impossible, et elle semble intéressante en cas de
confrontation avec de petits prédateurs, voire de jeunes prédateurs (Tissier et al., 2019). Cependant
le succes d'une stratégie offensive semble peu probable face a un prédateur comme le renard. De
plus, lorsqu’un abri est disponible, la stratégie la plus efficace serait de I'utiliser ; c’est ce qui a été
majoritairement observé chez les individus du groupe enclos. Cependant, ces résultats sont a nuancer
car il semblerait qu’il y ait une forme d’apprentissage observable en session 2, une forme de
modification de comportements anti-prédation grace a I'expérience vécue en session 1, un mois
auparavant. Cette possible habituation, ce possible conditionnement suite a un stimulus négatif, ou
ce possible enrichissement (Zocher et al., 2019), passe sous silence certaines évolutions probables de
comportements anti-prédation suite a un passage en milieu semi-naturel. En effet, la période de
quatre semaines entre les deux sessions était peut-étre trop courte pour observer une
dégénérescence puis une extinction du comportement pour le groupe controle en animalerie,
contrairement a la période de huit semaines et demi entre les deux sessions de tests effectuées les
années précédentes avec des individus sortant d’'un enclos pluri-individuel (Fleitz et al, 2023). Lors de
ces tests, l'intérét était porté sur les comportements des individus étant passés dans cet enclos qui
étaient plus vigilants, plus sensibles aux perturbations et utilisaient plus un abri, mais également sur
les individus contréles qui quant a eux présentaient des évolutions opposées. lls passaient moins de
temps dans 'abri en session 2 qu’en session 1 et continuaient a vocaliser et a attaquer le renard par
exemple, contrairement aux individus du groupe enclos qui ne présentaient plus ces comportements
en session 2. Il est malgré tout intéressant d’observer que les cages individuelles extérieures semblent
avoir eu un impact sur la capacité des hamsters a utiliser un abri et a se rendre moins vulnérable
pendant et aprés les attaques d’un prédateur. lls semblent également plus craintifs, plus sensibles et
plus prudents lorsqu’une perturbation a ou a eu lieu dans leur environnement proche. Il serait
cependant pertinent d’effectuer a nouveau ces tests comportementaux avec une période plus longue
entre les deux sessions, afin d’observer les réelles influences que peut avoir cette période de deux
semaines en cages extérieures sur les comportements anti-prédation de ce rongeur. De plus, afin
d’obtenir davantage d’informations sur ces comportements, il serait intéressant de tester des

individus sauvages dans le dispositif utilisé dans cette étude afin de pouvoir comparer leurs
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comportements avec ceux des hamsters nés et élevés en captivité. Les informations dont nous

disposons pour cette espéce étant exclusivement qualitatives et anecdotiques pour le moment.

Enfin, le lien entre la survie des individus relachés et les comportements anti-prédation observés en
milieu contrélé n'a pas été démontré significativement. Cependant, il est possible que leur capacité a
utiliser un abri pendant et apres les attaques d’un prédateur, améliorée par un passage en cages semi-
naturelles, puisse avoir un impact sur leur survie. Les tests statistiques robustes utilisés ne font pas
ressortir ces résultats sur des groupes de 16 et 15 individus. Cependant, en s’intéressant aux
différences inter-individuelles (Figure 2), des observations peuvent étre développées. Par exemple, la
femelle enclos décédée le lendemain des lachers faisait partie des 3 individus sur 15, ayant passé
moins de temps dans le tube en Session 2 qu’en Session 1 lors des tests renard. Plus intéressant
encore, les 6 individus contréles décédés avant le jour 46, ont passé moins de temps en moyenne dans
un abri lors des tests en phase post-attaques que les individus du méme groupe toujours vivants. Il est
intéressant de faire un parallele avec les tests déja effectués les années précédentes, ou les individus
controles passaient encore moins de temps dans le tube en 2éme session de test notamment (Fleitz
et al.,, 2023). Par ailleurs, une importante variabilité entre les individus du groupe contrdle est
observée. Al’état sauvage, les rongeurs font constamment un compromis entre I'acquisition d’énergie
et la vigilance envers leurs prédateurs. Des comportements extrémes entrainent une mortalité accrue
soit a cause de la prédation, soit par manque d’apport nutritif. Cette pression de sélection disparait
avec la captivité, il en résulte une plus grande variabilité comportementale inter-individuelle (McPhee,
2004). L'étude de Tissier et al. (2019) a montré qu'il existait une grande variation inter-individuelle,
qui n'a été expliquée ni par la masse, ni par le sexe, mais par une différence dans la perception et la
réaction face a des signaux de prédation. Non soumis a une pression de sélection naturelle, les
animaux d’élevages ont tendance a présenter des comportements extrémes, non observés chez les
individus sauvages, ni chez les hamsters ayant séjourné en cages extérieures. Cette stratégie de pré-
lacher semble permettre aux hamsters de retrouver des comportements plus adaptatifs lors d’'une
confrontation a un prédateur fictif. Il serait intéressant de répéter ces tests afin d’obtenir un

échantillonnage plus important.
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Annexe 4:
Effects of climatic conditions on released hamster survival

Introduction and method

This study being carried out over three years, allowed us to investigate the climatic variations between
2021, 2022 and 2023. First, we used as descriptive data the Standardized Precipitation Index (SPI)
which is a drought index used by National Meteorological and Hydrological Services (Svoboda et al.,
2012). Then, asthe SPI gives only monthly information, we focussed for the statistical analysis on two
other factors selected after multicollinearity analysis, (1) the mean ambient temperature under cover
and (2) the sum of precipitation amounts. We explored the influences of these factors on the number
of dead monitored female hamsters found per session. To analyse the influence of the weather on
this survival parameter, each climatic factor was split into two periods: 7 days before each session and
30 days before each session. We used a Generalized Linear Model (GLM) with a Poisson distribution
and the method of Model Averaging Selection. The mean temperatures 7d and 30d before each
session, the sum of precipitation amounts 7d and 30d before each session and the interaction of these
variables were integrated as fixed factors. Considering that released individuals reach a survival rate
similar to wild individuals at the 6th session (19 days; La Haye. 2020). The number of deaths per session

was counted between sessions 7 and 36 to avoid the adaptation time bias.
Results and discussion

According to the Standardized Precipitation Index categories, we can see different climatic conditions
between the three years of monitoring. For the May, June and July periods for example, the "Extremely
wet" and "Moderately wet" categories are present in 2021, while the "Severely dry" category is

present in 2022 and the "Moderately dry" category in 2023 (Table 1).
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Table 1: Total monthly rainfall between May and October in 2021, 2022 and 2023 at the closest
weather station from the release sites (Entzheim. Bas-Rhin) and Standardized Precipitation Index
(SPI) calculated from observed monthly precipitation and the average monthly precipitation
between 1923 and 2022. According to SPI categories: dark blue = extremely wet. light blue =
moderately wet. dark yellow = severely dry and light yellow = moderately dry

Months | 2021 (mm) | SPI2021 | 2022 (mm) | SPI2022 | 2023 (mm) | sPI2023
MAY 101,7 0,93 15,8 -1,64 36,3 -1,03
JUNE 1753 |20  100,7 0,76 26,0 1,41
JULY 107,4 1,17 14,8 -1,59 74,4 0,19

AUGUST 78,1 0,25 47,1 0,73 64,4 -0,18

SEPTEMBER 15,4 1,29 86,6 0,97 20,6 1,13
OCTOBER 50,2 0,02 76,5 0,90 NA NA

Following this observation, we explored the effects of these climatic differences on the number

of female hamsters found dead at each session, using GLM.

Using the model averaging method, five models were found equivalent (AlCc < 2; Table 2).
According to the weight of the variables in the models, Mean Temperature over the previous 7
days was the strongest, maintained in 100% of the equivalent models (n=5) and was positively
correlated to the survival parameter selected, the number of deaths found at each session
(Estimate: 0.206+0.066. p-value = 1.89e-03).

Table 2: Results of the GLM investigating the influence of four climatic variables and their
interactions on the number of deaths found during each session. temp7d = mean temperature

over the previous 7 days; temp30d = mean temperature over the previous 30 days; prec7d = sum
of precipitations over the previous 7 days; prec30d = sum of precipitations over the previous 30

days

mcl)gels models df | loglik | AlCc |deltaAlCc| weight
E1 S(prec30d + temp30d + temp7d) 4 | -81.72 | 171.91 0.00 0.25
E2 S(prec30d + temp7d) 3 -82.82 | 171.92 0.01 0.25
E3 S(prec7d + temp7d) 3 -82.94 | 172.16 0.25 0.22
E4 | S(prec7d +temp7d + prec7d*temp7d) | 4 | -82.25 |172.97| 1.06 0.15
ES S(temp7d) 2 -84.44 | 173.02 1.11 0.14
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Thus, differences in terms of survival between years, may be partially explained by the extremes
climatic conditions encounter these years with a cooland humid summer 2021 opposite the warm
and dry summer 2022 (Table 1). In the present study, it seems that a temperature that is too high
for several consecutive days (around 7) has a direct and/or indirect influence on the survival of
hamsters. It would be interesting to investigate this explanation further, by integrating other
climatic parameters or drought index such as the SWI (Soil Wetness Index), an index of sail
moisture rather than atmospheric humidity. It would also be interesting to test the effects of
these parameters on another, more complete survival parameter, as was done in the CMR -

Known Fate Model analysis, for example.
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Annexe 5 :

Annexes

Les axes et les actions du Plan National d’Actions en faveur du Hamster

commun (Cricetus cricetus) et de la biodiversité de la plaine n’Alsace (2019-

2028)

Action 1.1

Action 1.2

Action 1.3

Action 1.4

AXE 2 CONMAITRE L'ESPECE ET SON INTERACTION
AVEC 50N MILIEU BIOLOGIQUE

Action 2.1

Action 2.2

Action 2.3

Action 2.4

Action 2.5

Action 2.6

Action 2.7

e e I =

Action 3.1

Action 3.2

Action 3.3

Action 3.4

AXE 4 PRESERVER ET RENFORCER LES POPULATIONS
FRAGILES

Action 4.1

Action 4.2

Action 4.3

Action 4.4

AXE 5 FAIRE CONNAITRE L'ESPECE ET LES ENJEUX DE SA
PROTECTION

Action 5.1

Action 5.2

Action 5.3

Création et animation de territoires pilotes

Structurer un paysage agricole favorable & la biodiversité
de plaing

Perméabilite et connectivite longitudinale des grands
ouvrages de transport

La couranne péri-urbaine, milieu potentiel pour le hamster

Développement d'outils adaptés au suivi du hamster
COmmun

Suivi des populations de la plaine d'Alsace

Poursuivre la recherche de pratiques agricoles innovantes
pour la biodiversité

Evaluer l'incidence des produits phytosanitaires

Acquisition de connaissances sur les relations proies
prédateurs en milieu agricole

Biologie / Ecologie de lespéce

Acquisition de connaissances sur F'utilisation par le hamster
de son habitat,

Animer et développer la MAEC collective

Initier et structurer des filigres concernant les cultures
favorables au hamster

Proposer une séquence Eviter/Réduire/Compenser mieux
compyise et cohérente

Suivi et évolution réglementaire de I'arrété de protection
de I'habitat du hamster

Elever des animaux pour les renforcements selon un cahier
des charges standardisé

Mettre en cuvre le programme de renforcement

Améliorer les méthodes d'élevage et de renforcement des
populations fragiles

Favoriser acclimatation a la vie sauvage avant lacher

Valoriser les initiatives des acteurs des terrifoires
Sensibiliser le public

Créer des événements culturels et festifs autour du hamster

Vitale

Globale

Globale

Globale

Vitale

Vitale

Vitale

Fondamentale

Fondamentale

Fondamentale

Vitale

Vitale

Vitale

Fondamentale

Fandamentale

Vitale

Vitale

Vitale

Fondamentale

Fondamentale

Globale

PRIORITE PILOTE / PILOTE TEMPORAIRE
AXE 1 TRANSVERSALITE DES CONMAISSANCES ET DES
ACTIONS EN FAVEUR DE L'ECOSYSTEME DE PLAINE

(MRS
CNRS

(MRS

(MRS
ONCFS
CAR, CNRS
CNRS
DOT, FOCET
CNRS

DDT, CAA
CAA
DREAL

ONCFS
ONCFS
(NRS, ONCFS

CHRS

COMITE DE SUIVI
GEPMA

231



Annexes

232



Annexes

Annexe 6 :
Prédateurs terrestres et aériens vus sur pieges photos et jeunes hamsters a
I"émergence
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o —
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ONCFS76 CAM 31 AUG 2022 09:27 pm

=]
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Figure 1 : Prédateurs terrestres et aériens observeés par piéges photos sur les trois années de suivi.

04:13AM MOULTRIECAM

e - M
01/01/2012 10

Figure 2 : Jeunes hamsters vus sur pieges photos quelques jours aprés leur émergence
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Améliorerle succes des programmes de renforcement des

populations pour une espece en danger critique
d’extinction : le Hamster commun (Cricetus cricetus)

Résumeé

Le Hamster commun (Cricetus cricetus) fait partie des mammiféres les plus menacés d’Europe. En
Alsace, des populations relictuelles et fragmentées subsistent. Pour tenter de préserver 'espéce, des
renforcements de population ont été mis en place au début des années 2000. Ma these a cherché a
identifier des solutions pour améliorer ces renforcements en étudiant deux facteurs principaux : un
facteur extrinséque (un pré-lacher temporaire dans un milieu semi-naturel, le soft-release), et un
facteur intrinséque correspondant al'age des hamsters au moment des lachers (adultes et subadultes).
Les résultats de ces études ont mis en évidence qu’un soft-release permettait d’augmenter la réactivité
des hamsters confrontés a un risque de prédation, se traduisant par une meilleure survie en milieu
naturel, comparativement a des individus naifs du méme age. Cette différence était perceptible jusqu’a
un mois post-lacher. De plus, des femelles lachées dans la nature 1,5 ou 3 mois apres leur naissance en
captivité ont eu une survie et une reproduction similaires a celles de femelles adultes agées d’un an.
Ces résultats permettent d’'informer les programmes de conservation pour améliorer le succes des
renforcements de population.

Mots clés : conservation, prédation, comportement, ontogénie, reproduction, survie, fitness

Abstract

The Common hamster (Cricetus cricetus) is one of the most endangered mammal in Europe. In Alsace,
relict and fragmented populations persist. Population reinforcements have been implemented since
the 2000s as an attempt to preserve the species. My thesis sought to identify solutions to improve these
reinforcements by examining two main factors: an extrinsic one (a temporary pre-release in a semi-
natural environment, known as soft-release) and an intrinsic one related to the age of hamsters at the
time of release (adults and subadults). Main results of my work highlighted that a soft-release increased
the reactivity of hamster females when facing predation risk, resulting in better survival after release
compared to naive females of the same age. This difference was noticeable for up to one month after
release. Furthermore, female hamsters released into the wild 1.5 or 3 months after their birth in
captivity had a similar survival rate and reproduction than one-year-old adult females. These findings
can be used to inform conservation actions and improve the success of population reinforcements.
Keywords : conservation, predation, behavior, ontogeny, reproduction, survival, fitness




