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Le projet est défini comme un programme de travail répondant à un objectif scientifique défini, utilisant un ou plusieurs modèles animaux et impliquant une ou plusieurs procédures expérimentales (article R-214-89 du Code rural et de la pêche maritime).
Le formulaire renseigné sera envoyé par lettre recommandée avec accusé de réception à l’adresse suivante : 
Ministère de l’Enseignement Supérieur et de la Recherche – Direction Générale pour la Recherche et l’Innovation – Secrétariat « Autorisation de projet » - 1, rue Descartes, 75231 PARIS cedex 5
N.B. A l’exception des duplications des blocs permises et repérées par …, aucune modification des items de ce formulaire ne doit être effectuée.
1. INFORMATIONS GÉNÉRALES
1.1. TITRE DU PROJET :
	Suivi à long terme de la population de marmottes alpines (Marmota marmota) de la réserve naturelle de la Grande Sassière


1.2. Durée du projet : 
	5 ans


1.3. Date prévue de début du projet : 
	15/04/2016


2. RÉSUMÉ NON TECHNIQUE 
	Ce projet s’inscrit dans le cadre d’un suivi à long terme d'une population de marmotte alpine sauvage. Les données collectées sont indispensables pour décrypter les réponses des organismes vivants aux contraintes de leur environnement et permettent : (1) de comprendre les conséquences potentiellement désastreuses des activités humaines, comme le changement climatique, (2) de lutter contre ces conséquences, (3) de proposer des solutions pratiques à des problèmes de société (protection des espèces et des milieux, restauration…). 

La marmotte alpine est un modèle idéal car vivant dans un environnement extrême et y présentant des stratégies évolutives originales. Son étude est relativement aisé car diurne, territorial, sédentaire et de taille moyenne. Elle constitue le modèle vertébré « sauvage » le plus répandu en milieu alpin et ne constitue pas une espèce menacée d’extinction (statut IUCN : préoccupation mineure, LC).

La population étudiée se compose d’environ 300 marmottes, mâles et femelles, du stade jeune sevré à adulte de plus de 16 ans. Le nombre d'individus suivis est déterminé afin d’optimiser la puissance statistique des études tout en minimisant l’effectif impliqué. Néanmoins, comme le but de notre étude est d’étudier la variabilité individuelle et la démographie, ceci nécessite des tailles d’échantillons plus importantes que dans des études dites contrôlées.

Grâce à un protocole de capture-marquage-recapture, les individus sont capturés, manipulés, puis relâchés. A la suite de leur capture initiale, les individus sont identifiés à l'aide d'un transpondeur et de marques auriculaires de manière à pouvoir les reconnaître durant toute leur vie. Les individus sont par la suite recapturés annuellement. Les paramètres physiologiques, morphologiques, comportementaux et démographiques (survie et reproduction) de chaque individu sont alors suivis de leur naissance à leur mort. Le but étant l'étude de processus naturels, tout est mis en œuvre pour perturber le moins possible et réduire au maximum l'impact sur les individus. Le temps de manipulation est réduit au strict minimum et les individus sont relâchés le plus rapidement possible dans le terrier le plus proche de l'endroit exact de leur capture (moins de 30 minutes entre la capture et le relâché).


3. INFORMATIONS ADMINISTRATIVES ET RÉGLEMENTAIRES
3.1. L’établissement utilisateur (EU)
3.1.1. Agrément de l’EU où seront utilisés les animaux :
· Nom : Laboratoire Biométrie et de Biologie Evolutive
· Numéro d’agrément : B 692660703
· Date de délivrance de l’agrément : 17 mai 2013

· Nom et prénom du responsable : Dominique Mouchiroud

· Adresse électronique du responsable : dominique
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· Nom et prénom de la personne délégataire du responsable présente dans l’EU : Aurélie Cohas

· Adresse électronique de ce délégataire : aurelie
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3.1.2. Comité d’éthique agréé par le MESR dont relève l’EU :
	CEEA-‐UCBL  55
  


3.1.3. Responsable(s) de la mise en œuvre générale du projet dans l’EU et de sa conformité à l’autorisation de projet :
Nombre de responsables : 

	1


Responsable :

· Nom et prénom : Cohas Aurélie

· Adresse postale : UMR CNRS 5558 – LBBE
Biométrie et Biologie Évolutive
UCB Lyon 1 – Bât. Grégor Mendel
43 bd du 11 novembre 1918
69622 VILLEURBANNE cedex

· Adresse électronique : aurelie
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· Téléphone : 04 72 44 85 83

3.1.4. Responsable(s) du bien-être des animaux :
Nombre de responsables :

	1


Responsable :

· Nom et prénom : Emmanuelle Fromont

· Adresse postale : UMR CNRS 5558 - LBBE
VetAgro Sup - Campus vétérinaire de Lyon
1 Avenue Bourgelat

F-69280 Marcy L'Etoile
· Adresse électronique : emmanuelle
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· Téléphone : +33 (0)4 72 44 80 18

 3.2. Le personnel 
Compétences des personnes participant au projet : 
· la conception des procédures expérimentales et des projets 

●oui
○non


· l’application de procédures expérimentales aux animaux 

●oui
○non

· les soins aux animaux





●oui
○non

· la mise à mort des animaux





●oui
○non
3.3. Le projet 
3.3.1. L’objectif du projet :
Est-il :
justifié du point de vue scientifique ?
●oui
○non

Informations sur cette justification :
	Ce projet s’inscrit dans le cadre d’un suivi à long terme de la population de marmotte alpine de la réserve naturelle nationale de la Grande Sassière initié en 1990. Les données collectées dans le cadre de ce suivi sont une ressource rare et précieuse car il existe en effet trop peu de projets de suivi de populations de mammifères sur le long terme. Ces données sont par ailleurs indispensable pour appréhender l’écologie et l’évolution des mammifères en milieu sauvage.

Entre 1990 et 2015, ce projet a été financé aussi bien par des partenaires publics (région Rhônes-Alpes, ANR, fonds européens...) que privés (Earthwatch, AXA...). Il a permis la réalisation de 15 thèses de doctorat, la publication de 41 articles scientifiques de rang A et a fait l'objet de nombreux articles et émissions radiophoniques ou télévisuelles destinés au grand public aussi bien au niveau local, national qu'international. En 2015, il a été labellisé SEEG par le CNRS.


3.3.2. Description du projet :
	Les changements climatiques actuels se manifestent par une augmentation des températures moyennes et une augmentation des accidents climatiques (événements extrêmes: tempêtes, inondations…). Ces modifications affectent d’ores et déjà le fonctionnement de nombreux écosystèmes. Cela se traduit par des changements dans la distribution, les effectifs et les performances de nombreuses populations végétales et animales. Comprendre ces modifications et les changements qui en découlent est indispensable dans l’optique de prédire ce qu’il adviendra des populations animales face au changement climatique. Des modifications de certains traits phénotypiques ainsi que de la phénologie (séquence temporelle  des événements du cycle de la vie)  en réponse aux changements climatique ont d’ores et déjà été observées chez de nombreuses espèces végétales et animales. Par exemple, en réponse à des printemps précoces, la date “moyenne” de ponte des mésanges charbonnières (Parus major) est 14 jours plus tôt qu’il y a 47 ans. En 2007, les premiers œufs de rosalies des Alpes (Rosalia alpina L.) ont éclos fin mai, soit un mois plus tôt que les autres années. Les premiers hannetons qui éclosaient avant en mai et juin apparaissent maintenant en avril. Néanmoins de tels suivis mettant en évidence l’impact des changements climatiques restent rares chez les mammifères (16,4% chez les mammifères contre 41,7% chez les oiseaux) et quasi inexistants en milieu alpin.
Chez la marmotte alpine nous avons montré que l’épaisseur moyenne de neige isolant le terrier du froid pendant l’hiver a progressivement diminué depuis les années 90. Les marmottes alpines, et en particulier les femelles passent donc des hivers de plus en plus rigoureux puisque la température à l’intérieur du terrier est plus basse. Il est probable que ces dernières dépensent plus d’énergie pour maintenir leur température corporelle suffisamment élevée pour survivre pendant l’hiver. Face à ces modifications climatiques, les femelles sortent donc d’hibernation avec un poids de plus en plus faible et produisent en conséquence des portées de plus en plus petites au printemps. Ce phénomène pourrait à terme faire fortement diminuer la taille de notre population de marmottes alpines. Il ressort qu’établir des prédictions robustes quant aux conséquences du changement climatique sur la biodiversité demande une connaissance très pointue des effets du climat sur la biologie et la démographie de chaque espèce.

Comprendre les réponses des organismes aux perturbations environnementales afin de mettre en place des actions de gestion de la biodiversité est un défi majeur en Écologie et répond à un besoin sociétal pressant. Dans cette optique, nous cherchons à comprendre (i) Comment les changements climatiques affectent la dynamique des populations (taux de survie et reproduction), et si les changements observés sont dus à des changements dans la structure de la population et plus particulièrement de la structure familiale (i.e effectif, sexe, âge, nombre d’auxiliaires) ? (ii) Quels sont les mécanismes physiologiques et comportementaux à l’échelle individuelle qui permettent d’expliquer les changements observés à l’échelle populationnelle ? (iii) Quels sont les processus évolutifs (génétiques) impliqués dans la réponse des espèces aux changements climatiques ?
Afin d'atteindre ces objectifs, un programme de recherche multidisciplinaire a été initié en 1990 et à conduit à la mise en place d'un suivi à long terme sur la population de marmottes alpines (Marmota marmota) de la Réserve Naturelle Nationale de la Grande Sassière. Ce suivi allie, à un protocole de capture-marquage-recapture, un protocole d’observation. Le protocole de capture-marquage-recapture permet l'identification des individus puis leur suivi tout au long de leur vie. Ce protocole permet ainsi le suivi des paramètres démographiques de la population étudiée, notamment, les taux de survie, reproduction et dispersion. Il permet également, grâce aux prélèvements biologiques et mesures effectués à chaque capture, le suivi des caractéristiques individuelles, notamment génétiques, physiologiques et morphologiques. Le protocole d'observation permet de connaître la structure socio-spatiale de chacun des groupes familiaux étudiés : le territoire, la composition des groupes familiaux et le statut social de chaque individu est déterminé chaque année. De plus, un effort particulier est réalisé quant au suivi des événements de reproduction, et permet de déterminer la date d’émergence des marmottons ainsi que le taille des portées.
Des informations complémentaires sur nos recherches peuvent être trouvées sur le site internet du projet : http://projetmarmottealpine.wordpress.com/


3.3.3. Précisez, le cas échéant, la ou les méthodes de mise à mort prévue(s) : 
	3600 captures ont été effectuées par notre équipe depuis 1990 et jamais aucun individu n'a eu à être euthanasié. Néanmoins, si un individu subissait des traumatismes mettant en jeu son pronostic vital durant les expérimentations, l'euthanasie pourra être envisagée sur avis vétérinaire (Mme Callait-Cardinal). 

Méthode : administration de pentobarbital sodique (120 mg/kg Doléthal) par voie intraveineuse (veine caudale), entraînant une mort rapide. Toute interprétation hasardeuse d'un arrêt cardiaque qui serait seulement la traduction d'une bradycardie importante sera évitée par une mesure du rythme cardiaque avec un stéthoscope pendant au moins une minute, la constatation de la cyanose des  muqueuses, de l’absence de mouvements respiratoires et de réflexes. 

Lieu : en absence d'autres individus capturés de manière à minimiser tout stress que pourrait engendrer cet acte sur les autres individus capturés. 

Opérateur : pratiquée uniquement par un personnel formé à l'expérimentation animale.

Élimination des cadavres : collectés par le vétérinaire référent du projet (Mme Callait-Cardinal) pour être autopsiés et incinérés à Vétagro-Sup, l'école vétérinaire de Lyon.


3.3.4. Précisez, le cas échéant, les éléments scientifiques justifiant la demande de dérogation concernant la méthode de mise à mort envisagée :


	


3.3.5. Stratégie d’expérimentation ou d’observation et approche statistique utilisée afin de réduire au minimum le nombre d’animaux, la douleur, la souffrance et l’angoisse, infligées et l’impact environnemental, le cas échéant – si une étude statistique est prévue, indiquez et justifiez les tests choisis :
	Nos travaux de recherche nécessitent de suivre tous les animaux de la population de leur naissance à leur mort afin de connaître leurs caractéristiques individuels (génétiques, physiologiques, biométriques...) et l'évolution de ces caractéristiques individuelles au cours de leur vie mais également afin de déterminer les paramètres à l'échelle de l'individu et de la population, que sont les taux de survie et de fécondité âge- et sexe- spécifiques, indispensables au suivi individuel et démographique. Nous suivons ainsi 30 familles, composées de 2 à plus de 12 marmottes, mâles et femelles, du stade jeune sevré à adulte de plus de 16 ans. Seul le suivi d'un minimum de 30 familles, soit environ 300 individus par an, offre une puissance statistique suffisante pour nous permettre d'estimer les paramètres individuels et démographiques de manière satisfaisante.

Malgré le grand nombre d'individus impliqués, le but de ce suivi est d'étudier les réponses d'une espèce sauvage aux contraintes de son environnement naturel. Nous ne pouvons nous permettre d'interférer avec ces processus naturels et, en particulier, d'avoir un quelconque impact sur le comportement, l'état de santé ou encore la survie et la reproduction des animaux suivis. Tout au long du protocole, des mesures ont donc été mis en place afin de réduire au maximum l'impact que ce suivi pourrait avoir sur les animaux. Les méthodes de capture utilisées ont ainsi été choisies afin de réduire le stress engendré sur les individus , les manipulations sont réalisées sous anesthésie dans une pièce prévu à cette effet afin de limiter le stress, la souffrance des individus et le souvenir qu'ils pourraient avoir de ces manipulations, le temps de manipulation est réduit au strict minimum (30 min).


3.4. Les animaux
3.4.1. Justifiez la nécessité d’avoir recours à des animaux pour atteindre les objectifs du projet :
	Nos travaux de recherche appartiennent aux champs disciplinaires de l’écologie et de la biologie évolutive, qui visent à décrypter les réponses des organismes vivants aux contraintes de leur environnement naturel. Dans ce contexte, il est indispensable d'avoir recours à l'étude d'espèces sauvages dans leur milieu naturel.


3.4.2. Espèces animales ou types d’animaux utilisés : 
Autres rongeurs (Rodentia) : Marmota marmota






3.4.3. Justifiez la pertinence de l’(des) espèce(s) animale(s) choisie(s) :
	La marmotte alpine est idéale pour étudier les mécanismes écologiques et évolutifs car vivant en milieu extrême, elle est soumise à de fortes pressions évolutives et présente des stratégies évolutives originales. Son étude est aisée car diurne, territorial, sédentaire et de taille moyenne. Elle permet de dégager des principes généraux et fondamentaux en écologie et en évolution mais également d’apporter des réponses aux autorités publiques, concernant notamment l'impact des changements climatiques sur le milieu alpin,  fortement menacé. 


Elle est une espèce patrimoniale, emblématique du milieu alpin et est le modèle vertébré « sauvage » le plus répandu dans ce milieu (statut IUCN : préoccupation mineure, LC). Il s'agit par ailleurs d'une espèce dont le comportement conduit les individus à se laisser capturer facilement et à de multiples reprises, dont la taille permet de réaliser des prélèvements biologiques suffisants sans engendré de troubles chez les individus, et qui est peu sensible au dérangement.


3.4.4. S’agit-il de spécimens d’espèces menacées énumérées à l’annexe A du règlement (CE) n° 338/97 du Conseil du 9 décembre 1996 relatif à la protection des espèces de faune et de flore sauvages par le contrôle et leur commerce ?


oui
non

3.4.5. S’agit-il de spécimens de primates non humains ?
oui 
non

3.4.6. S’agit-il d’animaux capturés dans la nature ? 

oui
non

Si oui, éléments scientifiques démontrant que la finalité de la procédure expérimentale ne peut être atteinte en utilisant d’autres animaux que ceux  capturés dans la nature :

	Nos travaux visant à décrypter les réponses des organismes vivants aux contraintes de leur environnement, il est indispensable d'avoir recours à l'étude d'espèces sauvages dans leur milieu naturel.


3.4.7. S’agit-il d’animaux d’espèces domestiques, errantes ou vivantes à l’état sauvage?oui 
non
Si oui, éléments scientifiques démontrant que la finalité de la procédure expérimentale ne peut être atteinte qu’en utilisant ces animaux. 
	


3.4.8. Catégorie des animaux utilisés dans le projet : 
Animaux tenus en captivité (domestiques ou non domestiques) 


Animaux non domestiques non tenus en captivité 



Animaux génétiquement altérés






· Animaux non domestiques non tenus en captivité

· Si les animaux utilisés sont des spécimens d’espèces protégées en application de l’article

L. 411-1 du Code de l’environnement, indiquez les références de la dérogation accordée pour effectuer la capture des animaux dans le milieu naturel (4° de l’article L. 411-2 du Code de l’environnement) :
	Arrêté préfectoral de capture délivrée par la sous-préfecture d'Albertville (Savoie).


· Si les animaux utilisés sont des spécimens d’espèces dont la chasse est autorisée, indiquez ici les références de l’autorisation de prélèvement accordée pour effectuer la capture des animaux dans le milieu naturel (article L. 424-11 du Code de l’environnement) :
	Arrêté préfectoral de capture délivrée par la sous-préfecture d'Albertville (Savoie).


· Justification scientifique montrant que l’objectif de la procédure expérimentale ne peut être atteint en utilisant un animal élevé en vue d’une utilisation dans des procédures expérimentales :
	L’utilisation d’animaux issus d’élevage ne nous permettrait pas d’étudier les réponses des animaux sauvages aux contraintes de leur environnement naturel. L’utilisation d’animaux élevés n’est donc pas envisageable pour nos recherches.


· Animaux génétiquement altérés

· Animaux génétiquement modifiés 


oui 
non

Si oui :

· Création d’une lignée 




oui 
non

· Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation

oui 
non


· Phénotype non dommageable


oui 
non 

· Phénotype dommageable



oui 
non

· Souche mutante autre




oui 
non

Si oui :

· Création d’un mutant




oui 
non

· Maintien d’une lignée établie et/ou utilisation

oui 
non


· Phénotype non dommageable


oui 
non 

· Phénotype dommageable



oui 
non
3.4.9. Origine des animaux tenus en captivité : 

· Les animaux destinés à être utilisés dans les procédures expérimentales appartenant aux espèces dont la liste est fixée réglementairement sont-ils élevés à cette fin et proviennent-ils d’éleveurs ou de fournisseurs agréés ?




 oui 
non 
· Si oui, nombre d’établissements éleveur ou fournisseur agréés fournissant tout ou partie des animaux du projet :
	


Etablissement :
· Nom :
	


· Adresse postale :
	


· Animaux fournis :
	


· Si non, justifier scientifiquement l’utilisation d’animaux qui ne proviennent pas d’éleveurs ou de fournisseurs agréés :

	


· Votre propre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du projet?oui non

· Un autre établissement utilisateur fournit-il tout ou partie des animaux du projet? oui non
· Nombre d’établissements éleveur occasionnel non agréés fournissant tout ou partie des animaux du projet ?
	


Etablissement :
· Nom :
	


· Adresse postale :
	


· Animaux fournis :
	


· Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des Etats membres autres que la France fournissant tout ou partie des animaux du projet ?
	


Etablissement : 
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :
	


· Nombre d’établissements éleveur ou fournisseur localisés dans des pays tiers fournissant tout ou partie des animaux du projet ?
	


Etablissement : 
Nom de cet éleveur ou fournisseur et pays :
	


· Les animaux sont-ils des animaux réutilisés d’un projet précédent ? 

oui
non
Si oui, veuillez compléter le chapitre 4.3 de ce formulaire.

3.4.10. Nombre estimé d’animaux utilisés dans le projet : 
	Le nombre d’animaux impliqué est dépendant de la taille annuelle de la population suivie. Il s’agit d’une population naturelle, située en milieu extrême, donc soumise à de fortes fluctuations d’effectifs résultant des taux de survie et de fécondité très variables. Nous estimons le nombre d'individus suivis annuellement à un maximum de 300 individus différents soit à maximum de 1500 captures en 5 ans. Les individus étant recapturés annuellement, le nombre d'individus impliqués est estimé à un maximum de 700 individus différents sur 5 ans, et ce en fonction des taux de survie et de fécondité de ces derniers.


Justification de ce nombre pour chacune des espèces animales utilisées :
	Nous suivons 30 familles, composées de 2 à plus de 12 marmottes, mâles et femelles, du stade jeune sevré à adulte de plus de 16 ans. Seul le suivi d'un minimum de 30 familles offre une puissance statistique suffisante pour nous permettre d'estimer les paramètres démographiques de manière satisfaisante.


3.4.11. Indiquez à quel(s) stade(s) de développement les animaux seront utilisés et le justifier :
	Nos travaux de recherche nécessitent de suivre tous les animaux de la population de leur naissance à leur mort afin de connaître leurs caractéristiques individuels (génétiques, physiologiques, biométriques...) et l'évolution de ces caractéristiques individuelles au cours de leur vie mais également afin de déterminer les paramètres à l'échelle de l'individu et de la population,  que sont les taux de survie et de fécondité âge- et sexe- spécifiques, indispensables au suivi démographique. Tous les stades, du jeune sevré (les jeunes à la naissance n'étant pas accessible car altriciaux et restant 40 jours dans le terrier avant leur sevrage) à l'adulte, sont donc impliqués.


3.4.12. Indiquez le sexe des animaux utilisés et le justifier :
	Les deux sexes sont impliqués pour les mêmes raisons que celles énoncées dans la section 3.4.11.


3.4.13. Indiquez pour chaque espèce les points limites adaptés, suffisamment prédictifs et précoces pour permettre de limiter la douleur à son minimum, sans remettre en cause les résultats du projet :
	Durant l’ensemble des manipulations courantes, aucune intervention susceptible de causer aux animaux une douleur, une souffrance ou des dommages durables équivalents ou supérieurs à ceux causés par une biopsie cutanée  n'est réalisée. Seule l’anesthésie pourrait engager le pronostic vital d'un individu.

Les animaux sont surveillés en per-anesthésie de manière visuelle pour leur fréquence respiratoire et en anesthésie pour leur fréquence respiratoire et leur rythme cardiaque, leur hydratation (plis de peau), leur perfusion périphérique (temps de recoloration capillaire) et leur température rectale. Dès que la phase de réveil débute (reprise du tonus musculaire, accélération des mouvements respiratoires et oculaires), le suivi post-anesthésique est réalisé visuellement et à distance : la fréquence respiratoire et la reprise des mouvements sont surveillés à distance jusqu’à ce que l’animal soit capable de se tenir en décubitus sternal. L’animal est relâché dans son groupe d’origine dès que son état de vigilance est redevenu normal pour minimiser le stress.

Scores critiques :

Aucune procédure de surveillance des points critiques permettant d’objectiver la profondeur de l’anesthésie, la douleur ou le stress n’ayant été développée spécifiquement dans le cas des marmottes alpines, cette surveillance est réalisée en s’inspirant des critères couramment réalisés chez les rongeurs de laboratoire.

Les points suivants sont surveillés pendant la phase d’anesthésie :

- Présence de tremblements,

- Présence de déshydratation (plis de peau),

- Ralentissement ou accélération de la fréquence respiratoire, 

- Modification de la couleur des muqueuses (pâles, cyanosées),

- Chute ou élévation de la température rectale,

- Absence de reprise du tonus musculaire 30 min après la fin de la phase d’anesthésie.

Lorsqu’une ou plusieurs de ces observations sont anormales, des mesures de réanimation de base sont mises en œuvre : réchauffement, administration d’analeptiques cardio-respiratoires par voie sublinguale (Respirot®), administration sous cutanée de soluté réhydratant (Ringer-Lactate®). Si aucune de ces mesures n’apporte d’amélioration, l’euthanasie pourra être envisagée selon la procédure décrite ci-dessus.


4. LES PROCÉDURES EXPÉRIMENTALES
4.1 Objet(s) visés par les procédures expérimentales
A - La recherche fondamentale.

D - La protection de l’environnement naturel dans l’intérêt de la santé ou du bien-être de l’homme ou de l’animal.

E- La recherche en vue de la conservation des espèces.

4.2 Nombre de procédures expérimentales:
	Il s'agit d'une procédure expérimentale unique.

Cette procédure implique différents actes techniques :

1a) Capture

1b) Transport

2) Anesthésie

3) Marquage

4) Prélèvements biologiques

5) Examen clinique

6) Relâché

Lors de leur première capture annuelle, les individus passent par l'ensemble du protocole décrit ci-dessous. Lors des captures suivantes, les individus sont identifiés par la lecture de leur transpondeur et sont uniquement pesés dans leur sac de capture et relâchés immédiatement.
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Schéma décrivant le déroulement de l'expérimentation


4.2.1 NOM DE LA PROCÉDURE EXPÉRIMENTALE N° 1 : 
	Prélèvements biologiques sur animal anesthésié.


- PROPOSITION DE CLASSIFICATION DE LA PROCÉDURE SELON LE DEGRÉ DE SÉVÉRITE (conformément à l’annexe de l’arrêté relatif à l’autorisation de projet) :
● classe légère 
○ classe modérée
○ classe sévère
○ classe sans réveil

- Description détaillée de la procédure expérimentale :
Pertinence et justification de la procédure expérimentale : 
	Les animaux sont capturés annuellement de mi-avril jusqu’à mi-juillet à l'aide de pièges-boîtes (Tomahawk Live Trap Compagny, pièges grillagés de 1 m x 25 cm x 25 cm) appâtés avec du pissenlit (naturellement dans le régime alimentaire de la marmotte alpine) ou à la main. Parmi les techniques décrites dans la littérature, ces techniques alliant efficacité et stress minimal pour les animaux ont été retenues.
Une fois capturé, l'individu est transféré dans un sac en toile de jute épaisse puis transporté à dos d'homme jusqu'au point de manipulation. 
L'individu est mis en contention dans son sac de capture puis est anesthésié.

Lors de leur première capture (et par la suite si des pertes de marques sont constatées, les individus sont identifiés à l'aide de marques pérennes :

· transpondeurs (model ID100, Trovan(TM)) injectés sous l’épiderme entre les omoplates ;

· bagues auriculaires métalliques numérotées (Chevillot) ; 
et de marques visuelles :
· teinture pour animaux domestiques;

· marques auriculaires colorées.

Marques pérennes, non observables à distance, et marques visuelles, à durée de vie variable, sont utilisées afin de pouvoir reconnaître les individus durant toute leur vie et à distance durant la période de suivi annuelle :

- transpondeur : nécessite la recapture mais seule identification pérenne ;

- marque auriculaire : lisible à l’aide d’une longue vue si l’individu se trouve à une distance inférieure à 20 mètres, durée de vie moyenne supérieure à deux ans ;

- teinture : extrêmement efficace pour la reconnaissance visuelle, durée de vie n’excède pas 2 mois (disparaît avec la pluie et au plus tard avec la mue en juillet) ;

- marque auriculaire colorée : bien visible à distance, durée de vie de moins d’une saison à plusieurs années.
Les prélèvements biologiques suivants sont alors réalisés : 

+tissu cutané : en vue d'analyse génétique visant à établir la généalogie des individus et la structure génétique de la population.

+poils : en vue d'analyses génétiques, de dosages hormonaux et de dosages isotopiques. 

+sang : en vue de dosage hormonaux, de dosages isotopiques, de dosages de métabolites et de dosages de molécules chimiques ainsi que pour la caractérisation du profil immunologique des individus.

+sécrétions odorantes : en vue d'études sur la communication chimique.
Un examen clinique est réalisé sur chaque individu : évaluation de l'état général et du statut reproducteur, pesée, mesures biométriques.
Une fois l'ensemble des manipulations terminé, l'animal est replacé au calme dans son sac de capture fermé afin qu'il se réveille. Une fois réveillé, l’individu est transporté dans son sac de capture sur le territoire où il a été capturé. Le sac est ouvert à l’entrée de terrier principal et l’animal se dirige dans le trou. Il est ensuite attendu que l’animal disparaisse complètement à l’intérieur de la galerie.

L'ensemble de la manipulation dure moins de 30 minutes.


Indiquez le nombre de lots et le nombre d’animaux par lots, et les justifier :

	Le nombre d’animaux impliqué est dépendant de la taille annuelle de la population suivie. Il s’agit d’une population naturelle, située en milieu extrême, donc soumise à de fortes fluctuations d’effectifs résultant des taux de survie et de fécondité très variables. Nous estimons le nombre d'individus suivis annuellement à un maximum de 300 individus différents soit à maximum de 1500 captures en 5 ans. Les individus étant recapturés annuellement, le nombre d'individus impliqués est estimé à un maximum de 700 individus différents sur 5 ans, et ce en fonction des taux de survie et de fécondité de ces derniers.
Nos travaux de recherche nécessitent de suivre tous les animaux de la population de leur naissance à leur mort afin de connaître leurs caractéristiques individuels (génétiques, physiologiques, biométriques...) et l'évolution de ces caractéristiques individuelles au cours de leur vie mais également afin de déterminer les paramètres à l'échelle de l'individu et de la population, que sont les taux de survie et de fécondité âge- et sexe- spécifiques, indispensables au suivi démographique. Tous les stades, du jeune sevré à l'adulte, ainsi que les deux sexes sont donc impliqués.


Indiquez le cas échéant le prélèvement, ainsi que la fréquence et le(s) volume(s) prélevés :

	Une fois par an si l'individu est capturé :

+Prélèvements de tissu cutané : 3 mm de diamètre (Stiefel). Une biopsie de peau est pratiquée à l'aide d'une biopsie punch (Stiefel) sur le flanc de l'animal, la zone concernée ayant été préalablement nettoyée avec de l'alcool à 70°C.
+Prélèvements sanguins : Compte tenu du poids et du volume sanguin total, le volume de sang prélevé est au maximum de 10ml chez les adultes (soit entre 4 et 10% du volume sanguin total selon le poids des individus) et de 1 ml chez les marmottons (un marmotton pèse 400g en moyenne, soit au maximum 10% du volume sanguin total).Compte tenu des nombreux dosages effectués sur ces prélèvements, il est impossible de diminuer la quantité de sang prélevé et ce d'autant plus que la marmotte alpine présentant des taux d'hématie très élevé (mammifère vivant à haute altitude, dans le cas présent 2340m), les quantités de plasma et de sérum issues de chaque prélèvement restent faibles (environ 25% du volume total). Une fois la patte arrière nettoyée avec de l'alcool à 70°C, une prise de sang est réalisée dans la veine saphène. La veine est ponctionnée avec une aiguille stérile de petit diamètre (chez l'adulte : aiguille stérile Terumo 0,8x40 mm couplée à un seringue 10ml ; chez le marmotton : aiguille stérile Terumo 0,5x16 mm couplée à une seringue 1 ml). Après le prélèvement on retire l’aiguille et on comprime le site de ponction pour éviter tout saignement.


Indiquez le cas échéant les méthodes pour réduire ou supprimer la douleur, la souffrance et l’angoisse (liste des médications - anesthésiques, analgésiques, anti-inflammatoires…en précisant les doses, voies, durées et fréquences d’administration), y compris le raffinement des conditions d’hébergement, d’élevage et de soins :

	Afin de réduire la douleur, la souffrance et l'angoisse, une manipulation des animaux sous anesthésie a été préférée. Le ZolétilTM 100 (Tilamine + Zolazépam), anesthésique choisi, permet d'obtenir :

- une catalepsie rapide, sans agitation, suivie d'une relaxation musculaire,

- une analgésie superficielle, immédiate, et viscérale modérée,

- une anesthésie chirurgicale avec relaxation musculaire, conservation des réflexes laryngés, pharyngés, palpébraux, sans dépression bulbaire.

Cet anesthésique a également été choisi pour la sécurité qu'il offre. Ce produit est conseillé sur la faune sauvage du fait de sa sûreté d'emplois chez de nombreuses espèces domestiques et sauvages (ce que nous avons pu vérifier ; 2 cas de décès, des suites d'un choc anaphylactique, sur les 1708 individus anesthésiés au cours des 25 années de suivi).

La manipulation sous anesthésie assure par ailleurs la sécurité des personnels impliqués et permet de limiter les souvenirs associés à la capture que pourraient avoir les animaux, souvenirs qui empêcheraient leur recapture par la suite et rendraient impossible le suivi individuel et démographique.
Les doses d’anesthésique utilisées sont néanmoins réduites au minimum afin de permettre aux manipulations qui durent moins de 15 min de se dérouler alors que l'animal est anesthésié, tout en limitant le temps de rétention de l'animal. La marmotte alpine étant une espèce sociale, un éloignement de longue durée de son territoire peut conduire, chez les jeunes, au rejet de ces derniers par les membres de son groupe social et, chez les adultes, à la perte de leur statut social, il est donc primordial de limiter le temps passé par les individus capturés hors de leur territoire. Afin de définir ces doses, un suivi des signes cliniques, avec suivi du rythme cardiaque au stéthoscope, un suivi des réflexes palpébraux et du tonus musculaire avec les réflexes de pincement à la douleur a été réalisé au cours des premières années de suivi et sont depuis lors utilisés pour suivre les anesthésies. 
Les individus sont anesthésiés par injection en intramusculaire de ZolétilTM 100 (Tilamine + Zolazépam) à raison de 10 mg.kg-1 dans le muscle de la cuisse. Après 20 min environ, l'individu anesthésié rentre en phase de réveil.


Indiquez le cas échéant les dispositions prises en vue de réduire, d’éviter et d’atténuer toute forme de souffrance des animaux de la naissance à la mort :

	De la capture au relâché des mesures sont prises afin d'éviter et d'atténuer tout forme de stress ou de souffrance qu'aurait à subir les animaux. 
Si la capture n'induit pas de douleur ou souffrance sur les animaux, elle peut néanmoins générer un stress. La fréquence de relevé permet de limiter le temps et l'inconfort engendré. Les pièges sont donc relevés toutes les demi-heures en conditions normales (météorologie clémente). Si les conditions météorologiques se dégradent (pluie neige), les pièges sont relevés immédiatement en début de l’événement climatique et ce en continu jusqu'à ce que l'ensemble des individus suivis soient rentrés dans leur terrier. 
Les individus ne sont pas manipulés sur le lieu de capture mais sont transportés au point de manipulation afin qu'ils soient manipulés dans une pièce prévue à cet effet (à l'abri du vent et du froid, au calme) assurant ainsi une réduction du stress associé à la manipulation mais également dans des conditions d’asepsie optimale de manière à réduire les risques potentiels d'infection. Afin de minimiser le stress que pourrait engendrer le transport, les individus suivis ont été choisis de manière à minimiser le temps de transport entre le lieu de capture et le lieu de manipulation (10 minutes maximum de transport entre le point de manipulation et le piège de capture le plus éloigné), les individus sont plongés dans l'obscurité pendant la durée du transport et le mode de transport permet de limiter les secousses que l'individu pourrait subir. Les individus restent ainsi calme durant le transport.
Les boîtes de contention générant un stress plus important pour l'animal, l'anesthésie dans le sac de capture a été préférée.
Le marquage à l'aide de transpondeurs ou de bagues auriculaire engendre une douleur légère. Afin de supprimer cette douleur ces procédures sont réalisées sous anesthésie et lorsque l'anesthésie est la plus profonde. Le site d'injection du transpondeur et les oreilles sont préalablement nettoyés à l'alcool à 70°C afin de réduire les risques d'infection. 

La teinture a été testée sur animaux domestique et a été choisi afin de limiter toute réaction cutanée de la part des individus marqués. 
L'ensemble des prélèvements est réalisé dans l'ordre pré-cité afin que les prélèvements jugés les plus douloureux soient réalisés lorsque l'anesthésie est la plus profonde. Seule la biopsie engendre une blessure sur l'animal. Par contre, compte tenu de la taille de la blessure engendrée et de la rapidité de cicatrisation (3 jours environ), aucun produit pharmaceutique n'est appliqué.

Cette étude étant réalisée sur des animaux sauvages dans leur environnement, l’impact sur la population naturelle doit être réduit au maximum, ainsi le relâché des individus capturés est fait dans les plus brefs délais après manipulations et disparition des effets de l’anesthésie. Le relâché se fait à l’endroit de la capture, dans des conditions optimales pour les individus.


Indiquez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation à l’anesthésie des animaux : 
	


	Indiquez le cas échéant les raisons scientifiques justifiant une dérogation aux conditions d’hébergement des animaux :

Le site d’étude se situe en altitude, entre 2200 et 2600m dans une réserve naturelle nationale.  Les possibilités d’aménagement sont extrêmement réduite (absence d’électricité, d’eau courante, etc.). Néanmoins, un local a été aménagé dans le chalet du Santel, chalet d’alpage appartenant à la commune de Tignes et situé au centre du site d’étude. Les individus capturés sont transportés jusqu’à ce local. Ils y sont détenus temporairement dans leur sac de capture pour y être anesthésié avant manipulation. Le temps de détention est réduit au strict minimum (moins de 30 minutes). En effet, il s’agit d’animaux sauvages territoriaux présentant un degré de socialité élevé. Un éloignement de leur territoire sur une longue durée pourrait avoir des conséquences désastreuses (e.g. éviction de leur territoire, mort).


- Dispositions prises pour éviter tout double emploi injustifié des procédures expérimentales, le cas échéant : 
	Chaque individu est identifié de manière pérenne par un transpondeur sous-cutané unique, et à chaque capture, le code identifiant est relevé. A chaque nouvelle capture, le listing complet des marmottes capturées est donc mis à jour sur un carnet spécifique. Afin d’éviter de manipuler les marmottes plusieurs fois par an, tout manipulateur possède un récapitulatif à jour de cette liste, lui permettant ainsi de prendre la décision dès la capture : soit de transporter l’animal pour effectuer les manipulations annuelles, soit de le relâcher afin d’éviter tout renouvellement inutile d’une manipulation. 

De plus, un marquage auriculaire permanent ainsi qu’un marquage temporaire permet une visualisation immédiate d’une éventuelle recapture, et ainsi une prise de décision rapide et efficace.


- Devenir des animaux à la fin de cette procédure expérimentale :
mise à mort ?









□

précisez les animaux concernés :
	



animal gardé en vie ?








☒


précisez les animaux concernés et si la décision a été prise par le vétérinaire ou toute autre personne compétente désignée par le responsable du projet : 

	Tous les animaux capturés sont gardés en vie puis remis en liberté. Il s’agit d’animaux sauvages suivis dans leur milieu naturel et pour lesquels les expérimentations pratiquées ne doivent pas affecter leur état de santé. Tout impact sur la santé et la survie de ces derniers conduirait à fausser les données collectées au cours de ce suivi.



placement ou mise en liberté des animaux ?  





☒
précisez les animaux concernés : 
	Tous les animaux capturés sont gardés en vie puis remis en liberté. Il s’agit d’animaux sauvages suivis dans leur milieu naturel et pour lesquels les expérimentations pratiquées ne doivent pas affecter leur état de santé. Tout impact sur la santé et la survie de ces derniers conduirait à fausser les données collectées au cours de ce suivi.


4.3. Si le projet utilise des animaux réutilisés d’un projet antérieur :

- GRAVITÉ RÉELLE DES PROCÉDURES EXPÉRIMENTALES ANTÉRIEURES :
( légère

( modérée

( sévère

Précisez les éléments scientifiques justifiant la demande de dérogation pour autant que les animaux n’aient pas été utilisés plus d’une fois dans une procédure expérimentale entrainant une douleur intense, de l’angoisse ou une souffrance équivalente :

	


- Effet cumulatif de cette réutilisation sur les animaux : 

	


- L’avis vétérinaire est-il favorable en prenant en considération le sort de l’animal concerné sur toute sa durée de vie ? 


(oui 
(non

- L’animal réutilisé a-t-il pleinement recouvré son état de santé et de bien-être général ? 






(oui 
(non

4.4. Cas particulier des projets contenant une procédure expérimentale impliquant une douleur,  une angoisse ou une souffrance sévère et susceptible de se prolonger sans qu’il soit possible de les soulager

· De quelle(s) procédure(s) expérimentale(s) du projet s’agit-il ? 

	


· Justifiez scientifiquement les raisons à l’origine d’une demande de dérogation : 
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